UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA: CIENCIAS MEDICAS

APLICACAO DE ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER PARA DIAGNOSTICO DA
PARACOCCIDIOIDOMICOSE

ALESSANDRA KOEHLER

Porto Alegre
2024



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA: CIENCIAS MEDICAS

APLICACAO DE ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER PARA DIAGNOSTICO DA
PARACOCCIDIOIDOMICOSE

ALESSANDRA KOEHLER

Orientadora: Prof.2 Dra. Maria Lucia Scroferneker

Coorientador: Prof. Dr. Valeriano Antonio Corbellini

Tese apresentada como requisito parcial para obtencao
do titulo de Doutora em Medicina: Ciéncias Médicas, da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Programa

de Pds-Graduacdo em Medicina: Ciéncias Meédicas

Porto Alegre
2024



CIP - Catalogagao na Publicagao

Koehler, Alessandra

Aplicagédo de espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier para diagnéstico da
paracoccidioidomicose / Alessandra Koehler. -- 2024.

231 f£.

Orientadora: Maria Lucia Scroferneker.

Coorientador: Valeriano Antonio Corbellini.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Faculdade de Medicina, Programa de
Pos-Graduacdo em Medicina: Ciéncias Médicas, Porto
Alegre, BR-RS, 2024.

1. paracoccidioidomicose. 2. Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier. 3.
diagndéstico. 4. titulacdo de anticorpos. I.
Scroferneker, Maria Lucia, orient. II. Corbellini,
Valeriano Antonio, coorient. III. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragdo Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).




Tudo depende da hora

Fruto, semente e flor
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- Humberto Gessinger, em Estranho Fetiche



Agradecimentos

A minha orientadora Maria LUcia Scroferneker, por acreditar no meu potencial e por ter me
apresentado a tematica da paracoccidioidomicose, assunto pelo qual me apaixonei.

Ao meu coorientador Valeriano Antonio Corbellini, cujo amplo conhecimento na area de
espectroscopia no infravermelho me inspirou a seguir nessa area.

Ao Programa de Pés-Graduagdo em Medicina: Ciéncias Médicas da UFRGS, pela oportunidade
de realizacdo deste doutorado.

A Universidade de Santa Cruz do Sul, por fornecer espaco fisico e estrutura para realizago
dessa pesquisa.

A Universidade Estadual Paulista (UNESP), em especial ao Dr. Rinaldo Poncio Mendes, que
forneceu as amostras necessarias a essa pesquisa.

Aos pacientes do Servigo de Doencas Infecciosas da Faculdade de Medicina de Botucatu
(UNESP), sem os quais este estudo nao seria possivel.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) e ao Ministério
da Saude que, através da Chamada CNPg/MS-SCTIE-Decit N° 22/2019 (Pesquisas sobre
doencas transmissiveis e negligenciadas), financiaram a realizagdo deste estudo.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pela bolsa de
estudo.

Aos meus colegas do Laboratorio de Fungos Patogénicos do ICBS/UFRGS, pela parceria; em
especial, ao meu colega de doutorado Paulo Cezar de Moraes, pela amizade, ajuda e pelos
aprendizados em conjunto.

A minha mae, Margareth Koehler, e & minha irma, Carolina Koehler, pelo amor e apoio e por
sempre estarem me aguardando de bragos abertos em Santa Cruz do Sul.

Em especial, agrade¢co ao meu marido Vilmar Fontanive Junior, meu parceiro de vida, que
nunca deixou de acreditar em mim, me incentivando e apoiando ao longo dessa jornada. Sem a
sua presenca e amor, tudo teria sido muito mais dificil.

Por fim, dedico esta tese a todos os acometidos pela paracoccidioidomicose, para 0s quais eu
desejo que, em um futuro breve, a doenca seja mais bem atendida pelas politicas publicas de

saude.



RESUMO

Introducdo: a paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose granulomatosa crénica endémica
da América Latina, com maior ocorréncia no Brasil. A PCM ¢ causada pelos fungos
termodimarficos do género Paracoccidioides, cujo habitat mais provavel é o solo, onde eles se
encontram na forma de miceélio. A doenca é adquirida pela inalagdo de propagulos fungicos e,
nos pulmdes, ocorre a transformacdo na forma de levedura. A partir dos pulmdes, qualquer
0rgéo ou sistema pode ser afetado, pois a PCM ¢ uma doenga polimorfica. O “padrdo ouro”
para diagndstico é a visualizacdo do fungo em amostras clinicas. A sorologia também é
frequentemente utilizada, como ferramenta diagnostica auxiliar e para classificar a severidade
da doenca, monitorar a efetividade do tratamento e indicar a cura do paciente. Entretanto, os
métodos diagndsticos usuais apresentam limitacoes.

Objetivo: Desenvolver novos métodos diagndsticos para a PCM baseados em espectroscopia
FTIR e anélises quimiométricas.

Meétodos: Foram analisadas 224 amostras de soro do repositorio da Faculdade de Medicina de
Botucatu (UNESP). Destas, 132 amostras eram de pacientes com PCM, diagnosticados a partir
da visualizagdo do fungo em amostras clinicas, além da realizacdo de imunodifusdo dupla em
gel de &gar (IDD) com titulagdo de anticorpos. As outras 92 amostras constituiram o grupo
controle: 50 amostras de individuos saudaveis e 42 amostras de pacientes com outras micoses
sistémicas (24 de aspergilose, 10 de criptococose e 8 de histoplasmose). As amostras foram
analisadas no espectrometro Spectrum 400 FTIR/FTNIR (Perkin-Elmer, Inc., Waltham, USA)
acoplado a um acessorio de reflectancia total atenuada (ATR). Uma aliquota de 1 pL de cada
amostra foi depositada no cristal do equipamento, e a leitura foi realizada na forma liquida e na
forma desidratada (secagem por 1 minuto em ar corrente a 60-65 °C). Os espectros foram
adquiridos em triplicata na faixa de 4000 a 650 cm™. As analises quimiométricas foram
realizadas nos softwares Pirouette 4.5 (Infometrix, Bothell, USA) e The Unscrambler® X 10.4
(Camo Analytics, Bedford, USA). Os espectros foram pré-tratados e dois algoritmos diferentes
foram propostos para diagnostico da PCM: andlise discriminante por minimos quadrados
parciais (PLS-DA) e analise discriminante linear (LDA). Também foi desenvolvido um modelo
com a regressao por minimos quadrados parciais (PLS) para realizar a predigéo dos titulos de
anticorpos das amostras de soro dos pacientes com PCM. Para todas as modelagens, o conjunto
de amostras foi dividido em conjunto de calibragdo e conjunto de validagdo externa.
Resultados: ambas as modelagens propostas para o diagnostico da PCM (PLS-DA e LDA)

obtiveram 100% de sensibilidade, especificidade e acuracia no conjunto de validacdo externa.



A modelagem PLS para predicdo dos titulos de anticorpos apresentou erro minimo, com erro
quadrético médio da previsdo (RMSEP) igual a 0,0093 e coeficiente de determinacdo maior que
0,9999 no conjunto de validacao externa.
Conclusdo: nesta pesquisa, foram propostas duas aplicagdes da espectroscopia FTIR
(diagnostico e predigdo de titulos de anticorpos) que se mostraram promissoras para melhorar
0 manejo clinico de pacientes com PCM.

Palavras-chave: paracoccidioidomicose; espectroscopia no infravermelho; diagndstico;
titulagdo de anticorpos.



ABSTRACT

Background: Paracoccidioidomycosis (PCM) is a chronic granulomatous mycosis endemic to
Latin America, with greater occurrence in Brazil. PCM is caused by thermodimorphic fungi of
the genus Paracoccidioides, whose most likely habitat is soil, where they are found in the form
of mycelium. The disease is acquired by inhalation of fungal propagules and, in the lungs,
transformation occurs into the yeast form. Starting from the lungs, any organ or system can be
affected, as PCM is a polymorphic disease. The “gold standard” for diagnosis is the
visualization of the fungus in clinical samples. Serology is also frequently used as an auxiliary
diagnostic tool and to classify the severity of the disease, monitor the effectiveness of treatment
and indicate the patient's cure. However, the usual diagnostic methods have limitations.
Objective: Develop new diagnostic methods for PCM based on FTIR spectroscopy and
chemometric analyses.

Methods: A total of 224 serum samples from the Botucatu Faculty of Medicine (UNESP)
repository were analyzed. Of these, 132 samples were from patients with PCM, diagnosed
through visualization of the fungus in clinical samples, in addition to performing double
immunodiffusion in agar gel (IDD) with antibody titration. The other 92 samples constituted
the control group: 50 samples from healthy individuals and 42 samples from patients with other
systemic mycoses (24 from aspergillosis, 10 from cryptococcosis and 8 from histoplasmosis).
Samples were analyzed on the Spectrum 400 FTIR/FTNIR spectrometer (Perkin-Elmer, Inc.,
Waltham, USA) coupled to an attenuated total reflectance (ATR) accessory. An aliquot of 1 pL
of each sample was deposited on the equipment's crystal, and the reading was carried out in
liquid form and in dehydrated form (drying for 1 minute in air current at 60-65 °C). Spectra
were acquired in triplicate in the range from 4000 to 650 cm™. Chemometric analyzes were
performed using Pirouette 4.5 (Infometrix, Bothell, USA) and The Unscrambler® X 10.4
(Camo Analytics, Bedford, USA) software. The spectra were pre-treated and two different
algorithms were proposed for PCM diagnosis: partial least squares discriminant analysis (PLS-
DA) and linear discriminant analysis (LDA). A partial least squares (PLS) regression model
was also developed to predict antibody titers in serum samples from patients with PCM. For all
modeling, the sample set was divided into a calibration set and an external validation set.
Results: Both models proposed for the diagnosis of PCM (PLS-DA and LDA) achieved 100%
sensitivity, specificity and accuracy in the external validation set. PLS modeling to predict
antibody titers showed minimal error, with a mean squared prediction error (RMSEP) equal to

0.0093 and a coefficient of determination greater than 0.9999 in the external validation set.



Conclusion: In this research, two applications of FTIR spectroscopy (diagnosis and prediction
of antibody titers) were proposed and showed promise for improving the clinical management

of patients with PCM.

Keywords: paracoccidioidomycosis; infrared spectroscopy; diagnosis; antibody titration.
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diagnostico dos pacientes, a partir da anlise com métodos matematicos.
Fonte: autoria propria, elaborado a partir de Mitchell et al. (2014) (210).

