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CUSTODIO, J.M.O. Dinamica das concentra¢cBes plasmaticas de micronutrientes e
sua correlacdo com proteinas séricas e horménios tireoideanos em pacientes com
Paracoccidioidomicose. Campo Grande; 2019. [Tese —Universidade Federal de Mato

Grosso do Sul].

RESUMO

Embora haja relatos de artigos sobre os papéis desempenhados por minerais,
como zinco, cobre e ferro em doencas infecciosas crénicas, ndo ha estudos sobre
0 papel desses elementos na paracoccidioidomicose (PCM). Este estudo foi
realizado para compreender a dinamica dos micronutrientes e sua correlagdo com
proteinas séricas e hormonios tireoidianos em pacientes com PCM. Foram
estudados quatorze pacientes com PCM e dez individuos saudaveis, avaliando o
indice de massa corporal (IMC) e os niveis séricos de hemoglobina, ferro, ferritina,
zinco, cobre, magnésio, albumina, globulina, horménio estimulador da tire6ide
(TSH), tiroxina (T4 livre ) e triiodotironina (T3). As avaliacfes foram realizadas na
admisséo no hospital e no final do primeiro, segundo, quarto e sexto meses de
tratamento com PCM. O grupo controle foi avaliado apenas uma vez. Observamos
que os pacientes com PCM, antes do tratamento, apresentavam niveis mais altos
de cobre e ferro do que os do grupo controle. No entanto, enquanto os niveis de
ferro aumentaram apds um més de tratamento, os niveis de cobre ndo diminuiram
apos seis meses de tratamento. Foi observada uma reducdo na atividade
inflamatéria, indicada pela normalizacdo dos niveis de proteina C reativa a PCR,
ferritina, albumina e globulina durante o tratamento. No entanto, ndo foi observada
correlacdo entre os niveis séricos de minerais e atividade inflamatoéria ou funcao
tireoidiana no estudo. Em concluséo, nossos resultados mostraram niveis séricos
aumentados na admissao do paciente, correspondendo a imunossupressao Thl.
Além disso, os niveis séricos de ferro diminuiram simultaneamente com a intensa
atividade fangica observada na doenca ativa. Ambos os parametros alcancados

progrediram para valores normais apoés a introducao de tratamento especifico.

Palavras chave: oligoelementos; proteinas séricas; Blastomicose Sul-Americana;

tireoide.



CUSTODIO, J.M.O.Dynamics of plasma micronutrient concentrations and their
correlation with serum proteins and thyroid hormones in patients with
paracoccidioidomycosis. Campo Grande; 2019. [Tese —Universidade Federal de

Mato Grosso do Sul].

ABSTRACT:

Although there are articles reports on the roles played by minerals, such as zinc,
copper, and iron in chronic infectious diseases, there have been no studies on the
role of these elements in paracoccidioidomycosis (PCM). This study was performed
to understand micronutrient dynamics and thecorrelation with serum proteins and
thyroid hormones in patients with PCM. We studied fourteen patients with PCM and
ten healthy subjects, evaluating their body mass index (BMI) and serum levels of
hemoglobin, iron, ferritin, zinc, copper, magnesium, albumin, globulin, thyroid
stimulating hormone (TSH), thyroxine (free T4), and triiodothyronine (T3).
Evaluations were conducted upon admission to the hospital and at the end of the
first, second, fourth, and sixth month of PCM treatment. The control group was only
evaluated once. We observed that patients with PCM, before treatment, had higher
copper and lower iron levels than those of the control group. However, while the iron
levels increased after one month of treatment, the levels of copper did not decrease
after six months of treatment. A reduction in inflammatory activity, indicated by the
normalization of C-reactive protein, ferritin, albumin, and globulin levels, was
observed during treatment. However, no correlation was observed between the
serum levels of minerals and inflammatory activity or thyroid function in thisstudy. In
conclusion, our results showed increased copper serum levels at patient admission,
corresponding to Thl immunosuppression. In addition, iron serum levels were
decreased simultaneously with intense fungal activity observed in the active disease.

Both parameters reached normal values after the introduction of specific treatment.

Key words: trace elements; serum proteins; South American Blastomycosis; thyroid.
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1. INTRODUCAO

Paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica endémica da
América Latina, causada por fungos do género Paracoccidioides spp. Assim
como as bactérias e os seres humanos, os fungos requerem uma adequada
concentracdo de metais traco que atuam no funcionamento celular- respiracéo,
replicacdo, transcricao, traducéo e regulacéo da viruléncia ( CURCIO et al., 2017,
WEISS & CARVER, 2018).

Frente a necessidade de oligoelementos tanto para o hospedeiro como
para o parasito, a interface parasita-hospedeiro emerge como um campo de
batalha onde ambos competem pelos minerais. Os mecanismos pelos quais as
células de defesa controlam a invasdo de microorganismos séo a redistribuicdo
sérica dos oligoelementos essenciais zinco, cobre e ferro, e 0 aumento da
sintese de proteinas da fase aguda, como a ceruloplasmina, durante o curso da
maioria das infeccdes. Essas alteracbes sdo mediadas por interleucinas, tais
como, interleucina-1 (IL-1), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-6
(IL-6) (FAILLA, 2003).

Por outro lado, diversos sistemas foram desenvolvidos pelos
microorganismos para sequestrar ions metélicos do hospedeiro. Os sistemas de
aquisicdo de metal incluem importacdo e remocdo de metais de locais
extracelulares por sideroforos e aquisicdo de proteinas hospedeiras (BAILAO et
al., 2015; FANG et al., 2015).

Embora existam estudos que relatam a importancia de minerais tais como
zinco, cobre e ferro, em doencas infecciosas cronicas, ndo ha estudos sobre o
comportamento desses elementos em pacientes com PCM.

Sabe-se que Paracoccidioides assimila ferro e zinco para seu
desenvolvimento. O zinco pode estar associado a agentes catalizadores que
potencializam seus processos de diviséo e diferenciacao celular (De Curcio et al.,
2017). Elevadas concentracdes de ferro potencializam a proteina aconitase de
Paracoccidioides spp (pbACO), que esta envolvida em seu processo de geracao
de energia (CAMACHO & NINO-VEGA, 2017).

O acometimento da tireoide pelo Paracoccidioides spp é muito raro; no
entanto, alteracbes de funcéo, com reducao de triiodotironina (T3) e tiroxina (T4),

com niveis normais ou baixos do horménio estimulador da tireoide (TSH) tém
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sido observadas (BRANDAO et al.,2004; KIY et al., 1988). Essas alteractes
caracterizam a sindrome do doente eutireoideano, que tem sido observada em
outras doencas infecciosas crénicas, como a tuberculose (CHOW et al., 1995).
Os disturbios hormonais presentes em pacientes com doencas infecciosas
e parasitarias (DIP) podem ser agravados pela deficiéncia de nutrientes
antioxidantes, uma vez que a acdo hormonal estd diretamente associada ao
balanco oxidante/antioxidante intracelular. Os antioxidantes sédo indispensaveis
para a defesa apropriada contra a oxidacdo, sendo o selénio e o zinco os
principais agentes antioxidantes da tireoide (BARROSO et al., 2011).
Considerando-se que micronutrientes sdo importantes na interacao
parasita-hospedeiro e estao alterados na resposta inflamatoria, questionou-se se
haveria alteracbes sanguineas desses elementos na PCM, doenca com
componente inflamatério sistémico cronico e de tratamento prolongado. Porque
nao foram encontrados estudos que avaliassem o comportamento de
oligoelementos na PCM no curso do tratamento, os autores se propuseram a
analisar a dinamica de micronutrientes em pacientes com PCM nos primeiros
seis meses de tratamento, bem como suas relagbes com a atividade inflamatoria

e de funcdo tireoidiana.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Histoérico

2.1.2 Fungos

Ha aproximadamente 72 mil espécies de fungos catalogadas na literatura.
Alguns fungos podem estabelecer associagbes com outros organismos vivos tais
como, por exemplo, algas, insetos. No homem, muitos fungos podem provocar
infeccdes sistémicas, principalmente em pacientes debilitados e
imunocomprometidos (COURA, 2000).

Os fungos mais associados a micoses sistémicas sdo: Coccidioides spp,
agente causador da coccidioidomicose; Histoplasma capsulatum, agente etioldgico
da histoplasmose; Cryptococcus spp, agente da criptococose; Blastomyces
dermatitidis, causador da blastomicose; Paracoccidioides spp, agente etiolégico da
paracoccidioidomicose (PCM) (LAZZARINI-DE-OLIVEIRA et al., 1999).

2.1.3 Paracoccidioidomicose (PCM) e seus agentes etioldgicos

A PCM é uma micose sisttmica endémica na América Latina, que
compromete principalmente os pulmdes e incapacita o individuo ao trabalho e suas
atividades de vida diaria.

A PCM é causada por fungos pertencentes a ordem Moniales, familia
Moniliaceaeda, género Paracoccidioides spp (COURA, 2000).

A descoberta da doenca e agente etioldgico ocorreu em 1908, por Adolpho
Lutz, que encontrou fungos em lesdes bucais em dois pacientes com manifestacdes
clinicas, tais como, comprometimento da mucosa oral, laringe, linfonodos, glandula
salivar e traqueia. Lutz também conseguiu isolar o fungo em cultivo e demonstrar as
fases micelial em cultivo e, leveduriforme em pacientes infectados, além de
reproduzir a doengca em cobaias. Em 1932 Almeida nomeou o fungo como
Paracoccidioides brasiliensis (LUTZ, 1908).

Até 2009, a espécie P. brasiliensis era vista como a Unica causadora da
doenca. Com o avanco da tecnologia e uso de novas ferramentas moleculares foi

possivel identificar uma segunda espécie causadora da PCM, Paracoccidioides lutzii
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(THEODORO et al., 2012; SILVA et al., 2016). Observou-se também que a espécie
P. brasiliensis, trata-se na verdade de um complexo de espécies: P. brasiliensis (S1),
P. americana (PS2), P. restrepiensis (PS3) e P. venezuelensis (PS4) (TURISSINI et
al., 2017).

As espécies de Paracoccidioides spp. apresentam algumas diferencas como,
por exemplo, distribuicdo geografica, viruléncia, resposta sorolégica e, também
diferengas morfologicas. Os conidios de P. lutzii s&o mais alongados e de maior
comprimento quando comparado com os conidios de P. brasilienses que apresenta

estrutura mais globular e mais curta (TEIXEIRA et al., 2014).

2.1.4 Distribuicdo geogréfica

A PCM ¢é considerada a infeccao fungica mais importante da América Latina,
ocorrendo em regides tropicais e subtropicais com temperaturas entre 14 e 20°C,
precipitacdes pluviométricas entre 800 e 2000 mm e umidade do ar alta. A estimativa
para sua incidéncia esta entre 1 e 3: 100.000 habitantes de areas endémicas na
América Latina (WANKES;LONDERO, 1994).

A area endémica se estende do México a Argentina. O Brasil € o pais com
maior nimero de casos, sendo a regidao Sul, Centro-Oeste e Sudeste, as mais
acometidas (MARTINEZ, 2015) (Figura 1).
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Figura 1.Distribuicdo Geografica e endemicidade da paracoccidioidomicose no mundo, 2017.
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Fonte: Martinez, 2015

O complexo P. brasiliensis € formado por pelo menos quatro espécies
filogenéticas catalogadas na literatura identificadas em diferentes paises da america
Latina. A espécie P. brasiliensis (S1) é mais predominantemente encontrada na
América do Sul, nas regides Sul e Sudeste do Brasil, Argentina e Paraguai. As
espécies P. restrepiensis (PS3) e P. venezuelensis (PS4) sdo endémicas na
Colébmbia e Venezuela, respectivamente. P. americana (PS2) é uma espécie
frequentemente encontrada na Venezuela e no Sudeste do Brasil (Figura 2)
(MUNOZ et al., 2016).


http://www.scielo.br/img/revistas/rsbmt/v50n5/1678-9849-rsbmt-0037868202302017-gf3.jpg
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Figura 2. Distribuigdo geogréfica das espécies filogenéticas de P. brasilienses no Brasil.
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Fonte: Mufioz et al, 2016

P. lutzii abriga apenas uma Uunica espécie que é predominantemente

encontrada na regido Centro-Oeste e na Amazodnia (TEIXEIRA et al., 2014).
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2.1.5 Transmissao

Paracoccidioides spp. € um fungo com dimorfismo térmico, importante
caracteristica para o mecanismo de viruléncia e patogenicidade (STURME et al.,
2011).