Figura 46. Exemplo hipotético de um dispositivo de point-of-care (POC) testing. Nele, uma
lanceta € utilizada para coletar uma pequena quantidade de sangue, o qual passa por uma
microcentrifuga para separacdo do soro e do plasma. As amostras sdo direcionadas diretamente
para um sensor interno, como um diamante de ATR, e uma fonte de luz promove a geracéo dos
espectros. Os espectros séo direcionados para uma base de dados centralizada, que permite seu
pré-tratamento sua e classificacdo de forma automatica. Baseado no resultado, um sinal
luminoso é acionado, com luz verde (resultado normal), ambar (sinais precoces de doenca) ou
vermelha (diagnostico da doenca).

Fonte: Mitchell et al. (2014) (210).

Figura 47. Marco conceitual da pesquisa realizada.

Fonte: autoria propria.
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1. INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose (PCM) € uma micose granulomatosa crénica endémica da
Ameérica Latina. O pais com maior ocorréncia € o Brasil, que conta com pelo menos 80% dos
casos, 0s quais se distribuem por todas as regides geograficas (1). A PCM se enquadra nas
caracteristicas das doencas tropicais negligenciadas (DTNs), por afetar principalmente
populacdes com vulnerabilidade social e econdmica e ndo ser prioridade para o
desenvolvimento de novos métodos diagndsticos e terapéuticos (2). Além disso, apesar de ter
grande ocorréncia no Brasil, a PCM ndo integra a Lista Nacional de Notificagdo Compulséria
de Doencas, Agravos e Eventos de Saude Publica, o que dificulta o conhecimento de sua
epidemiologia (3).

Os agentes etiologicos da PCM sdo os fungos termodimorficos do género
Paracoccidioides, com pelo menos cinco espécies do género que causam a doenca: P.
brasiliensis, P. lutzii, P. americana, P. restrepiensis e P. venezuelensis (4). A 25°C, no
ambiente natural, esses fungos se apresentam na sua forma micelial, organizados em hifas
septadas. Ja a 37°C, quando se encontram no hospedeiro, a forma € leveduriforme (5). O habitat
mais provavel dos fungos do género Paracoccidioides é o solo, mas seu nicho exato ainda é
incerto, devido a dificuldade de isolamento em amostras ambientais (6). No solo, em sua forma
de micélio, sdo produzidos conidios e, pela inalacdo desses propagulos fungicos, a doenca é
adquirida pelo ser humano. Nos pulmdes, ocorre a conversdo para a forma leveduriforme,
transformacéo essencial para o estabelecimento da doenca e para a sobrevivéncia do fungo no
hospedeiro (7).

A PCM ¢ uma doenca polimorfica e, a partir dos pulmdes, pode afetar qualquer 6rgao
ou sistema do corpo humano. Na forma cronica da doenga, que é a mais frequente, 0 maior
acometimento ocorre nos pulmdes, na mucosa das vias aerodigestivas superiores e na pele (8).
A forma cronica da doenca afeta principalmente adultos do sexo masculino, na faixa etaria entre
30 e 60 anos. Ja a forma aguda/subaguda, menos comum, predomina em crianca, adolescentes
e adultos jovens, com maior acometimento do sistema fagocitico-mononuclear (8). A
confirmacéo de um caso de PCM se da através da existéncia de manifestacdes clinicas tipicas
da doenca, com a deteccdo de elementos fangicos sugestivos de Paracoccidioides spp. em
amostras clinicas (8). Seu diagndstico precoce é essencial para evitar sequelas, como a fibrose
pulmonar, além de garantir a efetividade do tratamento, reduzindo as taxas de morbidade e
mortalidade (9).
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O “padrao ouro” ¢ o diagndstico micologico da PCM, seja através de exame
microscopico direto, cultivo, citopatologia ou histopatologia (10). Outra ferramenta diagndstica
auxiliar é a sorologia, principalmente com a deteccdo de anticorpos circulantes através da
técnica de imunodifusdo dupla em gel de agar (IDD) (1). Apesar de serem 0s mais usuais, esses
métodos apresentam limitagdes, exigindo profissionais experientes para analise dos exames,
com o risco inerente de lidar com um fungo patogénico humano em ambiente laboratorial (10).
Nesse contexto, novas tecnologias para o diagnostico da PCM apresentam relevancia, como as
técnicas moleculares, a espectrometria de massa MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption lonization-Time of Flight) e a espectroscopia no infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR) (11). Dentre estas técnicas, devido a suas vantagens, a Gltima ganha destaque.

A espectroscopia FTIR permite a obtengdo de uma “impressao digital” da amostra, o
seu espectro vibracional, que possibilita a analise de toda a sua composi¢do quimica. Ao ser
acoplada com ferramentas matematicas multivariadas (quimiometria), ela se torna uma
ferramenta poderosa para o diagnostico clinico de inimeras doengas, pois as condi¢des
patoldgicas geram alteracGes estruturais e funcionais no organismo que sdo refletidas em
alteracdes nos espectros vibracionais (12). Dentre as vantagens da espectroscopia FTIR, cita-se
a alta sensibilidade a alteragcdes moleculares, sua natureza ndo invasiva e ndo destrutiva, a ndo
geracgdo de residuos e a desnecessidade de reagentes e de preparo das amostras, além de ser
simples, rapida de executar e apresentar custo acessivel (12,13). No ambito da PCM, essa
técnica ja foi proposta para seu diagnéstico (14). Porém, o estudo foi somente uma prova de
conceito, necessitando de um maior desenvolvimento metodologico para comprovar seu
potencial diagnostico para a micose. Nesse contexto, considerando a natureza negligenciada da
PCM e a importancia do seu diagnostico precoce, destaca-se a importancia de novos estudos

sobre a aplicacdo da espectroscopia FTIR no manejo clinico dessa micose.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estratégias para localizar e selecionar as informacoes

A revisdo da literatura estd focada em todos os aspectos relacionados a
paracoccidioidomicose (PCM), com destaque para o diagnostico. Além disso, é focada nos
aspectos gerais da espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e das
analises quimiométricas, com énfase no uso de FTIR para diagndstico de doencas infecciosas.
A estratégia de busca envolveu as bases de dados PubMed, BVS e Embase, sem limites de data
e idioma, englobando todos os estudos publicados até marco de 2024. Também foram
consultados alguns sites e livros relevantes para as teméticas desta tese (11 referéncias no total).

Para o item 2.2 (“Paracoccidioidomicose”) foi utilizada apenas a palavra-chave
“paracoccidioidomycosis” para a busca nas bases de dados. Nao foi considerado necessario
elaborar a busca com palavras-chave mais especificas, pois ndo ha uma quantidade muito
grande de literatura publicada acerca da paracoccidioidomicose. Com a busca dessa maneira,
foi possivel englobar toda a literatura existente sobre a PCM que esta disponivel nessas bases
de dados. Para possibilitar uma melhor analise, os artigos encontrados foram separados em
categorias tematicas, conforme mostra a Tabela 1. Nessa tabela, também esta demonstrado o
quantitativo de artigos selecionados para a revisdo da literatura no item 2.2.

Os artigos incluidos na revisdo foram selecionados através de uma analise qualitativa,
com leitura dos titulos e resumos, elencando os que mais se enquadravam na tematica que
objetivava-se discutir. Também foram analisados a revista e 0 ano de publicacdo, dando
prioridade para artigos mais recentes publicados em periddicos de maior impacto na area.

Para o item 2.3 (“Espectroscopia no infravermelho”), por existir uma quantidade
extensa de literatura publicada, foram utilizadas algumas estratégias de busca. Essas estratégias
e 0 nimero de artigos encontrados, repetidos e incluidos estdo apresentados na Tabela 2. Para
esse item, os artigos foram buscados apenas nas bases de dados PubMed e Embase. A base BVS
tem um enfoque mais regional na América Latina e Caribe, e foi incluida no item 2.2 devido ao
fato da PCM ser endémica na regido. Como néo havia interesse nesse enfoque para o item 2.3,
essa base ndo foi considerada. Os critérios de inclusdo dos artigos foram os mesmos citados

para o item 2.2,
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Tabela 1. Estratégia de busca de estudos para o item 2.2 da revisdo da literatura, utilizando o termo de busca “paracoccidioidomycosis”.

Artigos Artigos Total sem . Numero de artigos em Total de artigos
Base de dados N . Categorias . . . .~
encontrados repetidos repetidos cada categoria incluidos na revisiao
Agentes etiologicos 173
Associagdo com outras doengas 70
Casos em outros animais 42
Classificacdo clinica 2
PubMed 2558 ; ;
Classifica¢do da severidade 3
Diagnostico 301
Diversos 92
Ecologia de Paracoccidioides spp. 51
Epidemiologia 273
Fatores de risco/resisténcia 56
Follow-up 30
Imunologia/patogenia 744
BVS 3709 4942 4287 ; ; 175
Manifestagdes clinicas 296
Manifestagdes clinicas experimentais 96
Outras doengas 206
Profilaxia/desenvolvimento de vacina 65
Relatos de caso 910
Revisdes/aspectos gerais 203
Sequelas 21
Séries de casos — até 100 casos 221
Embase 2962 ; ;
Séries de casos — mais de 100 casos 35
Tratamento - clinico 92
Tratamento - experimental 186
Tratamento - revisdes 119
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Tabela 2. Estratégia de busca de estudos para o item 2.3 da reviséo da literatura.

Secio Estratégias de busca/Base de dados Artigos Artigos  Artigos
¢ PubMed Embase encontrados  repetidos incluidos
(fs(;;lz;rotsrca;l;;?,}rilg]lfr grlid 'fourier transform infrared
7 il spectroscopy':ti OR
. 'vibrational spectroscopy':ti
2o spectroscopy[Tnle]) (O OR 'infrared spectroscopy PubMed: 691
e (infrared spectroscopy N v ] 524 22
232 fingerprint|Title]) OR fingerprint':ti OR 1nfrared Embase: 696
e spectroscopy':ti
e mm— AR Filtro (Publication types):
Filtro (Article type): Review Review
( :‘O:Sre;;zinsﬁo[rﬁllen]fggd (‘fourier transform infrared
P " ftir"["Il)"?tle] OR spectroscopy':ti OR 'ftir':ti OR
2.3.3 "spectroscopy"[Title]) AND spe'ct.r oscopy’fq) AND PubMed: 1431
("diagnosis"[Title] OR (dlagngsm 't.l O Embase: 1787 s &
2.3.4 'screening':tt OR ’

"screening"[Title] OR
"diagnosing"[Title] OR
"infection"[Title])

'diagnosing':ti OR
'infection':ti)

2.2 Paracoccidioidomicose

2.2.1 Aspectos gerais e breve historico

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma doenca cronica granulomatosa endémica na
América Latina, do México até a Argentina. O maior numero de casos ocorre no Brasil, e foi
no pais que foi feita a primeira descri¢do da PCM, pelo médico Adolpho Lutz, em 1908 (1,15).
O médico descreveu as manifestacdes clinicas de dois pacientes acometidos por uma
enfermidade até entdo desconhecida, além de isolar em cultivo os agentes etioldgicos. Ele
verificou que os fungos apresentavam natureza dimdrfica, porém distinta de Coccidioides
immitis. Assim, nomeou a nova enfermidade como hifoblastomicose pseudo-coccidica, para
diferencia-la da coccidioidomicose. Para o agente etiol6gico, Lutz ndo prop6s nenhum nome
(1,15,16).