Na natureza, esses microrganismos se desenvolvem como estruturas
filamentosas e produzem propagulos infectantes denominados de conidios, a uma
temperatura inferior a 28°C. Quando inalados, em tecidos vivos a 35-37°C os
propagulos dao origem a formas leveduriformes do fungo, que constituirdo sua forma

parasitaria nos tecidos do hospedeiro (Figura 3).

Figura 3. P. brasilienses, forma leveduriforme com multiplos brotamentos

Fonte: Fortes et al.,2011

7

A infeccdo paracoccidididica é contraida pela via inalatéria, os conidios
atingem unidades bronquiolo-alveolares, onde ocorre sua transformacdo em
leveduras e passam a ser multiplicar por brotamento multiplo. A seguir, a inflamacao
provocada pela multiplicacdo do patdgeno estimula a migragcdo de células do
sistema imunoldgico, que agem formando um granuloma epitelioide (FRANCO et al.,
2000).
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A infeccdo é adquirida nas primeiras duas décadas de vida, por volta dos 10 a
20 anos de idade. Os trabalhadores rurais que, por sua atividade, permanecem mais
tempo em contato com a terra sdo os mais acometidos. O manejo do solo
contaminado com o fungo, como atividades agricolas, preparo de solo, praticas de
jardinagens, estdo entre os fatores de risco para contrair a infeccdo. No Brasil, as
areas com aberturas de novas fronteiras, derrubada de florestas e producao de café
sao as regides que mais colaboram com a taxa de incidencia da doenca (Figura 4)
(GOES et al., 2014).

Figura 4. Populacao de risco para adquirir a infecgdo por Paracoccidioides spp.
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Estima-se que 10 a 50% dos habitantes de zonas endémicas sdo expostos ao
agente da PCM, mas somente uma pequena parcela desenvolve alguma

manifestacéo clinica da doenca.
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2.1.6 Epidemiologia da paracoccidioidomicose no Brasil

A PCM nao é uma doenca de notificacdo compulsoéria no Brasil. Desta forma,
0os calculos sobre prevaléncia e incidéncia sdo feitos com base aos inquéritos
epidemiologicos e série de casos. No Brasil, entre os periodos de 1980 a 1995, o
ministério da saude registrou 3.181 6bitos pela PCM, taxa de mortalidade de 1,45
casos por milh&do de habitantes (COUTINHO et al., 2002).

Cerca de 80% dos casos da doenca sédo registrados, no Brasil, os estados
mais atingidos séo: S&o Paulo, Parana, Rio Grande do Sul, Goids e Rondonia. A
incidéncia anual varia de 0,71 casos a 3,70 casos por 100 mil habitantes, em
algumas regifes proximas das bordas da Amazoénia legal, a incidéncia registrada é
mais alta, regides como Ronddnia e Maranhéo, a ocorréncia é 10,8 casos/100.000
habitantes/ano e 9,4 casos por 100.000 habitantes/ano, respectivamente (MATOS et
al., 2012; Shikanai-Yasuda et al., 2017).

Entre 1980 a 1995 a PCM era a oitava maior causa de mortalidade entre as
doencas infecciosas (COUTINHO et al.,, 2002). No cenério das DIP a taxa de
mortalidade da PCM era maior que as registradas por leishmaniose, e a mais alta
entre as micoses sistémicas. De 1998 a 2006, 13.683 pacientes foram
hospitalizados com micoses sistémicas, a PCM foi responsavel pelo maior nimero
de internacdes (49%), as regides mais atingidas foram Norte e Centro-Oeste
(COUTINHO et al., 2015).

Em Mato Grosso do Sul, um trabalho realizado por Paniago e colaboradores
no hospital universitario da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, revisando
prontuarios entre o periodo de 1980 a 1999, identificaram 422 casos de PCM. A
média de idade foi de 43,4 anos e a propor¢cdo homem: mulher foi de 10:1, quase
metade (45%) dos doentes era trabalhador rural no momento do diagnostico e
84,6% apresentavam a forma cronica (tipo adulto). O trabalho mostrou que a doenca
€ um problema de saude publica no Estado (PANIAGO et al.,, 2003).
Posteriormente, Fabris et al. (2014), realizaram um estudo avaliando o
comportamento da PCM entre os anos de 1980 a 2009 de 595 pacientes atendidos
no mesmo hospital. Os autores observaram uma reducdo do percentual de
mulheres, de pacientes do grupo de 20 a 39 anos, assim como de casos com a
forma aguda/subaguda e um aumento de casos de coinfeccdo com Aids da primeira

para segunda década.
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2.1.7 Manifestacdes clinicas

A PCM pode se apresentar sob trés principais formas clinicas: aguda ou
subaguda, cronica, residual ou sequela (MENDES et al., 2017).

Forma aguda ou subaguda: esta forma, também chamada de juvenil,
representa 20 a 25% dos casos de PCM, acomete principalmente criancas,
adolescentes e adultos jovens, caracteriza-se por apresentar instalacdo rapida em
geral consequéncia da disseminagdo hematogénica da PCM. Nesta forma clinica,
observa-se, normalmente, o comprometimento do baco, figado, nédulos linfaticos e
medula 0ssea. As manifestacdes pulmonares sdo menos frequentes e lesdes de
mucosas das vias aéreas superiores e digestivas sdo raras (COURA, 2000;
PANIAGO et al., 2003; JUNIOR et al., 2016; MENDES et al., 2017).

Forma crbnica: A forma crbnica ou do adulto é a forma mais comum, ocorre
em 75 a 80% dos casos de PCM, individuos com idade superior a 30 anos do sexo
masculino sdo os mais acometidos por esta forma, apresentam lesdes pulmonares
com comprometimento de outros érgaos, tais como mucosa das vias aero-digestivas
superiores e pele. Outros 6rgdos como adrenais, sistema nervoso central e 0Ssos
também podem ser afetados (MARSIGLIA E PINTO, 1966; PANIAGO et al., 2007;
CORREA-DE-CASTRO et al., 2012).

Forma residual ou sequela: Sequelas cicatriciais resultante de lesdes ativas
pregressa como, por exemplo, enfisema pulmonar, estenose da laringe ou traqueia,
ictericia obstrutiva, pelo comprometimento de linfonodos do hilo hepético e a
sindrome de ma absorc¢éo de proteinas e gorduras (MONTENEGRO, 1986).

2.1.8 Mecanismos Imunolégicos

Segundo Coelho-Castelo et al., 2009, o surgimento de uma infec¢cédo, em um
hospedeiro susceptivel, ocorre por varios mecanismos, sendo 0s mais comumente
responsaveis: o0 modo de interacdo do parasito com o sistema imunolégico do
hospedeiro e a resposta do organismo frente ao agente agressor.

O sistema imunoldgico compreende a via principal de resposta do organismo
humano frente a exposicdo a antigenos exdgenos e enddgenos e se constitui no
principal impedimento para a ocorréncia de infecges disseminadas, habitualmente

associadas com alto indice de mortalidade. E formada por uma série de células e
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moléculas distribuidas por todo organismo. A defesa contra microrganismos consiste
em dois tipos de reacgbes: Imunidade inata e adaptativa (COELHO-CASTELO et al.,
2009).

A primeira linha de defesa envolve ativacdo da imunidade inata, que serve
como um alerta para 0 sistema imune e permite uma resposta ativa contra o
patégeno, até que a ativacdo da resposta imune adaptativa esteja pronta para atuar
(MACHADO et al., 2004; COELHO-CASTELO et al., 2009).

Em contraste, as deficiéncias imunoldgicas, sejam da imunidade inata ou da
imunidade adaptativa, sdo fortemente associadas com aumento de susceptibilidade
a infeccbes (MACHADO et al., 2004).

Em humanos, este fungo invade células fagociticas como mecanismo de
escape para se multiplicarem e desenvolverem. Porém, a penetracdo do parasito
ativa o sistema imune que os destroem por meio da producao de 6xido nitrico (NO) e
de outros componentes secretados por essas células. Adicionalmente, ha
participacdo de IFN-y, aumentando a fungao de neutrdéfilos e macrofagos (FRANCO,
1987; MACHADO et al., 2004; COELHO-CASTELO et al., 2009).

Micoses recorrentes e que ocasionalmente desenvolvem formas graves e
profundas sédo frequentemente observadas em pacientes que apresentam
neutropenia ou que tenham deficiéncia da imunidade inata e adaptativa (MACHADO
et al., 2004; COELHO-CASTELO et al., 2009).

2.2 Micronutrientes

2.2.1 Cobre

O cobre € um metal de transicdo com massa atdmica de 63.54 Da. e numero
atdomico 29. Descrito pela primeira vez 1816, por Bucholz, ao constatar sua presenca
nos tecidos vegetais e animais. Posteriormente, Hart et al. (1928), Josephs (1931) e
Lewis (1931) evidenciaram sua importancia na fisiologia animal e humana
(AMANCIO, 2011).

Na literatura médica, o elemento é reconhecido como um nutriente essencial,
havendo a necessidade de recebé-lo por meio dos alimentos. A distribuicdo de cobre
nos alimentos vai desde elemento- tragco, como por exemplo, encontrado no leite e
produtos lacteos até altas concentragbes, como, por exemplo, as quantidades

encontradas em: leguminosas, nozes, carnes e frutos do mar (AMANCIO, 2011).
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No Brasil, a média de ingestdo diaria de cobre de adulto é de 1,07 mg/dia
(1,22 a 2,28 mg/dia) entre adultos jovens (NUNES et al, 2010;
COZZOLINO;COMINETTI, 2013). Deste total, apenas 55% a 75% sao absorvidos
principalmente no duodeno, por um carregador saturavel, dependente de energia.
Durante seu transporte e absor¢éo no enterécitos, o cobre compete com outros ions
metélicos bivalentes, que favorecem ou inibem sua absorcdo (LINDER E HAZEGH-
AZAM, 1996).

Apoés a absorcdo no duodeno, o cobre é transportado ligado a albumina e a
transcupreina. A maior parte deste elemento é captada pelo figado através do
sistema porta e, posteriormente incorporada a uma glicoproteina com atividade
enzimatica chamada ceruloplasmina e liberado na corrente sanguinea. A média
concentracdo de plasmatica de cobre, derivado de um estudo global é de 0,8 a 1,2
mg/L (GOULLE et al., 2005).

Estima-se que 50% do cobre ingerido é excretado nas fezes. A bile é a
principal via de excre¢cdo de cobre, remanescentes da descamacao de células
intestinais; fluidos pancreaticos e intestinais ainda do cobre dietético ndo absorvido
(STERN et al., 2007).

O cobre desempenha papel importante na maturacdo dos tecidos linféides.
Participa como co-fator nas reacdes de fosforilacdo oxidativa, inativacdo dos
radicais, coagulacdo sanguinea, metabolismo de ferro e sintese de catecolaminas.
Estudos desmonstram que a deficiéncia deste elemento pode afetar negativamente
a proliferacdo de células T e, consequentemente, a resposta celular (MACEDO et
al., 2010).

Nas doencas infecciosas, o cobre exerce atividade antimicrobiana. Uma
estratégia de defesa imunoldgica do hospedeiro € aumentar os niveis de cobre
sérico durante a infeccdo (SRINIVAS et al., 1988). O aumento de cobre no dominio
intracelular dos patdgenos é toxico. A sintese de cobre para controle do patogeno é
feita no fagossoma de células imunoldgicas, os macréfagos (WEISS E CARVER,
2017).
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2.2.2 Ferro

Ferro € um metal de transicdo de numero atdémico 26 da tabela periddica,
quarto elemento mais abundante na Terra. Desde 1860, é considerado um nutriente
essencial para o0s seres humanos, por participar de numerosos processos
metabodlicos (GERMANO;CANNIATTI-BRAZACA, 2002). As necessidades de ferro
podem ser supridas com uma alimentacéo rica em alimentos de origem animal e
vegetal. Uma alimentacao mista, pode conter de 15 a 20 mg de ferro. Nos alimentos
de origem animal como, por exemplo, as carnes vermelhas, aves e peixes cerca de
30% a 70% do ferro é ferro heme. O ferro heme é absorvido cerca de 2 a 3 vezes
mais facilmente que o ferro ndo-heme encontrado em alimentos de origem vegetal
(ZIMMERMANN;HURRELL, 2007; FISBERG et al., 2008).

A absorcao de ferro ocorre principalmente no duodeno, que desempenha um
papel critico na homeostase do ferro no organismo. A absor¢cdo completa do ferro é
feita em trés estagios: Inicialmente, com a captacédo do ferro pela borda em escova
do enterOcito, em seguida pelo transporte intracelular e finalmente com a
transferéncia para o plasma. O ferro ndo heme depende de um meio acido para
reduzir Fe™ em Fe*? e ser aproveitado pelo organismo (BOCCIO et al., 2003).

O ferro absorvido € acoplado a proteinas. Ha quatro classes de proteinas que
contem ferro: 1- proteinas que contem ferro como, por exemplo, hemoglobina,
mioglobina e citocromos; 2- enzimas contendo ferro e enxofre, como flavoproteinas e
hemeflavoproteinas; 3- proteinas de transporte e armazenamento como, por
exemplo, transferrina, ferritina, lactoferrina e hemossiderina; 4- enzimas ativadas
(contendo enxofre, enzimas ndo heme) (MUNOZ et al., 2009).

O conteudo total de ferro no organismo é de aproximadamente de 3,5g. A
maior parte de ferro (65% ou 2.300mg) é destinada para os eritrocitos, alocado na
hemoglobina. Outra quantia deste mineral (10% ou 350mg) esta presente nas fibras
musculares (mioglobina) e outros tecidos (em enzimas e citocromos). O restante do
metal pode ser encontrado no figado (200mg), em macréfagos do sistema reticulo
endotelial (500mg) e ha medula 6ssea (150mg) (MUNOZ et al., 2009).

No organismo, o ferro esta envolvido no transporte de oxigénio e diéxido de
carbono, essencial a respiracdo celular aerébica e na formacdo de numerosas
enzimas celulares, importantes para o funcionamento do sistema imunoldgico

(BRICKS, 1994). Estudos sugerem que o ferro € o mineral mais capacitado para
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catalisar as reacdes de oxidacdo de biomoléculas, evitando o estresse oxidativo
(FERREIRA;MATSUBARA, 1997). No entanto, o ferro também é essencial para o
desenvolvimento e multiplicacdo de microorganismos. A maioria das bactérias,
exceto os lactobacilos, e a maior parte dos germes patogénicos requer este mineral
em quantidades substanciais para se multiplicar no organismo do hospedeiro. Os
parasitos do género Paracoccidoides spp. também necessitam de ferro para
potencializar a proteina Paracoccidioides ssp.(pbAOC) envolvida no processo de
geracdo de energia para o patégeno (CAMACHO;NINO-VEGA, 2017). A
necessidade de ferro tanto para o hospedeiro como para o parasito, emerge como
um campo de batalha no qual os sistemas de importacdo de ferro dos
microrganismos sdo colocados contra os sistemas de retirada férrea e sequestro
pelos macrofagos, em que ambos competem pelo ferro na interface “parasito-
hospedeiro” (BRICKS, 1994; MALAFAIA, 2008).

2.2.3 Magnésio

Magnésio € um metal alcalino- terroso com massa atémica 24,305 e namero
atdmico 12, oitavo elemento mais comum na crosta terrestre (GROBER et al., 2015).
A denominag¢do Magnésio vem de Magnésia, distrito da Tessalia, regido da Grécia,
gue possuia muitas pedras compostas por carbonos ou Oxidos de magnésio ou
manganés, vistas pelos alquimistas como componentes da pedra filosofal. A
Descoberta e o reconhecimento do elemento quimico ocorreram em 1755, por
Joseph Black. A partir do século XVIII, o mineral foi também reconhecido como um
nutriente importante para 0s organismos Vivos, por suas virtudes curativas e
propriedades laxativas e antidcidas (MAGUIRE;COWAN, 2002).

Nos vertebrados, o0 magnésio é o quarto elemento mais abundante, cerca de
28 g do mineral estad presente no corpo de um individuo com peso corporal de
aproximadamente 59kg. A maior parte deste mineral esta concentrado nos 0Sso0s
(65%) e musculos (34). No plasma, a concentracdo meédia de magnésio é cerca de
1,7 e 2,4 mg/dL, 60% encontram- se na forma livre, biologicamente ativa, enquanto o
restante circula ligado a proteinas, como a albumina (33%), ou complexados a
anions (7%), como fosfato, bicarbonato e citrato (1 a 2%) (SEVERO et al., 2015).

No Brasil, os grupos de alimentos ricos em magnésio sdo 0s cereais e

derivados, frutas e hortalicas, nozes e sementes. Em menores concentracbes
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encontramos no leite e carnes (SHILS;SHIKE, 2006). Na agua de torneira e as
aguas minerais as concentragbes variam de 0,1 a 18mg/L (REBELO & ARAUJO,
1999). A recomendacdo dietética de ingestdo (RDA) do mineral para homens e
mulheres é de: 400-420 mg/d e 310-320 mg/d, respectivamente
(COZZOLINO;COMINETTI, 2013). A absorcédo e a homeostase do mineral é mantida
pelo intestino delgado, ossos e rins. O magnésio capturado pela borda em escova é
absorvido na porcéo entre o duodeno distal e o ileo (via paracelular e transcelular) e
armazenado noS 0SsS0S, € 0 seu excesso € excretado pelos rins. Do total de
magnésio consumido diariamente, Apenas 24-76% € absorvido no intestino e o resto
€ eliminado nas fezes (JAHNEN-DECHENT & KETTELER, 2012; SEVERO et al.,
2015).

Como dito anteriormente, o magnésio € mineral que participa de varias
funcbes bioldgicas. Atua como cofator para mais de 100 reagfes enziméticas, entre
as quais, estdo as reacdes responsaveis pelas diversas atividades metabdlicas
como ha resposta imune inata e adquirida, além do papel importante na maturacao
dos tecidos e células linfoides. Ativa as enzimas que participam do metabolismo de
carboidratos. Participa da sintese proteica como cofator nos ribossomos. Auxilia as
reacles de Oxido-reducao e controle acido-base no organismo. Também exerce um
papel estrutural, estabilizando as estruturas de cadeias de DNA e RNA (MACEDO et
al., 2010; MONTEIRO & VANNUCCHI, 2010).

2.2.4 Zinco

Zinco € um metal de transicdo de niumero atébmico 30 encontrado na natureza,
presente em ambientes naturais como na agua e no solo. Em 1869, a pesquisadora
Jules Raulin, comprovou sua existéncia também nos sistemas biologicos, através de
estudos do crescimento de Aspergillus niger. Em 1934, Todd e colaboradores
identificaram sua importancia na nutricdo animal através de pesquisas envolvendo
ratos de laboratério apresentando sintomas devido a deficiéncia do mineral (MARET,
2013).

O zinco é um dos nutrientes mais importantes no metabolismo humano e
presente em todos os tecidos, fluidos e secrecdes. A concentragao total de zinco no
corpo humano pode variar de 2 a 4 g, com uma concentracédo plasmatica de 12 a
16pum. Cerca de 80% estdo distribuidos em ossos, musculos, figado e pele. No
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sangue corresponde a menos de 0,5% do zinco corporal total, dos quais 80% est&o
presentes nos eritrécitos e 16% no plasma (GAMMOH & RINK, 2017).

Em adultos, as recomendactes diarias de ingestdo (RDA) do zinco sao de
11mg/dia para homens e 8 mg/dia para mulheres. Os valores 5 mg/dia e 10 mg/dia
sdo para criancas até 1 ano e acima de 10 anos, respectivamente (
COZZOLINO;COMINETTI, 2013; FERNANDES CRUZ & FREIRE SOARES, 2011).

As principais fontes alimentares de zinco sdo as carnes (bovinas, aves,
peixes), leite e seus derivados, frutos do mar, cereais de graos integrais, gérmen de
trigo, feijdes, nozes, améndoas, castanhas e semente de abobora (MAFRA &
COZZOLINO, 2004)

A absorcdo de zinco ocorre principalmente no intestino delgado, pelos
enterocitos. As proteinas carreadoras responsaveis pela homeostase intracelular de
zinco sdo reunidas em duas familias: Zrt- e Irt-likeprotein (ZIP) e a transportadora de
zinco (ZnT). As proteinas da familia ZIP s&o responséveis por captar e transportar o
zinco da borda em escova do enterécito para o citoplasma. As proteinas
transportadoras da familia ZnT zinco sdo responsaveis por carregar o elemento do
enterdécito para o figado através da circulacdo portal (KREBS, 2000). No sangue, o
zinco circula ligado principalmente a albumina. Depois de captado pelas células
hepéticas, o mineral é distribuido para diferentes érgaos e no figado, utilizado na
sintese de proteinas (WALKER et al., 2005).

A essencialidade do nutriente esta relacionada a sua participacdo no sistema
imunolégico, na divisdo celular, no desenvolvimento reprodutivo, no
restabelecimento da pele e ferimentos e na constituicio de mais de 300 enzimas
(COMINETTI & COZZOLINO, 2009). A importancia do zinco na modulacdo do
sistema imunoldgico frente as infecgcdes € conhecida mundialmente. Sabe-se que
este elemento participa como cofator em diversas reagdes do organismo, na
regulacdo génica dos linfécitos e resposta imune nédo especifica como neutrofilos e
células natural Killer (BRICKS, 1994; SHANKAR & PRASAD, 1998; RICHARD et al.,
2006). Em um estudo realizado em Campo Grande- MS com 29 pacientes do setor
pediatrico de um hospital universitario encontraram um numero expressivo de
criancas portadoras de leishmaniose visceral com deficiéncia de zinco ao final do
tratamento (20,6%) (CARBONE et al., 2018). O efeito da suplementa¢cdo com zinco
tem se mostrado benéfica em criancas com quadro de diarreia e infec¢des

respiratorias, reduzindo a morbi-mortalidade. No entanto, a avaliacdo deste
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micronutriente nas doencas infecto-parasitarias € escassa nos adultos (SHANKAR et
al., 2000; RICHARD et al., 2006). Sua deficiéncia tem sido relacionada com a
reducdo da atividade do horménio timico, alterando a defesa do hospedeiro
(SRINIVAS et al., 1988; FRAKER, 2005).