Assim, nos anos seguintes, houve um esfor¢o para melhor caracterizagcdo dos agentes
etioldgicos desta nova enfermidade. Em 1912, Alfonso Splendore obteve sucesso no isolamento
do fungo, classificando-o como uma levedura do género Zymonema e propondo o nome
Zymonema brasiliensis. Apenas em 1928 foi introduzido o género Paracoccidioides, por
Almeida e Lacaz e, em 1930, Almeida propds o nome da espécie como Paracoccidioides

brasiliensis. A PCM ja teve diversos nomes, como blastomicose sul-americana, doenca de Lutz
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e doenca de Lutz-Splendore-Almeida. O nome “paracoccidioidomicose” foi oficializado apenas
em 1971, no Simpdsio Pan-Americano sobre a doenca, realizado em Medellin, na Colémbia
(1,6,16).

2.2.3 Agentes etiologicos: classificacao, caracteristicas e ecologia

Os agentes etiolégicos da PCM sdo os fungos termodimorficos do género
Paracoccidioides (Onygenales, Ascomycota), que pertence a familia Ajellomycetaceae. Essa
familia de fungos inclui a maior parte dos fungos termodimérficos, que apresentam formas
especializadas para sobreviver e se reproduzir em diferentes hospedeiros mamiferos. Exemplos
de outros géneros de relevancia médica presentes na familia Ajellomycetaceae sdo Blastomyces
e Histoplasma (6,17).

Durante quase 100 anos, desde a descricao inicial da paracoccidioidomicose em 1908
(15), acreditava-se que o género Paracoccidioides era formado por uma Unica espécie:
Paracoccidioides brasiliensis. Poréem, caracteristicas morfolégicas ndo sdo as ideais para
definicdo de espécies em fungos. Assim, com o advento dos métodos moleculares, descobriu-
se uma grande variabilidade genética em isolados de P. brasiliensis. Inicialmente, em 2006,
foram descritas as espécies filogenéticas S1, PS2 e PS3, pertencentes ao complexo de P.
brasiliensis. Além disso, foi evidenciada uma possivel diferenciacdo em S1 de isolados clinicos
provenientes da Venezuela (18). Posteriormente, esses isolados foram separados de S1 e
considerados como uma espécie filogenética diferente, denominada PS4 (19). J& em 2009,
comecaram a ser evidenciadas diferencas na composicdo antigénica de isolados de P.
brasiliensis provenientes da regido Centro-Oeste do Brasil (20). Isso levou a descoberta de uma
nova espécie no complexo P. brasiliensis, inicialmente denominada “PbO1-like” e,
posteriormente, denominada P. lutzii e considerada como uma nova espécie fora do complexo
(22).

Em 2017, Turissini e colaboradores propuseram elevar as quatro espécies filogenéticas
do complexo P. brasiliensis para o status taxondmico de espécie formalmente descrita. Assim,
foram definidos os nomes Paracoccidioides americana, para a espécie filogenética PS2,
Paracoccidioides restrepiensis, para a PS3, Paracoccidioides venezuelensis, para a PS4, e
mantido o nome Paracoccidioides brasiliensis apenas para a S1 (22). Ja a espeécie
Paracoccidoides lutzii, apesar de ter essa nomenclatura desde 2014, teve seu nome oficialmente
validado em 2023 (4). Assim, considerando a taxonomia atual, é possivel afirmar que a PCM ¢

causada por cinco espécies diferentes do género Paracoccidioides. Cabe destacar também que,
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além das espécies causadoras da PCM, o género Paracoccidioides também engloba duas
espécies causadoras da lobomicose, que causam apenas lesdes cutaneas e subcuténeas: P.
lobogeorgii (ou P. loboi, nome antigo), que causa a doenca em humanos, e P. cetii, que causa
a doenca em golfinhos. Apesar de inUmeras tentativas, ambas nunca foram cultivadas in vitro,

0 que impede um maior conhecimento de sua morfologia (4,23) (Figura 1).
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Figura 1. Aspectos morfoldgicos e clinicos das espécies de Paracoccidioides causadoras de
paracoccidioidomicose (acima), e das causadoras de lobomicose (abaixo).
Fonte: adaptado de Vilela et al. (2023) (4).

P. brasiliensis é a espécie mais amplamente distribuida no continente sul-americano,
seguida de P. lutzii e P. americana. Ja P. restrepiensis e P. venezuelensis tém uma distribuicdo
mais restrita, principalmente na Colémbia e Venezuela, respectivamente, com alguns casos
esparsos na Argentina, Brasil, Peru e Uruguai. P. lobogeorgii ocorre principalmente na regido
amazo0nica, e P. cetii ao longo da costa do continente americano (24,25) (Figura 2). Porém, essa
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distribuicdo pode néo refletir completamente a realidade, pois ndo existem muitos estudos nos
quais foi feito o isolamento de Paracoccidioides spp. em cultura, com posterior identificagcdo
molecular. Além disso, hd uma grande diversidade genética no género Paracoccidioides, e 0
aprofundamento de estudos de sua filogenia pode revelar novas informacdes sobre sua

distribuicdo geografica (26,27).

Venezuela

P. brasiliensis s. str.

P

Figura 2. Distribuicdo geografica das espécies do género Paracoccidioides, baseada em relatos
presentes na literatura.
Fonte: adaptado de Rodrigues et al. (2023) (24).

Para fins de simplificagcdo, nesta revisdo da literatura, quando for utilizado o termo
“Paracoccidioides spp.”, estara sendo feita referéncia apenas as espécies do género causadoras
da PCM. Nestas, a caracteristica mais marcante é o seu dimorfismo, que € a habilidade de
desenvolver dois tipos de células vegetativas, na forma de hifas e leveduras, dependendo da
temperatura (Figura 1). A 25 °C, o fungo apresenta células organizadas em hifas septadas e, a
37 °C, as células apresentam forma leveduriforme (5). Essa transformacdo apresenta diversas

formas intermediarias (28), conforme pode ser observado na Figura 3.
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Figura 3. Morfologia de P. brasiliensis durante a transi¢do de micélio para levedura. (A) Hifas;
(B) Micélio em diferenciacdo; (C) Células leveduriformes em transformacdo; (D) Células
leveduriformes. Barra: 10 pM.

Fonte: Sturme et al. (2011) (28).

Na forma de micélio, o fungo apresenta células organizadas em hifas septadas, onde sdo
produzidos conidios assexuais (5). A forma micelial cresce lentamente em meio de cultura a 25
°C, podendo levar de 15 a 30 dias para o surgimento de coldnias. Seu formato € usualmente
circular, com coloracdo branca a creme e superficie aveludada, apresentando pregas e dobras
no centro (29,30) (Figura 4A). Quando observadas por microscopia Optica, as células séo
alongadas (1 a 3 uM), septadas e multinucleadas (30) (Figura 4B).

A 37 °C, o fungo se apresenta na forma de células leveduriformes que se dividem por
brotamento (5). A aparéncia das col6nias é enrugada e cerebriforme, com cor esbranquicada ou
creme (Figura 4C). As células leveduriformes tém diametro de 6 a 30 UM e apresentam uma
parede celular espessa e birrefringente (6,29,30). O padrao tipico da forma leveduriforme é a
formacao de células-mée grandes cercadas por diversas células-filhas. O aspecto é semelhante
a um “timao de navio” ou “roda de leme”, pela sua semelhanga com o aparelho utilizado para
conduzir embarcagdes (31). Quando o brotamento é duplo, o padrdo também é conhecido por
“Mickey Mouse” (1) (Figura 4D).
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Figura 4. Morfologia de Paracoccidioides sp. (A) Aspecto da coldnia na forma micelial; (B)
Aspecto microscopico das hifas na forma micelial; (C) Aspecto da colonia na forma
leveduriforme; (D) Aspecto microscépico das células leveduriformes, mostrando os padrfes de
“timao de navio” e “Mickey Mouse”. Barra: 20 uM.

Fonte: A e B - Gomes (2017) (30); C - autoria prépria; D - foto com padrao “Mickey Mouse”

é de autoria propria e com “timao de navio” ¢ de Hahn et al. (2022) (6).

A transformacdo em levedura é fundamental para o estabelecimento da doenca e para a
sobrevivéncia do fungo no hospedeiro. A parede celular das leveduras é mais espessa que nas
hifas, e sua composi¢do quimica é notavelmente diferente, possuindo diversas propriedades que
promovem a infeccdo e protegem o fungo do sistema imune (7,32). Além da parede celular, os
fungos do género Paracoccidioides apresentam inimeras estratégias para escapar € manipular
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0s mecanismos de defesa do hospedeiro. Sabe-se que ha ao menos 15 genes envolvidos em
fatores de viruléncia e/ou estratégias de evasdo do sistema imune (33).

Especula-se que estes mecanismos de viruléncia sejam adquiridos no habitat natural do
fungo, que é o solo. Assim como Paracoccidioides spp., existem outros fungos que habitam o
solo e completam seu ciclo de vida sem a necessidade de um hospedeiro animal, o que levantava
a questdo de como esses microrganismos evoluiram mecanismos de viruléncia. Em busca de
respostas para essa pergunta, diversos pesquisadores comecaram a estudar as interacdes desses
fungos com outros microrganismos presentes no solo. A hipotese mais aceita atualmente é a de
que os fungos sdo predados por amebas, necessitando desenvolver estratégias para se proteger.
Essas mesmas estratégias fornecem protecéo contra o sistema imune de mamiferos e, assim, 0s
fungos se tornam virulentos para esses hospedeiros (34,35).