2.3 Alteracdes hormonais nas doencas infeciosas

Diversas doencas infecciosas e parasitarias podem afetar a funcéo tireoidiana
e provocar variadas manifestacfes clinicas. Entre 0s agentes patogénicos
responsaveis pela disfuncdo tireodéia estdo: Pneumocystis  jirovecii,
cytomegalovirus, Histoplasma  capsulatum, Mycobacterium  tuberculosis,
Cryptococcus neoformans, Microsporidia. O agente etiolégico da PCM
(Paracoccidioides brasiliensis) possui tropismo para varios 0rgaos, em particular as
glandulas endécrinas, como adrenal e tireoide (MORREALE DE ESCOBAR et al.,
1986; KIY et al., 1988; MATARAZZO et al., 1994; FUNDARO et al., 1998;
CHIARELLI et al., 1999).

As alteragbes hormonais comumente encontradas em pacientes com PCM
caracterizam a sindrome do doente eutiroideano, situacdo em que se reduzem os
niveis T3 e os niveis de TSH e T4 livre (L) permanecem em niveis normais ou baixos
(WARTOFSKY; BURMAN, 1982).

Para alguns pesquisadores, os distlrbios hormonais presentes em pacientes
portadores de DIPs podem ser agravados pela deficiéncia de nutrientes
antioxidantes, uma vez que a acdo hormonal esta diretamente associada com o
balanco oxidante/antioxidante intracelular. Os antioxidantes obtidos na dieta séo
indispensaveis para a defesa apropriada contra a oxidacdo possuindo um papel
importante na manutencdo da salde impedindo os efeitos prejudiciais dos radicais
livres, sendo o selénio e o zinco mencionados na literatura como 0s principais
agentes antioxidantes da tireoide (BARROSO et al., 2011).

2.4 O Papel dos minerais em doencgas infecciosas

Em humanos, bactérias, fungos e virus a concentracdo dos minerais
intracelular sédo importantes para funcionamento adequado das reacdes metabolicas,
especialmente, as reacdes enzimaticas (FAILLA, 2003; CHATURVEDI et al., 2004).
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A necessidade destes oligoelementos tanto para o hospedeiro como para o
parasito, emerge como um campo de batalha, em que ambos competem pelos
minerais podendo modificar a homeostase sérica dos oligoelementos durante o
curso da infeccado (SRINIVAS et al., 1988). Varios mecanismos sédo adotados pelos
patégenos para contornar a imunidade nutricional gerado pelo hospedeiro a fim de
limitar a aquisi¢do dos ions metalicos (WEISS & CARVER, 2017).

A redistribuicdo sérica dos oligoelementos provocadas pelas células de
defesa durante a infeccdo aguda ou doenca ainda ndo é bem estudada e é
geralmente avaliada apenas para ions metalicos isolados (BEISEL, 1976).

Sabe-se que o processo de envelhecimento pode alterar a producdo de
subpopulacdes celulares, nos padrbes de secrecdo de citocinas, na tolerancia
imunoldgica, entre outras funcdes por condi¢cdes nutricionais inadequadas, niveis
exagerados de estresse, doencas e outros fatores, 0s quais vao alterando a
anatomia e funcionalidade do sistema imunitario contribuindo com maior incidéncia
de doenca infecciosa (TONET & NOBREGA, 2008).

O conhecimento sobre as modulacbes de tais vias, hospedeiras e
patbgenas, pode contribuir para a criagdo de estratégias médicas que visam
controlar o acesso dos patdégenos aos metais e diminuir a sucetibilidade a infeccao
(WEISS & CARVER, 2017).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a dindmica das concentracdes plasmaticas de zinco, cobre, ferro, magnésio
e funcéo tiroideia em pacientes com paracoccidioidomicose antes e durante o

tratamento clinico.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o estado nutricional e 0 consumo alimentar dos pacientes antes e
durante o tratamento;

e Analisar a dindmica das concentracdes plasmaticas do zinco, ferro, cobre e
magnesio;

e Avaliar a funcéo tiroideia, T3 e T4L;

e Correlacionar as concentracdes plasmaticas dos elementos com as proteinas

séricas e 0s hormonios da tireoide.
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4. METODOLOGIA

4.1 Tipos de estudo

Trata-se de um estudo observacional, prospectivo envolvendo pacientes com
PCM no municipio de Campo Grande- MS no periodo de fevereiro de 2016 e marcgo
de 2017.

4.2 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com seres humanos
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (CEP — UFMS) sob numero
1.345.541. Todos os participantes assinaram um termo de consentimento livre e

esclarecido.

4.3 Local e periodo do estudo

O estudo foi realizado em pacientes admitidos ao Ambulatério de Micoses
Sistémicas da Unidade de Doencas Infecciosas e Parasitarias do Hospital
Universitario “Maria Aparecida Pedrossian” (UDIP-HUMAP) da Universidade Federal

de Mato Grosso do Sul.

4.4 Pacientes

4.4.1 Definicdo de caso

Foi considerado caso de PCM, pacientes com manifestacdes clinicas em cuja
secrecdo, fluido corporal ou material de lesdo for observada a presenca de
elementos fangicos sugestivos de Paracoccidioides spp em exame micolégico direto
ou exame histopatolégico, assim como seu isolamento em cultivo de qualquer

material biolégico.
4.4.2 Critérios de incluséo e excluséao
Foram convidados a participar do estudo todos os pacientes sem tratamento

para PCM atendidos no local e periodo do estudo e foram alocados o0s casos que

atendiam aos critérios definidos a seguir.
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Critérios de inclusédo: ter idade menor que 60 anos, pela imunossupressao ser
mais comum na faixa etaria dos idosos, de qualquer sexo, ter PCM (forma crénica ou
aguda) em atividade e sem qualquer tratamento antes da admiss&o ao servico.

Critérios de exclusdo: ter como comorbidade, outra doenca de origem
neoplasica, inflamatéria ou cronica, exceto DPOC, e, ndo estar em uso de

medicamentos imunossupressores.

4.4.3 Dados demograficos e clinicos

Foi utilizado um formulario elaborado para o estudo, com dados
demograficos, clinicos e avaliacdo nutricional. Os dados foram registrados pelo
mesmo pesquisador durante a admisséo e ao longo do tratamento do paciente no
Servico.

Sexo, idade e cidade de procedéncia foram os dados demograficos coletados
para o estudo. O consumo alimentar foi registrado pelo método recordatério de 24
horas. As tabelas Pinheiro et al (2008) e Philippi (2016) foram utilizadas para
quantificar o consumo dos nutrientes e energia. Considerou-se a Recommended
Dietary Allowance (RDA), Estimated Average Requirement (EAR) ou Adequate
Intake (Al) como valores de referencia (PADOVANI, 2006). Valores de cobre néo
foram apresentados nas duas tabelas de composicao de alimentos.

Os dados clinicos avaliados foram peso antes de adoecer, peso na admissao
e no seguimento, estatura, indice de massa corporal (IMC), forma clinica, gravidade,
orgdos ou sistema comprometidos e antifungico usado.

Foram adotados valores normais de IMC de 18,5 a 24,9 Kg/m? (OMS, 1995).

A gravidade e forma clinica da doenca foram classificadas segundo os
critérios de Mendes et al. colaboradores (2017) (tabela, 1).

Os pacientes foram tratados com itraconazol ou com a associacao
sulfametoxazol — trimetoprim, também denominada cotrimoxazol (CMX), seguindo as
recomendacdes do Consenso Brasileiro de Paracoccidioidomicose (SHIKANAI-
YASUDA et al., 2006). O itraconazol (ITC) foi introduzido no final da década de 1980
e mostrou-se 100 vezes mais ativo in vitro contra P. brasiliensis que o ketoconazole
(BORGERS & VAN DE VEM, 1987; MENDES et al., 2017). A eficacia da
combinagao trimetoprim-sulfametoxazol (cotrimoxazol, CMX) foi demonstrada por
Barbosa e Vasconcelos, em 1973 e, tornou-se amplamente utilizada no tratamento
da PCM.
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Tabela 1. Classificagédo clinica da paracoccidioidomicose

Forma clinica Gravidade
1. Infecg&o paracoccidioidica

2. Paracoccidioidomicose (doenca)

2.1 Aguda/subaguda (Juvenil) Moderada
Grave

2.2 Crodnica (do adulto) Leve
Moderada

Grave

3. Residual ou sequelas -
Fonte: Mendes et al., 2017

4.5 Desenho do estudo

Os pacientes foram submetidos a avaliagdo de niveis séricos ou plasmaticos
de cobre, zinco, ferro, magnésio, hemoglobina, ferritina, albumina, globulinas, TSH,
T4 L e T3 na admissao do paciente, e no primeiro, segundo, quarto e sexto més de
tratamento conforme os trabalhos anteriores de Tuberculose, nos quais as
mudancas nos niveis séricos dos minerais foram observadas entre a terceira
semana, segundo e sexto més de tratamento (KOCYIGIT, 1998; CIFTCI et al., 2003;
POURFALLAH et al.,, 2011). Este grupo de pacientes foi dividido em dois sub-
grupos: 13 pacientes com a forma crénica (PCM-FC) e 1 paciente com a forma
aguda-subaguda (PCM-FAS) (MENDES et al., 2017).

O grupo controle foi constituido por 10 individuos saudaveis admitidos no
hospital universitario, sem histéria prévia das doencas acima citadas, também do
sexo masculino, procedentes do mesmo Estado de residéncia dos pacientes. Eles
foram submetidos a avaliacdo dos niveis séricos ou plasmaticos dos elementos
acima citados em apenas um momento e aos testes sorologicos para doencas
infecciosas, tais como, HIV, HBV, HCV.

4.6 Coletas de sangue

As amostras de sangue dos grupos para as dosagens seéricas de cobre e
zinco foram obtidas pela puncdo venosa em tubos de polipropileno a vacuo,
siliconizado, com tampa de borracha, sem anticoagulante e proprio para coleta de

metais.



37

As amostras de sangue para 0s exames laboratoriais: ferro, magnésio,
albumina e globulinas, PCR, T3, T4 livre e TSH foram também obtidas pela puncéo

venosa em tubos de coleta a vacuo para sorologia com gel separador.

Para o hemograma (dosagem de hemoglobina) as amostras de sangue

foram obtidas pela puncéo venosa utilizando frasco a vacuo com EDTA.

As amostras de sangue para sorologia e hemograma foram encaminhadas
para o laboratério de analises clinicas do hospital universitario e foram mantidas
sob-refrigerac@o (2 e 8°C) até 48 horas. Para a quantificacdo de cobre e zinco
sérico as amostras foram encaminhadas para o laboratério de metabolismo de
mineral da UFMS e congeladas em um ultrafreezer -70°C para posterior

determinacédo dos elementos.

4.6.1 Cobre e zinco.

Cobre e zinco foram analisados no Laboratério de Metabolismo de Mineral da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. Para as quantificacdes, as amostras
foram submetidas previamente a digestdo em um forno de microondas, para eliminar
a matéria organica. Aliquotas de 0,5 mL foram digeridas usando 1,00 mL de HNO3
(65% Sigma-Aldrich), 1,00 mL de H20 (18 MQ cm, Milli-Q®, Millipore) e 0,50 mL de
H202 (30% m m-1 Merck) em microondas forno (Speedwave® four, Berghof
Germany), equipado com rotor de 12 posicdes. As amostras foram digeridas a 200 °
C por 40 min (ULBRECHT et al. 2019).

Os elementos foram dosados usando um espectrémetro de emisséo 6ptica de
plasma indutivamente acoplado (ICP OES Thermo Scientific iCAP 6300). Todas as
determinacdes de Cu e Zn pelo ICP OES foram realizadas com vista de observacéo
axial do plasma, com poténcia de radiofrequéncia de 1250 W, fluxo de amostra 0,45
L min™, fluxo de gas de plasma 12 L min™, tempo de integracdo 15 s, tempo de
estabilizacdo 20 s e pressao de nebulizacao 20 psi. O método de calibracao externa
foi monitorado a 324,7 nm para cobre e 213,9 nm para leitura de zinco.