Apesar de o solo ser o habitat mais provavel, o nicho exato de Paracoccidioides spp.
ainda é incerto, devido a dificuldade de isolamento do fungo em amostras ambientais,
possivelmente causado pela sua baixa concentracdo (6). Apesar disso, o fungo ja foi isolado em
amostras de solo de todas as regides do Brasil, exceto no Nordeste. Paracoccidioides spp. ja foi
detectado no solo nos seguintes estados brasileiros: Rio de Janeiro (36), Sdo Paulo (37-39),
Minas Gerais (40), Mato Grosso (37), Goias (40), Rondénia (40) e Rio Grande do Sul (41,42).
Sabe-se que a umidade é um fator determinante para a ocorréncia do fungo e, inclusive, ja foi
hipotetizado que seu habitat poderia ser aquatico (43). A partir do Sistema de Informacéo
Geografica (SIG) e estatistica espacial, foi possivel associar a ocorréncia de Paracoccidioides
spp. com solos de granulacdo fina (com mais de 35% de argila) e precipitacdo anual acima de
1400 mm (44). A ocorréncia de fenémenos climaticos como o El Nifio, que aumenta a umidade
do ar e a quantidade de &gua no solo, também favorece a presenca de fungos do género
Paracoccidioides no ambiente (45). Assim, condi¢Oes de alta umidade, associadas com o
contato e manejo do solo, estdo associadas a infeccdo humana por Paracoccidioides spp.
(Figura 5).
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Figura 5. Propagacdo de Paracoccidioides spp. no meio ambiente.
Fonte: Shikanai-Yasuda et al. (2017) (8).

Devido a dificuldade em detectar o fungo em amostras ambientais, outra maneira de
estudar sua ecologia € através da soroepidemiologia em animais, através da deteccdo de
anticorpos anti-Paracoccidioides (6). Ja foi detectada a presenca de anticorpos em diversos
animais domésticos, como cachorros (46-48), cavalos (49), ovelhas (50), gado leiteiro (51),
coelhos (52), gatos (53), cabras leiteiras (54), galinhas (55) e porcos (56). Diversas espécies de
mamiferos selvagens também j& apresentaram positividade para esses anticorpos, como
macacos (57), morcegos (58), golfinhos (59) e diversas espécies de carnivoros e herbivoros
terrestres (60—62). Além disso, destaca-se que anticorpos ja foram detectados em peixes (63), e
ja foi isolada uma amostra de P. brasiliensis nas fezes de um pinguim-de-adélia (Pygoscelis
adeliae) (64) (Figura 5). Apesar de anticorpos anti-Paracoccidioides ja terem sido detectados
em diversas espécies de animais, relatos de doenca ativa séo raros na literatura, existindo alguns
casos publicados em cées (65,66), um caso em um gato e um caso em uma preguica-real
(Choloepus didactylus) (67).

Dentre todos os animais que sdo reservatdrios naturais de Paracoccidioides spp., 0 que
tem maior destaque ¢ o tatu-galinha (Dasypus novemcinctus) (Figura 5 e Figura 6). Em 1986,
foi publicada a deteccdo do fungo em tatus-galinha do estado do Para (68) e, desde entéo,
diversos trabalhos tém realizado essa deteccdo e estudado a relagdo dos tatus com
Paracoccidioides spp. (25,37,69). Inclusive, ja foram detectados tatus infectados com duas
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espécies diferentes de Paracoccidioides (P. brasiliensis e P. americana) (37). A espécie D.
novemcinctus tem ampla distribuicdo geogréfica, que coincide com as &reas endémicas da PCM
(68). O fungo também é frequentemente detectado nas tocas dos tatus (37), e 0 habito escavador
desses animais, para procurar alimentos e construir tocas, € possivelmente a fonte de
contaminagdo com Paracoccidioides spp. (6). Considerando a dificuldade em isolar
Paracoccidioides spp. de amostras ambientais, 0s tatus representam uma importante alternativa
para estudo da ecologia e distribuicdo geografica do fungo (40). Esse conhecimento pode
proporcionar o desenvolvimento de medidas que evitem a exposicdo humana a

Paracoccidioides spp. e, consequentemente, reduzam os casos de PCM nas areas endémicas
(70).

Figura 6. Individuo de tatu-galinha (Dasypus novemcinctus), caracteristicas macroscopicas do
isolado de P. brasiliensis isolado de seus tecidos, e caracteristicas microscéopicas das células
leveduriformes isoladas de seus tecidos.

Fonte: Bagagli et al. (2021) (25).
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2.2.4 Epidemiologia

A PCM se enquadra nas caracteristicas das doencas tropicais negligenciadas (DTNSs),
um grupo de doencas definidas pela Organizacdo Mundial da Satude (OMS), que séo endémicas
em paises de clima tropical ou subtropical ao redor do mundo. Elas sdo doencas infecciosas que
afetam principalmente a populagio mais vulneravel em paises subdesenvolvidos na Asia, Africa
e Ameérica Latina (71). Essas doencas tém um impacto profundo nessas populagdes,
contribuindo na perpetuacdo da vulnerabilidade social e econémica. Mesmo assim, pesquisas
sobre as DTNs sdo majoritariamente negligenciadas, o que dificulta o desenvolvimento de
novos métodos diagndsticos e terapéuticos que poderiam auxiliar no seu combate. Apesar de
apresentar todas as caracteristicas das DTNs, a PCM nédo faz parte desse grupo oficialmente,
pois ainda ndo foi reconhecida como tal pela OMS (2). Mesmo sem esse reconhecimento, é
inegavel o impacto profundo que a PCM tem na Ameérica do Sul, sendo a segunda micose
endémica mais prevalente, atras apenas da histoplasmose (71).

A PCM ocorre exclusivamente na zona tropical e subtropical que vai do México (23°
norte) a Argentina (35° sul) (2) (Figura 7). A maior parte dos casos ocorre no Brasil (cerca de
80%), seguido por Venezuela, Colédmbia, Equador, Argentina e Bolivia. Uruguai, Paraguai e 0s
paises da América Central apresentam poucos casos, assim como as ilhas caribenhas. No Chile,
Suriname e Guiana, a PCM nunca foi registrada (1,72). Alguns casos de PCM sdo
diagnosticados fora da América Latina, mas todos sdo provenientes de movimentos de migragédo
ou de viagens para areas endémicas (73). Um dos principais continentes com essa ocorréncia é
a Europa, onde uma revisao recente identificou 83 casos de PCM diagnosticados em 11 paises
(74). Também ha registros nos Estados Unidos (75) e na Coréia (76), entre outros paises que

recebem individuos que estiveram em areas endémicas.
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Figura 7. Distribuigdo da paracoccidioidomicose na América Latina.
Fonte: adaptado de Griffiths et al. (2019) (2).

No Brasil, ocorrem casos de PCM em todas as regides geograficas. Apesar disso, a
doenca ainda nédo esta incluida na Lista Nacional de Notificagdo Compulsoria de Doengas,
Agravos e Eventos de Saude Publica. Assim, ndo existem dados oficiais e precisos acerca da
epidemiologia da PCM no Brasil (3). No pais, a primeira regido endémica reconhecida foi a
Sudeste, principalmente devido a agricultura extensiva nas plantagdes de café, durante a
primeira metade do século 20 (77). Apesar de apresentar estados com areas hiperendémicas,
como € o caso de Botucatu e Ribeirdo Preto, em Séo Paulo (78,79), o Unico estado da regido
sudeste que apresenta notificagdo compulsoria da PCM é Minas Gerais (3). A partir da Regido
Sudeste, com o0 movimento de migragdo interna e expansdo das fronteiras agricolas para o
Centro-Oeste e Norte, a area de endemia se estabeleceu nessas areas (77). No Centro-Oeste, ha
notificacdo compulséria nos estados do Mato Grosso e Goiés (3). Ja na Regido Norte, o estado
de Ronddnia se destaca no nimero de casos de PCM, também apresentando notificagdo da PCM
(3,80). Além disso, novas areas hiperendémicas tém sido descritas, como na area da Bacia
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Araguaia-Tocantins (81). No Nordeste, casos de PCM sé&o raros, possivelmente devido ao clima
semiarido da regido, que reduz a ocorréncia ambiental do fungo. Existem alguns relatos de casos
autoctones no estado do Ceara (82,83), Maranhéo e Piaui (84).

Na regido Sul, ha areas de média a alta incidéncia. Como destaque, o estado do Parana
apresenta notificacdo compulsoria da PCM desde o ano 2000, o que permite a obtencdo de
dados fundamentais como incidéncia anual e taxa de mortalidade (85). No Rio Grande do Sul,
a literatura sobre casos de PCM € muito esparsa, e a maior parte dos estudos sao antigos e tém
acesso limitado, por estarem em repositorios fisicos. Recentemente, realizamos um
levantamento desses estudos, publicados entre 1942, quando foram registrados os primeiros
casos de PCM no estado, até 2023 (86). Constatamos a ocorréncia de casos em ao menos 30%
dos municipios do estado (Figura 8), com predominio na regido norte. Contudo, é importante
destacar que esse dado pode estar enviesado devido a distribuicdo desigual do ndmero de

estudos. Assim, é fundamental a implementacdo de um sistema de vigilancia da PCM no estado.
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Figura 8. Distribuicdo geografica de 901 casos de paracoccidioidomicose, publicados em 52
estudos no estado do Rio Grande do Sul, entre 1942 e 2023.
Fonte: adaptado de Koehler, Scroferneker (2024) (86).
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Atualmente, estima-se que 10 milhdes de latino-americanos estejam infectados pelo
fungo e, destes, cerca de 1 a 10% desenvolvem alguma manifestacéo clinica da doenca, de
semanas a décadas ap0s a exposicao inicial (71). Esse € um dos fatores que dificulta a
determinacdo precisa da distribuicdo da PCM e dos fungos do género Paracoccidioides na
natureza, pois muitas vezes ha dificuldade em determinar em qual local e data o paciente se
infectou (8). Isso é possivel principalmente nos casos de doenca aguda, nos quais o lapso
temporal entre a exposicdo ao fungo e o inicio dos sintomas é muito menor (1). Assim, ha
estudos associando clusters de casos de PCM aguda com anomalias climéticas, como eventos
extremos de EIl Nifio (45,87). Ademais, grandes alteracGes antropogénicas no meio ambiente,
como a construgdo de rodovias (88) e usinas hidrelétricas (87), também sdo potenciais
responsaveis por surtos de PCM, por aumentar a exposicdo das pessoas ao fungo devido ao
desmatamento e remocao de terra (36).