As curvas de calibracdo apresentaram coeficiente linear de 0,9999 e os
limites de deteccao e quantificacdo foram respectivamente 0,0003 e 0,0008 para Cu
e 0,0001 e 0,0004mgL™ para Zn.
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Os valores considerados normais pelo fabricante foram de 0,8 a 1,2 mg/L

para o cobre e 0,7 a 1,2 mg/L para o zinco (tabela 2).

4.6.2 Ferro, magnésio, albumina e globulinas.

Os elementos ferro e magnésio, bem como as proteinas albumina e

globulinas foram dosados no soro pelo método colorimétrico.

Os valores considerados normais pelo fabricante foram: ferro de 61 a 157
mcg/dL, magnésio de 1,27 a 2,6 mg/dL, albumina de 3,5 a 5,5¢g/dL e globulinas de
1,8 a 4,4 g/dL (tabela 2).

4.6.3 Proteina C reativa (PCR).

Os niveis séricos de PCR de alta sensibilidade foram medidos pelo método
imunoturbidimétrico. Os valores considerados normais pelo fabricante foram de 0 até
5,0mg/L (tabela 2).

4.6.4 Hemoglobina.

A concentracdo sanguinea de hemoglobina foi avaliada pelo equipamento de
contagem de células automatizada Sysmex XE2100 e medidos em unidades. Os

valores considerados normais pelo fabricante foram de 13,5 a 17g/dL (tabela 2).

46573, T4 livre e TSH

As determinacfes das concentracdes séricas de T3, T4 livre e TSH foram

realizadas por método de eletroguimioluminescéncia.

Segundo o fabricante, os valores normais de TSH estdo entre 0,27 e 4,2
ng/mL, para T4 livre de 0,93 a 1,7 ng/mL e para T3 0,8 a 2,0 ng/mL (tabela 2).



Tabela 2. Valores de referéncia dos minerais e fun¢édo da tireoide (T3 e T4 Livre).

Minerais valores de referéncia

Cobre

Zinco

Ferro

Ferritina

Magnésio

Albumina

Globulinas

PCR

Hemoglobina

TSH

T4 livre

T3

0,8a1,2mg/L
0,7a1,2mg/L

61 a 157mcg /dL

30 a 400ng /mL

1,27 a 2,6mg/dL

3,5a5,5g/dL

1,8 a 4,4g/dL

0 até 5,0mg/L

13,5a 17g/dL

0,27 e 4,2ng/mL

0,93 a 1,7ng/mL

0,8 a 2,0ng/mL

4.7 Andlise estatistica

A comparacédo de variaveis categoricas entre grupos foi feita pelo teste exato
de Fisher, e entre proporcbes em um grupo o0 teste de comparacdo entre
propor¢cdes. Para comparar médias de variaveis numéricas dos diferentes momentos
dos pacientes foi usada a andlise de medidas repetidas, para comparar mediana de
variaveis numéricas dos diferentes momentos dos pacientes foi usado o teste de
Friedman. Para comparar a mediana entre grupo controle e o grupo com PCM o
teste aplicado foi de Mann Whitney. As correlacdes entre variaveis foram analisadas

pelo teste de correlacdo de Pearson. Um valor de p menor ou igual a 0,05 foi

utilizado para definir diferengas estatisticas.

Para a realizacéo dos testes estatisticos utilizou-se o programa SPSS.
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5. RESULTADOS

Como mostrado na figura 5, dezoito casos novos de PCM foram admitidos no
Servigo entre fevereiro de 2016 e margo de 2017.

Figura 5. Diagrama de fluxo da selec&o dos participantes e do desenho do estudo.

Novos casos
de PCM
atendidos no
periodo

n=18

Na&o incluidos:
com 60 anos | |

ou mais
n=3
com critérios
de inclusao
n=15
| |
excluido
AIDS
_ Pacientes no —
n=1 estudo Indlv@uqs
~ saudaveis
n=14 grupo controle
n=10
PCM-FC n=13
PCM-FAS n=1
] Uma avaliacdo
Avaliac6es nos
momentos:

pré-tretamento, 1°
més, 2° més, 4°més,
6° més

PCM-FC: forma crénica da PCM; PCM-FAS: forma aguda-subaguda da PCM

5.1 Dados demogréaficos e clinicos dos participantes

As carateristicas demograficas e clinicas dos participantes estédo
representadas na tabela 3. Os grupos PCM e controle ndo diferiram quanto a faixa
etaria e sexo, mas sim quanto ao municipio de procedéncia, como revela a tabela 3.

A admissdo, 71,4 % dos pacientes referiram emagrecimento maior do que 10% de
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seu peso corporal (tabela 3). A maioria dos doentes tinha a forma cronica de

gravidade moderada, com acometimento de pulmdes e vias aero-digestivas

superiores (tabela 3).

Tabela 3- Caracteristicas demograficas e clinicas de 14 pacientes com paracoccidioidomicose (grupo
PCM) e de 10 controles saudaveis (grupo controle)

Caracteristicas Grupo PCM Grupo Controle p- valor
n=14 n=10
n (%) ou Md (IQR) n (%) ou Md (IQR)
Idade (anos) 49,0 (48-56) 42,5(31-53) 0,308*
Sexo masculino 14 (100) 10 (100) 1,00*
Procedéncia 0,02*
Campo Grande 7 (50,0) 10 (100)
Outros 7 (50,0) 0 (0)
IMC & admisséo 21,0 (19,0-23,0) 27,5 (22,1-28,3) 0,001*
Perda de peso de mais do que 10 (71,4)
10% (antes do tratamento-
admissao)
Reduc¢éo do peso entre o inicio 14 (11-19)
dos sintomas e a admissao (%)
Forma clinica/gravidade
Cronica leve 2 (14,3)
Crbnica moderada 8 (57,1)
Crdnica grave 3(21,4)
Aguda/Subaguda grave 1.(7,2)
Orgéos acometidos”
Pulmoes 12 (85,7)
VADS 11 (78,6)
Pele 8 (57,1)
Linfonodos 5 (35,7)
Adrenais 3(21,4)
Sistema Nervoso Central 1(7,1)
Antifungico p>0,05**
Itraconazol 9 (64,3)
CMX 5(35,7) .

IQR- intervalo interquartil, IMC- indice de massa corpo6rea, VADS- vias aerodigestivas superiores,

CMX- Cotrimoxazol.

* Mann Whitney U test na comparagédo das variaveis numéricas e Fisher para comparacgéo das

variaveis categoricas.

’ Comparacao entre propor¢des dos compostos antifungicos utilizados.

* Um paciente podia apresentar mais de um 6rgdo acometido.
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Neste estudo, houve a preocupacéo de analisar o valor nutricional das dietas
a partir de uma andlise quantitativa da alimentacdo, em relacdo a energia e alguns
nutrientes como proteinas, carboidratos, lipideos, fibras além dos minerais
investigados neste estudo, cobre, ferro, magnésio e zinco (Tabela 4). Nao foi
observada diferenga estatisticamente significante quanto a ingestdo de nutrientes
em relacdo ao grupo controle. Frente as recomendacdes, tanto 0s pacientes quanto
0 grupo controle apresentaram consumo de magnésio, cobre, zinco e fibras inferior a

ingestao recomendada.

Tabela 4- Ingestdo media de energia, carboidratos proteinas, gorduras totais, fibras totais, ferro,
magnésio e zinco em pacientes de 14 pacientes com paracoccidioidomicose e 10 controle saudaveis
na admisséo

Grupo PCM Grupo controle
N=14 N=10

Variaveis Md (IQR) Md (IQR) VR p- valor
Energia (Kcal) 1632,33 (681,18) 1888,47 (775,49) ND  0,208*
Carboidratos (g) 208,59 (134,46) 230,02 (126,45) 130 0,395*
Proteinas (g) 74,30 (38,52) 91,72 (34,20) 56 0,495*
Gorduras totais (g) 58,18 (29,30) 64,19 (27,83) ND  0,136*
Fibras totais (g) 13,05 (15,89) 15,54 (8,57) 38 0,93*
Cobre (mg) 0,67 (1,04) 0,57 (0,44) 0.9 0,75*
Ferro (mg) 15,11 (9,49) 15,07 (7,19) 8 0704
Magnésio (mg) 192,41 (146,09) 195,02 (106,07) 420 0,748*
Zinco (mg) 9,13 (9,47) 9,98 (7,06) 11 0,841*

IQR- intervalo interquartil
* Mann Whitney U test na comparagédo das variaveis numéricas

5. 2 Concentracdo das proteinas inflamatdrias, hemoglobina e dos elementos
tracos e TSH, T3 e T4 livre em pacientes com paracoccidioidomicose e grupo
controle na admisséo

O grupo de pacientes com PCM apresentou, antes do tratamento, niveis mais
elevados de cobre, PCR e globulinas; e niveis mais baixos de ferro, hemoglobina e
albumina que o grupo controle. Os niveis médios de zinco foram baixos em ambos

0s grupos (tabela 5).
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Tabela 5- Niveis séricos de minerais (Ferro, Magnésio, Zinco e Cobre), proteinas séricas
(hemoglobina, ferritina, albumina e globulina) e horménios tireocideanos (Hormonio estimulador da
tireoide-TSH, triodotironina-T3 e tiroxina -T4 livre) de 14 pacientes com paracoccidioidomicose (grupo
PCM) a admisséo e 10 individuos saudaveis (grupo controle).

Grupo Controle (n=10) Valor de

Grupo PCM (n=14) Média (DP) ou median  referéncia

Variaveis Média (DP) ou median [IQR] (IQR] p-Valor
Magnésio (mg/dL) 1,87 (0,32) 2,09 (0,12) 1,27-2,6 0,07
Zinco (mg/L) 0,24 (0,32) 0,55 (0,38) 0,7-1,2 0,20
Cobre (mg/L) 1,16 (0,40) 0,58 (0,17) 0,8-1,2 <0,001
Ferro (mcg/dL) 52,3 (25,97) 116,29 (34,08) 61-157 <0,001
Hemoglobina (g/dL) 13,16 (2,80) 15,84 (0,73) 13,5-17 0,01
Ferritina (ng/mL) 511,88 (357,43) 264,08 (183,93) 30-400 0,09
Albumina (g/dL) 3,98 (0,80) 4,74 (0,15) 3,5-5,5 0,01
Globulina (g/dL) 3,56 (0,66) 2,58 (0,88) 1,8-44 0,007
PCR (mg/L) 40,59[12,5-64,8] 0,97[0,76-2,39] 0,0-5,0 <0,001*
TSH (ng/mL) 2,69 (1,85) 2,23(1,58) 0,27-4,2 0,54
T4 livre (ng/mL) 1,23 (0,22) 1,31 (0,27) 0,93-1,7 0,46
T3 (ng/mL) 1,12 (0,31) 1,32 (0,18) 0,8-2,0 0,13

Teste de t de student para comparacdo de médias e teste de Mann-Whitney* para comparacéo de
medianas.

5. 3 Concentracdo das proteinas inflamatorias, hemoglobina e dos elementos
tracos e TSH, T3 e T4 livre em pacientes com paracoccidioidomicose na
admissao e durante o tratamento.

Foi possivel demonstrar alteracdes durante o tratamento de algumas variaveis
estudadas (tabela 6). Observou-se elevacdo do IMC no primeiro e segundo més,
mantendo-se entdo, estavel ao longo do tratamento. A albumina se elevou no
primeiro més e manteve-se estavel. Ferritina e PCR reduziram ja no primeiro més de
tratamento, enquanto nota-se reducdo das globulinas apds o segundo més (tabela
6).

Dos oligoelementos, o unico que sofreu alteracdo durante os primeiros 6
meses de tratamento foi o ferro, que apds um més elevou-se, alcancando niveis
médios normais. Magnésio, zinco e cobre permaneceram sem alteracdes
significativas no transcorrer dos primeiros 6 meses de tratamento (tabela 6).