Apesar das dificuldades no estabelecimento da epidemiologia da PCM, existem
caracteristicas tipicas, como o fato de ser considerada uma doenca ocupacional em pessoas que
trabalham em contato com o solo (77). Os mais afetados sdo agricultores, mas também é comum
em trabalhadores da construcéo civil, jardineiros, lenhadores, mineiros, entre outros (72). Além
disso, h& predominio de casos em homens entre 40 e 60 anos de idade, com uma relacéo de
casos em homens:mulheres que pode chegar a 22:1 (1). Isso ocorre devido aos estrogénios, que
fornecem uma protecdo adicional ao desenvolvimento da PCM (89). Por isso, antes da
puberdade, a PCM afeta igualmente homens e mulheres (90). No quesito cor ou raca, ha
dificuldades no estabelecimento de uma tendéncia nos casos de PCM, pois existe uma grande
miscigenacgdo nas populacfes das areas endémicas (72). Apesar disso, diversos estudos com
séries de casos mostram uma grande quantidade de individuos brancos afetados. Recentemente,
um grupo de pesquisadores demonstrou uma diferenca estatisticamente significativa no nimero
de casos de PCM entre individuos brancos e ndo-brancos, sugerindo uma maior suscetibilidade
daqueles (91). Alcoolismo e tabagismo também representam importantes fatores
predisponentes, especialmente se associados (92,93). Alguns fatores genéticos também tém
sido associados a suscetibilidade para desenvolvimento da PCM (94,95).

Estima-se que a incidéncia anual da PCM no Brasil varie de 1 a 4 casos por 100.000
habitantes, nas areas endémicas do Sudeste e do Sul (9,79,96). Porém, esses nimeros podem
estar subestimados, pois baseiam-se primariamente em registros de prontuarios e séries de
casos. Por exemplo, na regido Norte, ha municipios do estado de Rond6nia que apresentam
incidéncia anual de quase 40 casos por 100.000 habitantes (80). Além do grande nimero de

casos no Brasil, a PCM apresenta uma consideravel morbidade hospitalar e mortalidade. No
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periodo de 1998 a 2006, houve 6732 hospitalizagdes devido a doenga no pais, representando
4,3 hospitalizagdes por 1 milhdo de habitantes (97). Em relacdo a mortalidade, entre 1980 e
1995, um estudo de 3181 dbitos devido a PCM no Brasil mostrou uma média anual de 1,45
mortes/milhdo de habitantes (98). Assim, a PCM teve a maior taxa de mortalidade entre as
micoses sistémicas, o que também foi evidenciado em estudos posteriores, que analisaram 0s
periodos de 1996 a 2006 (99) e de 2003 a 2013 (100). Ja entre todas as doengas crbnicas
infecciosas e parasitarias, a PCM representa a oitava causa de morte no Brasil (98). Alguns
outros estudos fizeram anélises estaduais da mortalidade da PCM, como no Parana, com média
anual de 3,48 mortes/milhdo de habitantes (entre 1980 e 1998) (101), e em Sao Paulo, com 1,63
mortes/milhdo de habitantes (entre 1985 e 2005) (102). Sabe-se que ha uma tendéncia atual de
reducdo de mortes por PCM nas regides Sul e Sudeste, e aumento na regido Norte (9). No
entanto, ressalta-se hovamente que ndo existe muita literatura sobre indicadores béasicos da
epidemiologia da PCM no Brasil, devido a falta de notificacdo compulsoria da doenca na maior

parte das unidades federativas.

2.2.5 Manifestacdes clinicas

A PCM é adquirida essencialmente através da inalacdo de propagulos fungicos
(conidios e fragmentos de micélio) que estdo presentes no meio ambiente (Figura 5) (103). De
forma rara, pode ocorrer inoculacdo cutanea do fungo, existindo alguns relatos escassos na
literatura (1,104). Com a inalacdo e, ao chegar nos bronquiolos terminais, o fungo se converte
em sua forma leveduriforme, devido a temperatura corporal. Assim, se inicia a multiplicacdo
das células fungicas no tecido pulmonar e a consequente ativacdo do sistema imune adaptativo,
com uma resposta inflamatoria granulomatosa. Na maior parte dos casos (mais de 90%), esse
processo elimina efetivamente o fungo, sem deixar lesdes significativas (105). Porém, a partir
da PCM pulmonar primaria, podem ocorrer outros quatro desfechos, muito menos frequentes,
mas com relevancia clinica (105). Esses desfechos, com suas condi¢des subsequentes, estdo

esquematizados na Figura 9.
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Figura 9. Esquema da histdria natural/patogénese da interacdo entre Paracoccidioides spp. e 0 hospedeiro humano, mostrando os principais desfechos clinicos em
negrito nos retangulos azuis. Os nimeros nos parénteses indicam a frequéncia estimada de cada desfecho. Abreviagdes: SNC, sistema nervoso central

Fonte: autoria propria, elaborado a partir da traducdo de esquema de Benard (2020) (105).
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A forma clinica mais frequente da PCM é a cronica, que evolui a partir da doenga
subclinica. O desfecho da doenca subclinica se encontra no ponto médio da Figura 9, entre 0s
ramos de resolucdo e de progressdo da PCM, pois pode tanto permanecer subclinica como
progredir para a forma cronica (105). Essa forma, que representa de 74 a 96% dos casos de
PCM, apresenta-se principalmente em adultos do sexo masculino da faixa etéria entre 30 e 60
anos (8). J& a forma aguda/subaguda, responsavel por 5 a 25% dos casos de PCM, predomina
em criancas, adolescentes e adultos jovens, sendo também conhecida como forma juvenil.
Nesses casos, a distribuicdo entre os sexos é praticamente igual (8). As formas crbnica e
aguda/subaguda sdo as formas classicamente reconhecidas da PCM, de acordo com o sistema
de classificacdo mais aceito, que foi proposto em 1987 (106) (Figura 10). Nele, também ¢é
reconhecida a forma residual, representada pelas sequelas frequentes nos casos de PCM. As
principais sequelas sdo pulmonares, com destaque para fibrose e enfisema (107). Sequelas
também ocorrem com frequéncia na laringe, causando disturbios da voz (108,109), e na pele e
cartilagens, causando deformidades (110). Virtualmente, qualquer 6rgéo afetado na PCM pode
desenvolver sequelas (1). Além da classificacdo das formas clinicas, também hé a classificacdo
da severidade, baseada em determinadas caracteristicas clinicas que cada paciente apresenta

(1), e que ndo seré discutida em maiores detalhes nesta revisao.
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1. PARACOCCIDIOIDOMICOSE - INFECCAD

2. PARACOCCIDIOIDOMICOSE - DOENCA

2.1 Forma aguda/subaguda (juvenil)
2.1.1 Moderada
2.2.2 Severa

2.2 Forma cronica (adulta)

2.2.1 Unifocal
- Leve
- Moderada
- Severa
2.2.2 Multifocal
- Leve
- Moderada
- Severa

3. FORMA RESIDUAL (SEQUELAS)

Figura 10. Classificacdo mais utilizada da paracoccidioidomicose, proposta em 1987.
Fonte: autoria propria, elaborado a partir da traducéo de tabela de Franco et al. (1987) (106).

Entretanto, apesar de esta ser a classificacdo atualmente utilizada, diversos casos ndo se
encaixam em nenhum dos tipos da PCM estabelecidos nela. Assim, em 2020, Benard realizou
uma revisao para propor uma nova classificacdo, que abrange todos os possiveis desfechos
clinicos da PCM (Figura 11) (105), e que resume o esquema da histéria natural da PCM
mostrada na Figura 9. Ademais, Benard questionou a viséo atual da principal forma clinica da
doencga, a crbnica. A visdo atualmente aceita é que a forma cronica da PCM ocorre pela
reativacdo repentina de focos de células fungicas, que permaneceram inativadas durante anos
ou décadas. Benard propbs que, ao contrario disso, hd um continuo entre a PCM pulmonar
primaria e a forma crénica, com a replicacdo baixa, mas persistente, das células fangicas em
focos subclinicos. No entanto, mais estudos imunoldgicos s@o necessarios para compreender
por que alguns individuos ndo conseguem eliminar a infeccdo por completo (105). Apesar de
ainda predominar o uso da classificagéo tradicional (Figura 10), considerou-se relevante trazer
nesta revisdo da literatura a nova classificagdo proposta, pois & importante para melhor

caracterizar e manejar clinicamente os pacientes com PCM.
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Figura 11. Nova classificacdo proposta para a paracoccidioidomicose, de acordo com reviséo
de Benard (2020).
Fonte: autoria propria, elaborado a partir de tradugéo de tabela de Benard (2020) (105).

Independentemente da classificacdo utilizada, a PCM ¢é uma doenca polimorfica, que
pode afetar qualquer 6rgdo ou sistema do corpo humano (8). Na Tabela 3, resumiu-se 0
envolvimento de drgdos/tecidos em 1757 casos de PCM e, na Figura 12, estdo ilustradas
algumas manifestacées clinicas da PCM. Na forma cronica, o0 comprometimento pulmonar esta
presente na maioria dos pacientes, em um percentual que pode chegar a 90%. O envolvimento
da mucosa das vias aerodigestivas superiores e da pele também é frequente (8). A forma
aguda/subaguda, diferentemente da forma cronica, tem evolugdo rapida, com disseminacdo do
fungo a mdaltiplos 6érgdos. A maior parte dos casos apresenta envolvimento do sistema
fagocitico-mononuclear, destacando-se como principal sintoma a linfadenomegalia localizada

ou generalizada (8). O envolvimento dos pulmdes nessa forma clinica é controverso, supondo-
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se que € mais comum do que usualmente reconhecido (105). De fato, nos trés estudos levantados
na Tabela 3, observa-se que houve um envolvimento consideravel dos pulmdes nos casos

agudos/subagudos, ficando atras apenas da porcentagem de envolvimento dos linfonodos.

Tabela 3. Frequéncia de 6rgédos/tecidos envolvidos em 1757 casos de paracoccidioidomicose,
publicados em séries de casos de trés paises endémicos: Brasil (N = 546), Venezuela (N = 745)
e Argentina (N = 466).