Os niveis médios de TSH, T4livre e T3 estavam normais a admisséao e nao se

modificaram significativamente com o tratamento (tabela 6). A admiss&o, um dos 14
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pacientes apresentava niveis baixos T3 com TSH alto, que era o paciente com forma

aguda-subaguda grave.

Tabela 6- Niveis séricos de minerais (Ferro, Magnésio, Zinco e Cobre), proteinas séricas (hemoglobina, ferritina, albumina
e globulina) e horménios tireoideanos (Horménio estimulador da tireoide-TSH, triodotironina-T3 e tiroxina -T4 livre) e do
indice de massa corpoérea (IMC) de 14 pacientes com paracoccidioidomicose (grupo PCM) na admissao e durante o

tratamento.
Acompanhamento
Variaveis Média (DP) ou Mediana [IRQ]
Admissao 1°més 2°més 4° més 6° més V.R P
Magnésio 1,87 (0,32) 2,33(1,24) 1,91 (0,28) 1,99 (0,24) 2,00 (0,19) 1,27-2,6 0,30
(mg/dL)
Zinco (mg/L) 0,31 (0,33) 0,75 (0,37) 0,64 (0,29) 0,69 (0,33) 0,61(0,32) 0,7-1,2 0,09
Cobre (mg/L) 1,16 (0,40) 0,99 (0,21) 0,96 (0,27) 0,92 (0,20) 0,85(0,23) 0,8-1,2 0,08
Ferro (mcg/dL) 52,3 (26,0)% 80,2 (23,4)" 92,3 (28,0)° 85,1 (22,5)" 82,5(21,5° 61-157 <0,001
Hemoglob (g/dL) 13,2 (3,1) 13,8 (1,8)® 14,4 (1,6)™ 15,0 (1,6)° 15,2 (1,6)° 13,517 <0,001
Ferritina (ng/mL) ~ 511,9 (357,4)* 391,3 (275,5)° 313,5(236,4) 309,6(247,3) 279,3(165,4)° 30-400 <0,001
Albumina (g/dL) 4,0 (0,8)° 4,3 (0,4)° 4,4 (0,2)° 4,6 (0,3)° 4,5 (0,4)"° 3,555 0,01
Globulinas (g/dL) 3,6 (0,7)? 3,3(0,6)* 3,2(0,5)° 2,7 (0,5)° 2,7 (0,4)° 1,8-4,4 <0,001
PCR (mg/L) 40,1[8,6-58,4]* 4,8[3,7-10,8]° 5,1[2,4-8,0° 3,2[1,4-6,2]° 2,7[1,2-6,1]° 0,0-50 0,02
IMC (kg/m? 21,2 (3,7) 22,1 (3,6)" 23,0 (4,0)° 22,9(3,9)° 22,6 (3,8)° 18,5-  <0,001
24,9
TSH (ng/mL) 2,7 (1,9) 2,3(1,2) 3,0 (2,0) 3,2 (2,0) 2,4 (1,1) 0,27-42 0,66
T4 livre (ng/mL) 1,2 (0,2) 1,1 (0,2) 1,1 (0,2) 1,1 (0,2) 1,2 (0,2) 0,93-1,7 0,24
T3 (ng/mL) 1,1 (0,3) 1,5 (0,8) 1,2 (0,1) 1,2 (0,3) 1,7 (1,3) 0,8-20 0,25

Valores seguidos da mesma letra ndo diferem
apresentam diferencgas significativas (p< 0,05) A letra

entre si (p>0,05) e valores seguidos de letras diferentes

@0

a” sinaliza o valor menor.

Valor de p foram determinados por andlise de medidas repetidas, exceto na variavel PCR a qual usou-se teste

de Friedman™

V.R- Valor de referéncia
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Entre os pacientes, a unica correlacdo observada foi entre os niveis séricos

ou plasmaticos de cobre e magnésio que se revelou direta. No grupo controle,

observaram-se correlacfes diretas entre os niveis de magnésio e T3, Cobre e Zinco,

e tendéncia a correlacdo direta entre IMC e T4L (p=0,058), como revela a tabela 7.

Tabela 7. Correlacdo entre niveis séricos de minerais (Ferro, Magnésio, Zinco e Cobre), proteinas
séricas (hemoglobina, ferritina, albumina e globulina), horménios tireoideanos (Hormdnio estimulador
da tireoide-TSH, triodotironina-T3 e tiroxina -T4 livre) e indice de massa corpérea (IMC) em 14
pacientes com paracoccidioidomicose (grupo PCM) a admissao (A) e em 10 individuos saudaveis
(grupo controle) (B).

A Grupo PCM
IMC TSH T4L T3 Cu Zn Mg Fe
(kg/m?) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (mg/L) (mg/L) (mg/dL) (mcg/dL)
TSH R -0,365
P 0,200
T4L R 0,272 -0,219
P 0,347 0,452
T3 R 0,388 -0,372 0,029
P 0,212 0,234 0,928
Cu R -0,266 0,327 0,474 0,064
P 0,358 0,254 0,087 0,843
Zn R -0,008 0,088 0,288 -0,065 0,348
P 0,978 0,765 0,318 0,841 0,223
Mg R 0,031 0,180 0,435 0,347 0,735 0,403
P 0,916 0,538 0,120 0,270 0,003 0,153
Fe R -0,253 -0,186 0,223 0,373 -0,100 0,111 0,180
P 0,384 0,523 0,443 0,232 0,735 0,705 0,538
PCR R -0,457 0,240 0,070 -0,498 0,374 0,106 0,289 -0,411
P 0,135 0,452 0,828 0,119 0,231 0,743 0,363 0,184
B Grupo Controle
IMC TSH T4L T3 Cu Zn Mg Fe
(kg/mz) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (mg/L) (mg/L) (mg/dL) (mcg/dL)
TSH R 0,440
P 0,236
T4L R -0,651 -0,499
P 0,058 0,171
T3 R 0,497 0,089 0,208
P 0,256 0,850 0,655
Cu R 0,060 -0,253 0,234 0,635
P 0,869 0,511 0,545 0,126
Zn R -0,514 -0,065 0,549 0,524 0,621
P 0,128 0,868 0,125 0,228 0,055
Mg R -0,150 0,074 0,231 0,748 0,002 0,838
P 0,679 0,850 0,551 0,050 0,007 0,002
Fe R 0,177 0,528 0,082 -0,100 -0,023 0,073 -0,087
P 0,625 0,144 0,834 0,832 0,950 0,842 0,811
PCR R 0,045 -0,261 -0,519 -0,275 0,130 -0,133 -0,163 0,117
P 0,924 0,571 0,233 0,551 0,781 0,777 0,727 0,802
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6. DISCUSSAO

O estado nutricional € um dos principais moduladores da resposta imune e
tanto a deficiéncia de macronutrientes como de micronutrientes pode contribuir para
uma resposta ineficaz do hospedeiro (WERNECK et al., 2011). O presente estudo
revelou melhora significativa do estado nutricional com a instituicdo do tratamento.
Embora o IMC dos pacientes a admissdo pudesse ser considerado normal, 71,4%
deles apresentaram emagrecimento de mais de 10% do peso corpéreo, que pode
estar associado a acdo de hormonios, citocinas que diminuem o apetite e ao
catabolismo elevado observado no estado infeccioso. Emagrecimento superior a
10% do peso corporeo habitual constitui um dos critérios para considerar grave a
PCM (MENDES et al.,, 2017). A avaliagdo do consumo alimentar revelou ingesta
adequada de macronutrientes, porém uma ingesta insuficiente dos minerais zinco e
magnésio. Uma reposicdo de nutrientes a dieta pode contribuir para a restauracao
da funcao imune e, desta forma, com a resisténcia a infec¢do paracoccidibidica.

Baixos niveis de albumina e elevados niveis de globulinas séo relatados em
estudos envolvendo pacientes com PCM (FIORILLO et al., 1972; HILDEBRAND et
al., 1987). Marquez et al. (2009) analisando as proteinas séricas de 30 pacientes
com PCM crbonica e 12 pacientes com a forma aguda encontraram altas
concentracbes de globulinas em ambos os grupos. O presente estudo revelou
valores altos de globulinas nos pacientes no momento da admissdo que diminuiram
progressivamente apdés o inicio do tratamento até o quarto més, confirmando
estudos prévios (SANTOS NOGUEIRA et al., 2006; MARQUEZ et al., 2009). Niveis
mais baixos de albumina também foram identificados nos pacientes a admisséo, e
se observou aumento no primeiro més de tratamento. A reducdo da albumina sérica
pode ser explicada pelo consumo causado pelo estado infeccioso e pelos desvios da
linha metabdlica, para incrementar a producdo de outras proteinas durante o
processo inflamatério (RESTREPO et al., 1978; SANTOS NOGUEIRA et al., 2006).

Mudancas nas concentracbes plasméticas da proteina C-reativa sao
comumente relatadas nas doengas infecciosas, especialmente na vigéncia de
atividade inflamatoria, sendo considerada um marcador de inflamacédo (SPROSTON
& ASHWORTH, 2018). No presente estudo, os niveis de PCR revelaram-se
elevados, achado semelhante ao de outros estudos realizados na Coreia e no Brasil,
em pacientes com tuberculose (MORAES et al., 2014; CHOI et al., 2015). Estudos
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em pacientes com tuberculose demonstraram que a PCR pode ndo s6 ajudar no
diagnéstico de TB como tambem ser um marcador de persisténcia de baciloscopia
positiva apos um més de tratamento (CHOI et al., 2015). No entanto, o tratamento
da PCM é mais prologando que o da tuberculose, o que poderia explicar a
persisténcia de altos niveis de PCR mesmo apos seis meses de tratamento. Essas
observacdes indicam a presenca de atividade inflamatdria nos pacientes do estudo,
e se constitui numa variavel que pode ser atil no controle de cura (MENDES et al.,
2017).

De modo geral, a deficiéncia de micronutrientes suprime as funcdes da
resposta imune por afetar a imunidade inata do hospedeiro, bem como desregular a
polarizacdo das respostas imunes adaptativas mediada por células T e a imunidade
humoral (WINTERGERST et al.,, 2007). Em doencas cronicas infecciosas, como a
leishmaniose tegumentar americana, observa-se que cobre, ferro, zinco e selénio
participam de diversas etapas da proliferacdo e maturacao de fagocitos, assim como
na capacidade citotoxica dos mesmos e na inducdo da resposta imune tipo Thl,
importante na protecdo do hospedeiro (KOCYIGIT et al.,, 1998; ERICKSON et al.,
2000). Alem disso, estudos realizados em tuberculose, as concentragfes séricas dos
elementos tracos podem sofrer mudancgas no organismo, que sao influenciadas pela
dieta e fisiologia do hospedeiro ou do patégeno (CIFTCI et al. 2003; CHOI et al.,
2015).

Por outro lado, a semelhanca do nosso estudo, elevados niveis séricos de
cobre tem sido detectados durante a fase inicial de outras doencas infecciosas
cronicas em relacdo ao grupo controle (CIFTCI et al.; KOCYIGIT et al., 1998). Os
ions de cobre séo cruciais para o controle de bactérias intracelulares por otimizar o
ataque oxidativo ao M. tuberculosis dentro dos fagolisosomos macrofagicos
(LIBARDO et al., 2018). Assim, os niveis elevados poderiam indicar uma tentativa de
controle da infeccdo paracoccidididica. No entanto, esses ions também tém sido
implicados na ativacdo candnica do inflamassoma NRLP3 e consequente producéo
da citocina proé-inflamatéria IL-13 (DEIGENDESCH et al., 2018). Elevada producéo
de peroxido de hidrogénio e IL-1B por fagdécitos mononucleares e aumento na
expressdo de NRLP3 tém sido observados em pacientes com a forma crénica da
PCM antes do inicio do tratamento antifungico (CALVI et al., 2003; VENTURINI et
al., 2014). Assim, observa-se um deslista de abreviagbes como fazerbalango na

resposta inflamatéria dos pacientes com PCM, em que prevalece um perfil
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inflamatoério mais deletério que protetor, com o cobre exercendo um importante papel
nesse processo.

Nesse estudo nédo foi observada diferenca dos niveis plasmaticos de zinco
entre pacientes com PCM a admissdo e os controles, ambos os grupos tinham
valores baixos de zinco, mas observa-se uma tendéncia de aumento durante o
tratamento. O consumo de zinco nas dietas brasileiras é limitrofe para a grande
maioria dos individuos e baixa para determinados grupos, como idosos e criancas
(COZZOLINO, 2007; FIETZ, 2007). Neste estudo, a avaliacdo do consumo alimentar
mostrou baixa ingesta de deste mineral em ambos os grupos. Portanto niveis baixos
de zinco encontrados nos controles deste estudo pode ser relacionado a ingesta
inadequada do micronutriente. Estudos realizados em pacientes com tuberculose
pulmonar (POURFALLAH et al.,, 2011) e leishmaniose visceral (LAL et al., 2013)
revelaram baixos niveis de zinco na fase ativa dessas doencas.

Durante as fases iniciais da infeccdo, observa-se que mecanismos da
imunidade inata, incluindo quimiotaxia de neutréfilos, fagocitose e burst oxidativo,
estdo comprometidos quando ha deficiéncia de zinco (GAMMOH & RINK, 2017). A
presenca do zinco no interior dos fagocitos promove 0 aumento da expressao dos
receptores intracelulares PKA (proteina quinase A) e PPAR-a (peroxisome
proliferator-activated receptor a), que sdo moduladores envolvidos em diversos
processos celulares, incluindo a inflamag¢do. O aumento desses receptores inibe a
expressdo do fator de transcricdo NF-kB, envolvido na producdo de citocinas
inflamatorias (BRIEGER et al., 2013). Consequentemente, quando ha deficiéncia
de zinco, observa-se aumento na producdo das citocinas proé-inflamatérias TNF-q,
IL-6, IL-1B e MCP-1 (JAROSZ et al, 2017). Considerando-se que o0
comprometimento do funcional dos fagocitos e a presenca marcante de inflamacgéao
sistémica sdo caracteristicas observadas em doencas infecciosas granulomatosas
cronicas, € possivel que a deficiéncia de zinco possa contribuir com a cronicidade
dessas doencas infecciosas, incluindo a PCM.

O zinco também tem sido relacionado diretamente a morte de patdégenos
intracelulares. Macréfagos infectados por Histoplama capsulatum privam o fungo do
zinco por diminuirem a quantidade desse micronutriente no interior do fagolissoma
através do sequestro do zinco pelo complexo de Golgi (VIGNESH et al., 2013). Por
outro lado, o Mycobacterium tuberculosis € morto pelo excesso de zinco e cobre no

interior de macrofagos (BOTELLA et al.,, 2012). Curcio et al (2017) avaliaram a
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regulacdo de zinco em proteinas de membrana de P. lutzii, observando que a
privacdo de zinco pode elevar o estresse celular e diminuir a captagdo de glicose
para obtencdo de energia para este patdégeno. Logo, essas mudancas repercutem
na formacéo da parede celular, interferindo no sucesso da infec¢cdo. Desta forma, 0s
autores sugerem que o uso de quelantes de zinco poderia, inclusive, contribuir para
o0 tratamento.

Os niveis de ferro sérico nos pacientes deste estudo foram menores que 0s
do grupo controle. O ferro € um nutriente onipresente nas ceélulas vivas. Assim como
0s humanos, as plantas e os animais, 0s microorganismos, tais como, os fungos e
as bactérias, requerem este mineral em quantidades substanciais para se multiplicar
no hospedeiro. A necessidade deste nutriente tanto para o ser humano como para o
patdogeno, emerge como um campo de batalha no qual os sistemas de importacéo
de ferro dos microrganismos s&o colocados contra os sistemas de sua retirada e
sequestro pelos macrofagos, em que ambos competem pelo ferro na interface
“parasito-hospedeiro” (BRICKS, 1994; MALAFAIA, 2008). Um dos principais
mecanismos de retirada de ferro no organismo € aumentar 0s niveis de
ceruloplasmina para oxidar o ferro e facilitar seu transporte, pela ferritina, para os
diferentes tecidos criando um ambiente escasso em ferro, a fim de impedir o
crescimento e expansdo do patégeno. Para captacao de ferro pelo microorganismo,
0S mecanismos sdo a importacdo de metal, aquisicdo de proteinas hospedeiras e
remocado de metais de locais extracelulares por sideréforos, sendo, este Ultimo
considerado a principal rota pela qual a maioria dos patégenos pode abstrair ferro do
hospedeiro (BAILAO et al., 2015; FANG et al., 2015; WEISS;CARVER, 2017). Todos
esses mecanismos podem ser potencializados quando o patégeno se encontra em
uma privacdo de ferro para o seu crescimento (RATLEDGE, 2007). No presente
trabalho os niveis de cobre foram mais elevados no grupo PCM que os do grupo
controle, achado que pode estar relacionado a maior producédo de ceruloplasmina,
impedindo o aproveitamento de ferro pelo parasita. Além disso, os valores de
ferritina estavam também aumentados antes do tratamento. Pacientes com doencgas
infecciosas cronicas podem apresentar disturbio da reutilizacdo de ferro que se
mantém sob a forma de depdsitos. Este bloqueio € causado pelo aumento de IL-1
produzido por células de defesa, como neutréfilos e macréfagos. Essa entidade
clinica pode ser definida como Anemia de Doencga Cronica (ACD) (CASH & SEARS,
1989).
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O magnésio participa de varias funcdes bioldgicas, atuando como cofator para
mais de cem reacdes enzimaticas e na regulacdo da resposta imunologica do
hospedeiro (MACEDO et al., 2010). Niveis normais de magnésio foram identificados
nos pacientes deste estudo. O aumento de magnésio ocorre quando existe reducéo
dos niveis plasmaticos de zinco em pacientes com as fases aguda e cronica da
leishmaniose (DEIGENDESCH et al.,, 2018). No entanto, esses achados nédo se
confirmaram no presente estudo, em pacientes com PCM crénica. Em nosso estudo,
observamos uma tendéncia de aumento de zinco durante o tratamento, mas a
admissao estes valores n&o diferiram do grupo controle. Uma correlagéo positiva foi
observada entre niveis de cobre e magnésio dos pacientes do estudo. Ambos 0s
micronutrientes atuam na maturacdo dos tecidos e células linfoides e na diminuicéao
do oxido nitrico (NO) dos macréfagos responséaveis pela liberacédo de radicais livres
no organismo. Ha controvérsias acerca dos beneficios do magnésio em relacao a
sua acdao frente aos macrofagos, pois para alguns autores, os efeitos do magnésio
sobre o oxido nitrico pode prejudicar a atividade microbicida. Murray et al. (1999)
identificaram o éxido nitrico como um agente leishmanicida. A diminui¢do de zinco e
o0 aumento do nivel de magnésio em pacientes com leishmaniose parecem aumentar
a suscetibilidade da infec¢do (LAL et al., 2013).

Os niveis de PCR podem provocar mudancas no comportamento dos
micronutrientes (TOMKINS, 2003). Altas concentracdes de PCR sdo normalmente
registradas em pacientes que apresentam baixa concentracdo plasmatica de zinco e
altos niveis séricos de cobre (KASSU et al., 2006). No presente estudo ndo foram
observadas correlagdes entre PCR e niveis séricos ou plasméaticos de minerais.

Diversas doencas infecciosas e parasitarias podem afetar a funcao tireoidiana
e provocar variadas manifestacdes clinicas. Paracoccidioides spp possuem tropismo
para varios 6rgaos, inclusive as glandulas enddcrinas, tais como adrenal e, com
menor frequéncia, tireoide (BRANDAO et al, 2004.; MORREALE DE ESCOBAR et
al., 1986; MATARAZZO et al.,, 1994; FUNDARO et al., 1998; CHIARELLI et al.,
1999).

Em 1988, Kiy et al,(1988) avaliaram as concentracdes plasmaticas basais e
pos- teste do TRH dos hormdnios T3 e T4 em pacientes com PCM e, detectaram
niveis baixos de T3 em pacientes com a forma aguda da doenca ou crbnica
disseminada. Branddo et al. (2004) encontraram T3 baixo em 47% dos pacientes

que participaram do estudo. Em nosso estudo, ndo encontramos diferenca de T4
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livre, T3 e TSH de pacientes comparado com 0s controles e ndo se observaram
alteracdes durante o tratamento. Entre os 14 pacientes, dois apresentaram niveis
baixos de T3 e elevados de TSH, caracterizada a forma juvenil em um dos casos e a
forma crbnica grave da doenca, respectivamente, mas nao caracterizando a
sindrome do doente eutiroideano.

Nosso estudo tiveram algumas limitagcdes. Em primeiro lugar, o tamanho da
amostra era pequeno. No entanto, € importante considerar que a baixa incidéncia de
PCM (cerca de 17 novos casos por ano) (FABRIS et al 2014) dificulta a obtencéo de
uma grande amostra maior de novos casos que atendem aos critérios do estudo em
um unico centro. Esperamos que a publicacdo de nossos resultados contribua para
estudos futuros, incluindo revisdes sistematicas da questdo. Em segundo lugar, a
metodologia que utilizamos no nosso trabalho ndo foi possivel determinar os niveis
de selénio. Outro aspecto a considerar € que o grupo de controle era formado por
funcionarios ou estudantes de faculdades de medicina e estudantes e néo
trabalhadores rurais. As diferentes pressdes de fatores epidemiolégicos entre os
grupos, incluindo os nutricionais, podem influenciar os resultados. No entanto, deve-
se considerar que a ingestdo diaria semelhante dos nutrientes analisados foi
demonstrada para ambos 0s grupos.
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7 CONCLUSOES

e Os pacientes com PCM apresentaram uma melhora significativa do estado
nutricional com a instituicdo do tratamento.

e Os pacientes ndo apresentaram diferenca estatistica quanto a ingestdo de
nutrientes em relagdo ao grupo controle, tanto os pacientes quanto o grupo
controle apresentaram consumo de magnésio, cobre, zinco e fibras inferior a
ingestao recomendada.

e Os pacientes com PCM tinham altos niveis de Cobre e baixos niveis de Ferro
sérico do que o grupo controle, antes do tratamento.

e Enquanto os niveis de ferro aumentaram ap0s um més de tratamento, 0s
niveis de cobre ndo diminuiram apds seis meses de tratamento.

e Os niveis plasmaticos de zinco dos pacientes com PCM e o grupo controle
eram baixos no momento da admissdo. Uma tendéncia de aumento de zinco
foi observada durante o tratamento dos pacientes com PCM.

e Os niveis de T3, T4 livre e TSH dos pacientes deste estudo eram
semelhantes ao grupo controle, e ndo foi observada nenhuma alteragédo ao
longo do tratamento.

¢ Niveis normais de magnésio foram observados nos pacientes deste estudo.

e A reducdo na atividade inflamatoria revelada pela normalizacdo da PCR,
ferritina, albumina e globulina foi observada durante o tratamento.

e Nenhuma correlacdo entre minerais e atividade inflamatéria ou funcéo
tireoidiana pode ser observada no estudo.

e Nossos resultados mostraram niveis séricos aumentados na admisséo do
paciente, correspondendo a imunossupressao Thl. Além disso, os niveis
séricos de ferro diminuiram simultaneamente com a intensa atividade
fungica observada na doenca ativa. Ambos os parametros alcancados
progrediram para valores normais apos a introducdo de tratamento

especifico.
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Apéndice 1- Termo de consentimento livre e esclarecido-TCLE
/A
g % Servico Publico Federal -
Ministério da Educagéo _ I!
‘l’ 4‘ Fundacgao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul |
\_3,_,3/,

UFMS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO/TCLE

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa intitulada “Analise
comparativa de zinco, cobre, ferro, selénio, estresse oxidativo, TSH e T4 livre
em pacientes com doencgas infecciosas crénicas”, sob a responsabilidade das
pesquisadoras Jeniffer Michelline de Oliveira Custédio e Anamaria Mello Miranda
Paniago.