Total casos Forma clinica

Orgaos/tecidos Aguda/subaguda Cronica

envolvidos N = 1757 % N =200 N = 1557
n % n %
Adrenais 39 2,2 2 1 37 2,3
Amidalas 15 0,8 0 0 15 0,9
Baco 23 1,3 21 10,5 2 0,1
Figado 27 1,5 24 12 3 0,2
Genitais 9 0,5 1 0,5 8 0,5
Laringe 128 7,3 0 0 128 8,2
Linfonodos 138 7,8 110 55 28 1,8
Mucosa orofaringea 879 50,1 16 8 863 55,4
Osteoarticular 8 0,4 5 2,5 3 0,2
Palpebra 16 0,9 1 0,5 15 0,9
Pele 542 30,8 46 23 496 31,8
Pulmdes 1405 79,9 92 46 1313 84,3
Sistema nervoso central 43 2,4 5 2,5 38 2,4

Fonte: Pecanha et al. (2017) (111); Alvarado et al. (2021) (112); Giusiano et al. (2023) (113).
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Figura 12. Algumas manifestagdes clinicas da PCM. (A) Pulmdes; (B) Mucosa bucal; (C) Pele;

(D) Adrenais; (E) Sistema nervoso central; (F) Linfonodos.
Fonte: A — Barreto et al. (2015) (114); B — Koehler et al. (2022) (96); C — de Macedo et al.
(2017) (115); D — Wagner et al. (2016) (116); E — Hahn et al. (2022) (6); F — Hahn et al. (2022)

(6).

Por ser polimérfica, a PCM apresenta uma extensa lista de diagnosticos diferenciais. Na
forma aguda, os principais sdo linfoma, leucemia, histoplasmose, tuberculose, toxoplasmose,
leishmaniose visceral e mononucleose infecciosa. Ja na forma crénica, 0s principais sdo
leishmaniose cutdnea ou mucosa, tuberculose, cromoblastomicose, hanseniase, sarcoidose,
neoplasias, coccidioidomicose e histoplasmose (8). Quando h&d manifestacfes pulmonares, é
comum a suspeita inicial de tuberculose (116) e, quando hd manifestacdes na mucosa
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orofaringea, frequentemente ocorre suspeita inicial de se tratar de carcinoma (96). Além de
atrasar o inicio do tratamento, o diagndstico equivocado da PCM pode piorar o quadro clinico
do paciente. 1sso ocorreu, por exemplo, em casos de diagndstico incorreto de doenca de Crohn
(117) e sarcoidose (118), cujos tratamentos foram realizados com terapia imunossupressora e
corticosteroides, respectivamente, piorando as manifestacdes clinicas da PCM. Além da lista
de diagndsticos diferenciais, a PCM pode ocorrer associada com outras doengas, como
criptococose (119,120), histoplasmose (121,122), lobomicose (123), leishmaniose (124), HIV
(125,126), COVID-19 (127) e hanseniase (128).

2.2.6 Diagnostico laboratorial

O diagnostico precoce da PCM é fundamental para evitar maiores sequelas e garantir
uma melhor efetividade do tratamento (70,129); em consequéncia, quando ocorre tardiamente,
contribui para o0 aumento das taxas de morbidade e mortalidade (9). Existem diversos métodos
para diagnosticar a PCM (Figura 13), os quais serdo discutidos nos subitens abaixo. Entretanto,
nem sempre a doenca é reconhecida rapidamente, pois algumas vezes os profissionais da saude,
mesmo de areas endémicas, ndo estdo familiarizados com seus sinais clinicos (9). Isso evidencia
0 aspecto negligenciado da PCM, assim como ocorre com diversas outras doencas fungicas
(129).
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DIAGNOSTICO DA PARACOCCIDIOIDOMICOSE
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Figura 13. Esquema do diagnoéstico laboratorial da paracoccidioidomicose. Abreviaturas:
LBA, lavado broncoalveolar; LCR, liquido cefalorraquidiano; HE, hematoxilina-eosina; PAS,
acido periodico de Schiff; ELISA, ensaio de imunoabsor¢do enzimatica; IDD, imunodifusédo
dupla; WB, Western Blot.

Fonte: autoria propria, adaptado de Hahn et al. (2022) (6).

2.2.6.1 Diagnostico micologico

O “padrao ouro” para diagnostico da PCM ¢ a visualizagao de estruturas fungicas
compativeis com Paracoccidioides sp. em amostras clinicas diversas (10). Existem diferentes
técnicas para essa visualizag¢do, que serdo descritas abaixo. Apesar de ser o “padrao ouro”, o
diagndstico micoldgico apresenta limitacdes, pois exige profissionais experientes para analise
dos exames, e pode levar um longo tempo no caso de cultivo. Essas andlises também ndo

permitem a diferenciacdo entre as especies do género Paracoccidioides, pois elas nao
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apresentam diferencas morfologicas. Além disso, ha o risco inerente de lidar com um fungo

patogénico humano em ambiente laboratorial (10).

2.2.6.1.1 Exame microscopico direto e cultivo

O exame microscopico direto pode ser feito em diferentes amostras, como escarro,
raspados de lesGes de pele e mucosas, lavado broncoalveolar, aspirados de linfonodo, liquido
cefalorraquidiano, entre outras (6,10). Ele é feito usualmente com clarificagdo com hidrdxido
de potéassio a 10% (KOH) ou hidréxido de sédio a 4% (NaOH), para visualizacdo das células
fangicas. Tipicamente, Paracoccidioides sp. apresenta células grandes (3 a 30 uM de diametro),
com brotamentos multiplos e parede celular dupla bastante birrefringente (Figura 4D). A
visualizagdo dessas estruturas confirma o diagnostico de paracoccidioidomicose (6,130).

Para o isolamento e cultivo de Paracoccidioides sp. a partir de amostras clinicas, podem
ser utilizados diferentes meios: agar Mycosel (BBL) ou dgar Mycobiotic (Difco), que sdo agar
Sabouraud suplementado com cicloheximida e cloranfenicol; &gar SABHI (Difco), que é agar
Sabouraud suplementado com Caldo Infusdo Cérebro e Coracgdo; agar extrato de levedura; meio
de Fava-Netto, um meio rico desenvolvido especificamente para Paracoccidioides sp.; entre
outros (1,6). Ap0s o crescimento, para gque seja confirmado o diagndstico, é necessario realizar
a transformacédo da fase micelial para a fase leveduriforme (Figura 4A e 4C) (10). Isso é feito
através da semeadura do fungo no meio de Kelley (baseado em &gar sangue) ou de Fava-Netto
e incubacdo a 35-37 °C, o que induz a formacao das tipicas colénias cerebriformes (6). Destaca-
se que o isolamento de Paracoccidioides sp. em cultivo ndo é realizado rotineiramente para
diagnostico, pois seu crescimento € lento, variando de duas a quatro semanas para que suas
colonias comecem a aparecer. Além disso, no caso de ndo crescer nenhuma colonia tipica de
Paracoccidioides sp., € necessario manter o cultivo por seis semanas para que este seja
considerado realmente negativo, pois alguns isolados do fungo requerem incubacédo prolongada

para crescimento (130).

2.2.6.1.2 Citopatologia e histopatologia

Uma alternativa para o exame microscopico direto é o exame citopatoldgico, com
esfregaco e coloracdo especifica para evidenciar o fungo. Além disso, também é possivel

realizar a inclusdo da amostra em bloco de parafina (131,132). Apesar de apresentar maior
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sensibilidade (132), essa tecnica é mais dispendiosa e demorada, sendo indicada apenas quando
0 exame microscaopico direto é negativo e ainda ha suspeita de PCM (1).

Ja o0 exame histopatolégico € muito util no diagnostico da PCM (10,133), realizado a
partir de bidpsia para coleta de fragmentos de tecido, com sensibilidade maior que 95% (9). A
incluséo do tecido em um bloco de parafina permite que sejam analisadas diferentes secdes e
areas da lesdo, a fim de avaliar a resposta imunoldgica do hospedeiro e buscar células flngicas
tipicas.

Diferentes coloracbes podem ser utilizadas, inclusive a coloracdo basica de
hematoxilina-eosina (HE), que permite analisar as caracteristicas do tecido e detectar a presenca
de células fungicas. No entanto, coloracdes a base de prata, como a colora¢do de metenamina
de prata de Grocott-Gomori (ou GMS), sdo as mais Uteis para evidenciar as estruturas do fungo,
pois as impregnam fortemente com uma cor escura (Figura 14A). Outras coloracdes especiais
também podem ser utilizadas, como a do &cido periddico e reativo de Schiff (PAS), que cora
de magenta o protoplasma das células fungicas, através de uma reacdo com grupos agucar

presentes, enquanto a parede celular do fungo néo é corada (Figura 14B) (1,11,133).

com coloracéo de Grocott-Gomori (A) e PAS (B).
Fonte: Koehler et al. (2022) (96).

2.2.6.2 Diagnostico soroldgico

Os testes soroldgicos ja sdo utilizados ha varias décadas para auxiliar no diagndstico e
manejo clinico de pacientes com PCM (134), podendo ser usados para detec¢do de anticorpos
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ou antigenos circulantes em diversos fluidos biolégicos (1). Nesta revisdo, serdo discutidos
apenas métodos para detec¢do de anticorpos, devido a sua maior relevancia.

De acordo com as defini¢cdes do Consenso Brasileiro de Paracoccidioidomicose (8,135),
a deteccéo de titulos de anticorpos anti-Paracoccidioides ndo € o suficiente para confirmar um
caso de PCM, mas o torna provavel. Ademais, os testes sorolégicos podem ser utilizados para
classificar a severidade da doenca, além de monitorar a resposta ao tratamento e indicar a cura
do paciente (1). Existem diversos métodos soroldgicos baseados em antigenos e anticorpos para
diagnostico da PCM. Algumas das técnicas relevantes a serem citadas sao a imunodifuséo dupla
em gel de &gar (IDD), a contraimunoeletroforese (CIE), os imunoensaios baseados em enzimas
(ELISA), a técnica de western blotting e o teste de aglutinacdo do latex (teste LA) (9). Destes,
o0 teste mais utilizado é a IDD, pela sua simplicidade, por ndo necessitar de equipamentos de
maior custo e por apresentar bons resultados, com sensibilidade maior que 80% e especificidade
maior que 90% (8).

A IDD consiste basicamente no preparo de um meio gelificado, com a aplicacao de agar
sobre uma lamina de vidro. Apos a solidificacdo, sdo feitos orificios no agar, para permitir que
as amostras sejam adicionadas. Usualmente, o antigeno é adicionado no orificio central,
enquanto as amostras de soro sdo adicionadas nos orificios periféricos (Figura 15). Se a amostra
é positiva, o antigeno e o anticorpo se difundem no agar um em direcdo ao outro, até ocorrer a
precipitacdo do imunocomplexo, formando uma linha de precipitagdo. Com essa técnica,
também é possivel realizar a titulacdo do soro, que consiste na sua diluicdo em proporcées 1:2,
1:4,1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128 e assim por diante. Essas dilui¢cdes sdo aplicadas nos orificios
periféricos da ldmina com &gar, e o titulo de anticorpo corresponde a maior diluicdo onde
ocorreu linha de precipitacdo (136). O titulo de anticorpos na PCM apresenta correlagdo com a
gravidade do caso, apresentando-se mais elevado nas formas disseminadas e na forma clinica
aguda/subaguda (8). Casos falso-negativos podem ocorrer na IDD, principalmente em pacientes
severamente imunocomprometidos. Nesses casos, ndo ha anticorpos suficientes para precipitar
no teste. Apds um periodo inicial de tratamento, a imunidade é restaurada e o teste de IDD se
torna positivo (134).
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Figura 15. Teste de imunodifusdo dupla em gel de &gar (IDD).
Fonte: Hahn et al. (2022) (6).

Apesar de apresentarem bons resultados, a acuracia dos testes soroldgicos da PCM tem
grande variagdo. Por exemplo, apesar de usualmente apresentar boa sensibilidade, esta pode
variar de 65% a 100% nos testes de IDD (137). Além da variagcdo na acuracia, os testes
soroldgicos podem apresentar resultados discrepantes. Um estudo multicéntrico de seis centros
brasileiros de referéncia para diagndstico sorolégico da PCM demonstrou uma grande
discordancia de resultados entre eles. Em todos os centros, foram encontradas discordancias
consideraveis entre os titulos de anticorpos, as quais podem influenciar nas decisGes de
tratamento do paciente. Para compreender os motivos dessas discrepancias, foram analisadas a
técnica empregada e o tipo de antigeno utilizado, evidenciando-se que esses fatores, entre
possiveis outros, influenciam na acuracia dos resultados (138).

Um dos principais fatores que interferem na acuracia dos testes sorologicos é,
indubitavelmente, o antigeno utilizado. Para detec¢do de anticorpos, idealmente é necesséria a
utilizacdo de um antigeno que reaja com anticorpos de pacientes infectados com qualquer
especie do género Paracoccidioides, além de ter baixa reatividade com soro de pacientes com
outras doencas fungicas (139). Desde 1916, quando Moses propds o0 uso de uma preparagdo
antigénica baseada em um extrato salino de P. brasiliensis para diagnéstico sorologico da PCM
(140), uma ampla gama de antigenos ja foi proposta para esse fim. Entre estes, pode-se citar 0s
antigenos gp43, p27, gp70, hsp60 e hsp87 (10,141). Destes, o de maior relevancia é o gp43,

baseado em uma glicoproteina de 43.000 Da, que é o antigeno imunodominante e é considerado
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especifico para P. brasiliensis (134,142) (Figura 16). Essa molécula é secretada no meio
exocelular e seu gene foi o primeiro a ser completamente caracterizado em P. brasiliensis,
sendo denominado PbGP43 (143).

kDa

66 —

43 —

29 —

Figura 16. SDS-PAGE (do inglés sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis)
do exoantigeno de P. brasiliensis mostrando seu principal antigeno, a glicoproteina gp43, de
43.000 Da.

Fonte: Hahn et al. (2022) (6).

Apesar do gp43 ser o antigeno usual para diagnéstico da PCM, este é preparado de
maneiras diferentes em cada laboratorio, pois ndo existe um protocolo padrdo para sua
producédo. Diversos aspectos contribuem para essa variabilidade: o isolado fangico, o meio de
cultivo, o tamanho do in6culo, o tempo de incubagdo, entre outros (134). Até para um mesmo
isolado, as caracteristicas do antigeno podem variar, dependendo do numero de subcultivos ja
realizados, do meio utilizado e da fase de crescimento do cultivo (138,144). Isso leva a uma
variacdo na atividade e qualidade dos antigenos, comprometendo a acuracia dos testes (134).
Existem esfor¢os para padronizagdo, como o antigeno Ag7, preparado a partir de amostra de P.

brasiliensis, com grandes quantidades de gp43, alta sensibilidade, especificidade e acuracia
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(134). No entanto, a falta de padronizacdo segue sendo uma problemaética, tanto para o gp43
quanto para os outros antigenos que podem ser utilizados para o diagndstico da PCM.

Outra questdo, além do protocolo utilizado para producéo do antigeno, € sobre 0 seu uso
na forma bruta ou purificada. Uma metanalise dos testes imunoldgicos para diagnostico da PCM
verificou que a validade diagnoéstica dos testes utilizando antigenos brutos ou gp43 purificado
é semelhante, e que ambos apresentaram resultados satisfatérios (141). Porém, o uso de
antigenos brutos é relacionado com baixa especificidade dos testes, pois contém componentes
inespecificos com alta variabilidade, que podem reagir com soros de pacientes com outras
micoses sistémicas, como histoplasmose (6,10). Assim, h&d uma tendéncia em substituir o uso
de antigenos brutos por sua forma purificada ou produzida com proteinas recombinantes,
melhorando sua especificidade (1,145,146). Entretanto, essas técnicas sdo caras, o que limita
seu uso (1).

Além de todos os fatores ja elencados, outra problemaética no diagnéstico sorolégico da
PCM foram os avancos na caracterizacdo do género Paracoccidioides, com o reconhecimento
de a0 menos cinco espécies que causam a doenca (137). Ja foi verificado que, para P.
brasiliensis, P. americana e P. restrepiensis, 0 soro dos pacientes infectados com essas espécies
reage positivamente com antigenos produzidos a partir de qualquer uma delas, pois essas
espécies apresentam perfis de proteinas semelhantes, com predominio antigénico da
glicoproteina gp43 (147,148). O mesmo ndo ocorre para P. lutzii, cujos resultados dos testes
soroldgicos sdo usualmente falso-negativos quando utilizados antigenos de outras espécies do
género Paracoccidioides (147,149). Diferencas regionais nos testes sorologicos,
principalmente no soro de pacientes da regido Centro-Oeste do Brasil, local de maior ocorréncia
de P. lutzii, ja eram observadas antes mesmo da descricdo da espécie (149). Isso se deve,
principalmente, ao fato de os isolados de P. lutzii produzirem baixas quantidades de gp43;
entdo, pacientes infectados com isolados dessa espécie ndo apresentam anticorpos especificos
para esse antigeno (150). Assim, em regides de ocorréncia de P. lutzii, é fundamental a
utilizacdo de um antigeno especifico da espécie para o diagnostico sorologico. Portanto, ndo é
recomendado que seja utilizada apenas uma preparagdo antigénica, considerando a grande
variabilidade dos agentes etioldgicos da PCM (150).

Desde o reconhecimento de P. lutzii, diferentes antigenos vém sendo estudados para o
diagnostico de casos de PCM causados por essa espécie. Os seus principais antigenos sao seis
isoformas de uma enolase associada a superficie, com peso molecular na faixa de 54.000 Da
(151). Assim, é importante que essas moléculas estejam presentes em preparagdes antigénicas

para diagndstico da PCM (6). Ja foi proposto um preparo de antigeno cell-free (CFA) a partir
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de um isolado de P. lutzii. O CFA corresponde a moléculas que s&o secretadas a partir da parede
celular, se aderem na superficie da célula fungica e entdo séo liberadas durante o preparo do
antigeno. Esse antigeno apresentou bons resultados na imunodifusdo com soro de pacientes
com PCM causada por P. lutzii. Porém, com esse antigeno, ndo houve reacdo de soros de
pacientes infectados por P. brasiliensis (152). O ideal, para diagnostico da PCM, seria um
preparo antigénico capaz de reconhecer todas as espécies, considerando também que sua
distribuicdo geogréafica ndo € completamente esclarecida, podendo existir casos de P. lutzii em
regides onde ndo se sabe que essa espéecie ocorre. Um antigeno disponibilizado comercialmente,

o Paracoccidioides ID Antigen®, mostrou potencial de uso com casos de P. brasiliensis, P.

americana e P. lutzii, utilizando-se contraimunoeletroforese (139). Entretanto, foram estudadas
poucas amostras, sendo necessaria uma maior validacao.

Ressalta-se, por fim, que diferentes isolados de P. lutzii apresentam uma grande
variabilidade nos perfis de proteina/glicoproteina dos exoantigenos (20). Além disso, mesmo
em isolados de P. brasiliensis, ha variaces antigénicas que podem influenciar no diagndstico
da PCM (144,150). Portanto, a variabilidade antigénica do género Paracoccidioides ainda ndo

foi completamente esclarecida, evidenciando os desafios no diagnéstico sorolégico da PCM.

2.2.6.3 Comparacao entre os métodos diagndésticos usuais: micoldgico, citopatoldgico,
histopatoldgico e soroldgico

Um estudo, publicado em 2011, avaliou comparativamente a sensibilidade dos métodos
diagnosticos mais utilizados para a PCM, i.e.,, exame micoldgico direto, citopatologia,
histopatologia e sorologia. Nele, foram analisados os resultados dos testes em 401 pacientes
com PCM. A comparagéo dos testes realizados no mesmo paciente mostrou que a sensibilidade
apresenta a seguinte ordem: histopatologia > sorologia > citopatologia = exame micoldgico
direto. A especificidade ndo foi analisada comparativamente. Os autores concluiram que a
deteccdo de Paracoccidioides sp. por histopatologia, citopatologia ou exame micolégico direto,
associada a sorologia com IDD, é suficiente para o diagnostico da PCM em praticamente todos
0s casos (153).

Entretanto, os métodos diagnosticos usuais apresentam limitacGes, as quais foram
discutidas nas secOes acima. Dessa forma, outras tecnologias podem ser utilizadas, a fim de

superar essas limitacdes e aprimorar o diagnostico da PCM.
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2.2.6.4 Outras tecnologias para diagndéstico

2.2.6.4.1 Diagnostico molecular

O diagnostico molecular baseia-se na deteccdo de material genético do agente etioldgico
em amostras clinicas (11). A deteccgdo e identificacdo de Paracoccidioides spp. pode ser feita
em diferentes materiais: isolados do fungo em cultivo (154,155), fluidos biolégicos (156,157),
biopsias preservadas em blocos de parafina (158,159), amostras de solo (41), entre outros que
contenham células fungicas. A principal técnica utilizada € a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), com amplificacdo de uma sequéncia-alvo no DNA. Para o diagndstico molecular da
PCM, ja foram propostos diversos métodos baseados na PCR e suas varia¢fes, como nested
PCR, semi-nested PCR, duplex PCR, PCR em tempo real (qPCR), RAPD (do inglés Random
Amplified Polymorphic DNA), PCR-RFLP (do inglés Restriction Fragment Length
Polymorphism), e LAMP (do inglés Loop-Mediated Isothermal Amplification) (1,6). Outros
métodos utilizados sdo a analise por sequéncias multilocus (MLSA) (160) e o sequenciamento
completo do genoma (26). Entretanto, essas duas Ultimas técnicas sdo realizadas apenas com
DNA extraido de culturas, o que limita sua aplicacdo clinica, tendo maior relevancia para a
taxonomia do género Paracoccidioides (11).