O convite para sua participacdo foi porque vocé recebeu um diagnostico de
tuberculose ou paracoccidoidomicose ou ainda por ser um individuo saudavel que
atuard como grupo controle e por ter idade entre 18 a 59 anos.

Os pacientes portadores de tuberculose ou paraccocidioidomicose, dependendo da
gravidade e duracdo da doenca, podem ter um comprometimento do estado
nutricional. A finalidade deste estudo € saber se pacientes com tuberculose ou
paracoccidioidomicose apresentam alteracbes de alguns nutrientes e hormdonios,
pois sabemos que eles sdo importantes para as defesas do organismo contra muitas
doencas. E, desta forma, contribuir para medidas de controle da doenca, portanto, é
muito importante a sua participacdo voluntéria neste estudo como paciente ou no
grupo “controle sadio”.

Ao participar deste estudo vocé permitird a coleta de algumas informacfes pessoais
e sobre seu estado de saude através de um formulario de pesquisa que sera
preenchido pelo entrevistador. Vocé sera submetido a medidas de peso e altura para
realizagdo do diagnoéstico do estado nutricional, este procedimento sera realizado
em cinco momentos do seu tratamento: na admissdo do hospital (TO), no primeiro
(T1), no segundo (T2), quarto (T4) e sexto més (T6) de tratamento. Além disso, sera
requisitado puncao de uma veia do braco para coleta de 20 mL (1 colher de sopa) de
sangue, coletados em cinco tubos, este também sera feito de acordo com a rotina de
atendimento: na admisséo do hospital (T0), no primeiro (atendimento semanal), no
segundo (T2), quarto (T4) e sexto més (T6) de tratamento, por um profissional

habilitado, durante o atendimento médico realizado no Hospital Dia Prof? Esterina
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Corsini. Os individuos saudaveis, que atuardo como grupo controle, a medida de
peso e altura bem como a coleta de sangue serdo feitas somente em um periodo do
estudo: na admissao (T0). O periodo da pesquisa sera de janeiro 2016 a fevereiro
de 2019. A participacdo NAO ¢ obrigatoria, a qualquer momento vocé tera a
liberdade de desistir de participar e retirar seu consentimento e a sua recusa NAO
trard nenhum prejuizo em relagdo ao tratamento, acompanhamento, assisténcia ou
qualquer outro beneficio ao qual tenha direito.

A anamnese (entrevista médica) e exame clinico podem causar 0 constrangimento
habitual de qualquer consulta médica. O volume de sangue retirado ndo causa
distarbios ou riscos ao organismo. Os possiveis desconfortos, se ocorrerem, sdo
relacionados a retirada do sangue, como extravasamento de sangue, dor no local da
picada da agulha. Vocé podera notar uma mancha arroxeada no local da puncao
que regride apos 3 a 5 dias.

Todo material biol6gico coletado sera utilizado somente para fins de diagndstico e
pesquisa. Os pesquisadores deverdo, a qualquer momento esclarecer suas duvidas
sobre a doenca, a utilizacdo do material biolégico coletado e os resultados obtidos
com o estudo. Vocé sabera o resultado de todos 0s seus exames. Estes resultados
poderdo ser divulgados na forma de comunicacdo cientifica, sendo que a sua
identificacéo ser& estritamente confidencial.

O beneficio que vocé recebera serd o diagnéstico e encaminhamento para
tratamento de doencas relacionadas com o estado nutricional como por exemplo,
desnutricdo, obesidade, doencas da tireoide e caréncia ou excesso micronutrientes
analisados. A equipe de médicos e nutricionista do estudo sera responsavel pelas
orientacdes e tratamentos necessarios para as alteracbes encontradas, até para 0s
participantes do grupo controle.

Vocé ndo tera nenhuma despesa extra e ndo receberd nenhum pagamento por
participar desta pesquisa.

Uso do sangue para outros estudos: O sangue coletado para os exames deste
estudo sera estocado e solicitamos sua autorizacdo para que seja usado em futuros
estudos somente sobre estas doencas. Nao sera feito uso comercial deste sangue e
nem estudo genéticos. Caso vocé nao concorde com a utilizacdo do seu sangue em
outros estudos, 0 sangue sera desprezado apds o término da pesquisa.

( : ) concordo que meu sangue seja usado em outras pesquisas

( : ) ndo concordo que meu sangue seja usado em outras pesquisas
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Este documento sera elaborado em 2 vias, ficando 1 arquivada na Unidade

de Saude responsavel pelo atendimento e a outra copia de posse do participante.

ApoOs estes esclarecimentos, declaro estar ciente do teor deste Termo de
Consentimento livre e Esclarecido e decidido a consentir de forma livre a minha
participacédo nesta pesquisa.

Este TCLE esta de acordo com a Resolucao 466/2012 do Conselho Nacional de
Saude e com o Comité de Etica em Pesquisa com seres Humanos da UFMS

Nome do Participante da Pesquisa

Assinatura do Pesquisador

Campo Grande, MS / /

Telefone do pesquisador: Jeniffer Custodio (67) 9977-4073
Telefone do Comité de Etica em Pesquisa com seres humanos da UFMS: (67) 3345-
7187



Apéndice 2- Termo de autorizacao para realizacao da pesquisa no laboratério de
Analises clinicas-UFMS
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TERMO DE AUTORIZACAD PARA REALIZACAD DA FESOLISA
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Apéndice 3- Termo de autorizacao para realizacao da pesquisa no laboratorio de

Metabolismo mineral

TERMO DE AUTORIZACAO PARA REALIZACAO DA PESOUISA
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Apéndice 5- Formulario da pesquisa

COLETA DE DADOS

DADOS DEMOGRAFICOS TCLE ( )
Data coletadedados: /[ N° RGHU:
™B( ) PCM( ) CS( )
codigo:
Idade: Sexo: Data Nasc.: / /
Profissao: Anos de estudo: Estado Civil:

Solteiro(a) ( ); Casado(a) ( )

Cor: branca ( ) preto( )p
Outros:

arda () indio ( ).

Naturalidade:

UF

Procedéncia

UF

HABITOS DE VIDA

Tabagismo: (

Regular, Ocasional, Ex*; Nunca) n° de cigarros/ dia: / idade de inicio:

Etilismo: (Regular, Ocasional, Ex*; Nunca) quantidade/ semana:

Atividade em Lavoura:

(Regular, Ocasional, Ex*; Nunca)

*ex= se parou ha mais de 6 meses

Presidiario:

Caso Novo:

Data do 1° diagnéstico:__ /

Data do Diagnéstico:

/ / Data do inicio dos sintomas: / /

DOENCAS ASSOCIADAS

HAS ( )
DM2( )
Outras doencas:

MANIFESTACOES CLINICAS- LABORATORIAIS

Paracoccidioidomicose (
PCMpele ( ) local pele:
PCMboca( )

PCM nariz ()

PCM laringe ()

PCM linfonodo ()

PCM figado ()

PCMbaco ( )
PCM intestino ()
PCMosso ()

)

PCMSNC( )
PCM pulmdes ()
PCM adrenais( )
PCMoutra ( )

Forma clinica PCM: (Aguda ou crdnica)
Gravidade PCM: (Leve, moderado, Grave)
Tratamento PCM: (itraconazol, SMZ/TMP,

anfotericina b
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Tuberculose: ( )
TB pulmbes( )
TBpleura( )
TBSNC( )

TB linfonodo ()
TBosso( )

TBmama( )

TB outro:

Forma clinica TB:

Gravidade TB:

Tratamento:
RIPE( )
SOE( )
Outro tratamento TB:

(Aguda ou crdnica)

(Leve, moderado, grave)

Controle ( )

AVALIACAO NUTRICIONAL

Emagrecimento ( )

Quantos Kg:

| Altura:

seguimento

Tempo (0)

Tempo (1semana) Tempo (2semanas)

Tempo (3 semanas)

Peso

IMC

Hemoglobina

HCM

VCM

CHCM

Hematoécrito

Leucocitos

Sadio

Potéassio

VHS

Ferro

Ferritina

Creatina

Uréia

AST

ALT

Proteinas Totais

Proteinas fracdes

Bilirrubinas totais

Bilirrubinas fracdes

HDL

LDL

VLDL

Colesterol

Triglicerideos

Pressao arterial

Glicose

TSH

T4 livre

MDA

Cobre

Selénio

Zinco
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seguimento

Tempo(1
mes)

Tempo (2 més)

Tempo (4 més)

Tempo (6 més)

Peso

IMC

Hemoglobina

HCM

VCM

CHCM

Hematdcrito

Leucdcitos

Sadio

Potéassio

VHS

Ferro

Ferritina

Creatina

Uréia

AST

ALT

Proteinas Totais

Proteinas fracdes

Bilirrubinas totais

Bilirrubinas fracdes

HDL

LDL

VLDL

Colesterol

Triglicerideos

Pressao arterial

Glicose

TSH

T4 livre

MDA

Cobre

Selénio

Zinco

seguimento

Tempo(1l
mes)

Tempo (2 més)

Tempo (4 més)

Tempo (6 més)

Peso

IMC

Hemoglobina

HCM

VCM

CHCM

Hematocrito

Leucdcitos

Saédio

Potéassio

VHS

Ferro

Ferritina

Creatina

Uréia

AST

ALT

Proteinas Totais
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Proteinas fraces

Bilirrubinas totais

Bilirrubinas fracdes

HDL

LDL

VLDL

Colesterol

Triglicerideos

Pressao arterial

Glicose

TSH

T4 livre

MDA

Cobre

Selénio

Zinco




Apéndice 6- indice de Massa corporal, hormdnios tireoidianos, niveis séricos de minerais, proteinas séricas dos 10 controles

saudaveis na admissao

7

Caédigo Grupo IMC | TSH T4 LIVRE T3 Cobre Zinco | Ferro | PCR | Magnésio | Albumina | Globulina | Ferritina | Hemoglobina
0,58 0,53 -

1 CONTROLE |23,12| 1,07 1,22 1,10 3,35 1,98 4,93 4,93 598,50 15,40
0,68 0,31 -

2 CONTROLE | 27,41 0,88 1,00 1,34 1,51 2,23 4,71 2,20 - 15,70
0,53 0,72

3 CONTROLE | 28,32 5,91 0,89 - 136,00 - 2,00 4,90 2,30 24,31 16,30
0,41 0,27

4 CONTROLE | 29,76| 2,62 1,28 1,43 137,00 0,86 1,87 4,43 2,30 390,90 16,20
0,49 0,32

5 CONTROLE |27,51| 2,42 1,30 94,00 - 2,12 4,85 2,30 160,00 16,00
0,30 0,49

6 CONTROLE |23,03| 1,11 1,54 1,14 125,00 0,76 2,13 4,72 2,40 214,00 15,80
0,96 1,50

7 CONTROLE |23,89| 0,93 1,74 1,60 167,00| 1,08 2,18 4,79 2,30 243,80 17,50
0,58 0,67

8 CONTROLE |22,16| 2,76 1,56 1,23 78,00| 0,64 2,12 4,65 2,30 105,40 15,40
0,69 0,19 - - - -

9 CONTROLE | 36,51 - - - - 15,00
0,60 0,53

10 CONTROLE |28,34| 2,33 1,22 1,42 77,00 2,39 2,20 4,64 2,21 375,70 15,10