Assim, a depender da técnica molecular empregada e da amostra utilizada, os dados
podem ser relevantes do ponto de vista clinico, taxonémico, epidemioldgico ou ecoldgico,
fornecendo informacBes acerca da distribuicdo geografica das espécies do género
Paracoccidioides (1). As cinco espécies reconhecidas nao apresentam diferencas morfologicas;
assim, apenas com métodos moleculares € possivel realizar sua identificacdo. Entretanto, a
maior parte dos métodos moleculares foram propostos antes do reconhecimento das cinco
espécies e, assim, permitem apenas uma identificacdo parcial dos isolados de Paracoccidioides
(6). Dentre os métodos que consideram a variabilidade genética do género Paracoccidioides, a
maioria permite a diferenciagdo do “complexo” de P. brasiliensis (formado por essa espécie e
P. americana, P. restrepiensis e P. venezuelensis) e P. lutzii (6). Para fins de informacdes
epidemioldgicas, a diferenciacdo de todas as espécies € importante. Porém, para diagnostico, a
diferenciacdo do complexo de P. brasiliensis e P. lutzii € o ideal, principalmente considerando
as diferencas antigénicas discutidas na secéo anterior (159).

Para fins diagndsticos, ja foram propostos alguns métodos para diferenciagdo do
complexo de P. brasiliensis de P. lutzii. Destaca-se a metodologia desenvolvida por Pinheiro
et al. (159), na qual foi utilizada PCR multiplex para realizar essa diferenciacdo em varias
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amostras, com énfase para escarro, lavado broncoalveolar, liquido cefalorraquidiano e tecido
de bidpsia fresco, demonstrando seu potencial de aplica¢do na préatica clinica. Entretanto, como
principal limitacdo, os métodos moleculares ndo estdo disponiveis rotineiramente para
diagnostico da PCM, principalmente devido ao seu alto custo e necessidade de profissionais
especializados (1). Ademais, muitos dos métodos foram desenvolvidos apenas a partir de DNA
extraido de isolados em cultivo, e ndo de amostras de pacientes, como bidpsias e fluidos (6).
Isso limita sua aplicacao clinica, considerando que os cultivos podem levar mais de trés semanas
para apresentar crescimento. Assim, os métodos moleculares na PCM ainda estdo limitados
primariamente a centros de pesquisa, com fins mais taxonémicos e epidemiolégicos do que

diagndsticos.

2.2.6.4.2 Espectrometria de massa MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization-Time of Flight)

A espectrometria de massa MALDI-TOF se baseia na geragdo de espectros de proteinas
a partir de células inteiras ou de material intracelular extraido (11). Clinicamente, a técnica tem
diversas aplicacdes, como diagnostico de infecces bacterianas, virais ou fungicas a partir de
amostras clinicas. Porém, seus principais desenvolvimentos ocorreram na area de bacteriologia,
na qual apresenta diferentes usos, desde diagnostico, identificacdo, tipagem e deteccdo de
resisténcia aos antibioticos (161). Na area de micologia, MALDI-TOF j& é consagrada para
identificacdo de leveduras, principalmente do género Candida (162). A técnica ja foi proposta
também para identificacdo de alguns fungos filamentosos, como Aspergillus, Fusarium e
diversos géneros de fungos dermatdéfitos e dematiaceos (163).

Em relacdo a paracoccidioidomicose, a espectrometria de massa MALDI-TOF ja foi
utilizada para identificar 22 isolados de Paracoccidioides sp., a partir de proteinas extraidas das
células leveduriformes. Foi realizada com sucesso a diferenciacdo de P. brasiliensis e P. lutzii,
no entanto, sem separacao das especies do complexo de P. brasiliensis (164). Apesar de ter
obtido sucesso na identificacdo, esta foi realizada a partir de amostras cultivadas do fungo, e
ndo diretamente de amostras clinicas, o que adiciona semanas para a obtengdo do diagndstico.

Assim, a aplicacao clinica de MALDI-TOF no diagndstico da PCM ainda é limitada.
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2.2.6.4.3 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) ja foi proposta
para caracterizacdo e identificacdo de Paracoccidioides sp. e para diagndstico da PCM. Como
faz parte da tematica principal desta tese, a espectroscopia FTIR sera discutida em detalhes em

uma secdo propria (se¢do 2.3).

2.2.6.5 Definicéo de caso

De acordo com o Consenso Brasileiro em Paracoccidioidomicose, que orienta 0 manejo
clinico da doenca no Brasil, deve-se seguir as seguintes orientacdes para defini¢do dos casos de
PCM (8,135):

e Caso suspeito: paciente com uma ou mais das seguintes manifestacdes clinicas,

durante pelo menos quatro semanas, ja excluidos os diagndsticos diferenciais:

- Tosse com ou sem expectoracgdo e dispneia;

- Sialorreia, odinofagia, rouquidao;

- Les&o ulcerada na mucosa nasal ou oral,

- Les0es cutaneas caracteristicas;

- Adenomegalia cervical ou generalizada;

- Crianca ou adulto jovem com hepatoesplenomegalia e/ou tumoracgdo abdominal.

e Caso provavel: paciente com manifestacGes clinicas caracteristicas da PCM e com
titulos de anticorpos anti-Paracoccidioides, detectados preferencialmente por
imunodifuséo dupla quantitativa ou contraimunoeletroforese.

e Caso confirmado: paciente com manifestagdes clinicas caracteristicas da PCM e em
cuja secrecdo, fluido corporal ou material de lesdo é observada a presenca de
elementos flangicos sugestivos de Paracoccidioides sp., através de exame

micoldgico direto, histopatologia ou isolamento em cultivo.

2.2.7 Tratamento

Os fungos do género Paracoccidioides sdo sensiveis a maioria dos antifingicos
sistémicos e, assim, existem diversas opg¢des para o tratamento da PCM, incluindo derivados
sulfamidicos, derivados azélicos, anfotericina B e terbinafina (8). A Figura 17 mostra 0s
principais eventos historicos relacionados ao tratamento da PCM, com a ordem cronoldgica de
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utilizacdo de diferentes farmacos. Os primeiros tratamentos para a PCM foram propostos a
partir de 1940, com os derivados sulfamidicos (sulfonamidas). Inicialmente, foi utilizada a
sulfapiridina, mas diversos outros compostos ja foram utilizados, como a sulfadiazina (alta taxa
de excrecdo), a sulfametoxipiridazina (baixa taxa de excrecdo) e a sulfadoxina (muito baixa
taxa de excrecdo), a depender da severidade do caso (165,166). As sulfonamidas agem
blogueando a sintese do acido félico e, consequentemente, impedindo a sintese de DNA e o
crescimento fungico (167). Atualmente, as sulfas sdo utilizadas no tratamento da PCM pela
combinacdo de sulfametoxazol e trimetoprima (cotrimoxazol), que passou a ser utilizada a

partir de 1973 e atua de forma sinérgica no blogueio da sintese de DNA flngico (167).

PCM é relatada I Consenso Brasileiro
por Adolpho Lutz Anfotericina B Cotrimoxazol Itraconazol Voriconazol  em Paracoccidioidomicose

1908 ?ﬁ?&?&?ﬂ%@&
Sulfapiridina A doenca foi nomeada no Cetoconazol Terbinafina | Consenso Brasileiro
Primeiro Simpdsio Pan- em Paracoccidioidomicose

Americano
de Paracoccidioidomicose

Figura 17. Eventos historicos importantes relacionados ao tratamento da
paracoccidioidomicose (PCM).
Fonte: autoria propria, adaptado de Silva et al. (2020) (165).

Posteriormente as sulfonamidas, foi introduzido em 1958 o tratamento da PCM com a
anfotericina B, que atua se ligando ao ergosterol da membrana celular e alterando a
permeabilidade da célula (165). No entanto, seu uso é limitado a casos severos e disseminados,
devido a alta toxicidade. Novas formulacBes ja foram propostas para reducdo dos efeitos
colaterais, como anfotericina B lipossomal, em complexo lipidico e em dispersdo coloidal.
Entretanto, seu custo € muito elevado, o que também limita o uso (167). Com o
desenvolvimento dos derivados azolicos, a partir da década de 1970, diversos novos
antifungicos passaram a ser utilizados no tratamento da PCM, com as vantagens de menor
toxicidade e menores taxas de recidiva (167). Esses compostos agem impedindo a sintese do

ergosterol, ao inibir a enzima lanosterol 14a-desmetilase (165). Alem dos derivados azélicos,
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uma alternativa de tratamento que também atua sobre a sintese do ergosterol, ao inibir a enzima
esqualeno epoxidase, € a terbinafina (165).

Na prética clinica, os medicamentos mais utilizados no tratamento da PCM sdo o
itraconazol, o cotrimoxazol (sulfametoxazol + trimetoprim) e a anfotericina B. O Consenso
Brasileiro em Paracoccidioidomicose, publicado inicialmente em 2006 e atualizado em 2017,
indica o itraconazol como medicamento de escolha em casos de PCM leves a moderados,
seguido pelo cotrimoxazol. Para formas graves, indica-se a anfotericina B lipossomal ou em
complexo lipidico (8,135). Ressalta-se que essas indicacdes de tratamento ndo sdo baseadas em
ensaios clinicos randomizados pois, até 0 momento, foram realizados apenas dois estudos desse
tipo para a PCM (168,169). De acordo com uma revisdo sistemética da Cochrane, 0 nimero
pequeno de participantes e o periodo curto de seguimento, em ambos os estudos, impede
conclus6es definitivas acerca do tratamento mais adequado para a PCM (167).

Apesar das diferentes op¢cdes de medicamentos, existem algumas problematicas
relacionadas ao tratamento da PCM. Uma delas é a aderéncia ao tratamento, que ja foi analisada
em 184 pacientes com PCM, dos quais apenas 82 (44,6%) apresentaram adesdo ao tratamento
(170). Apesar de terem sido utilizados apenas critérios subjetivos (comparecimento as consultas
durante o periodo de acompanhamento, confirmacédo da retirada do medicamento na farmacia
e relato de administracdo de pelo menos 80% das doses de antifingicos), esse dado é
preocupante, pois mostra uma baixa adesdo. Um dos principais motivos é a longa duracdo do
tratamento, que vai de 9 a 18 meses para o itraconazol e de 18 a 24 meses para 0 cotrimoxazol
(8). Quando ocorre o desaparecimento dos sintomas, muitos pacientes se consideram curados e
deixam de completar o tratamento, assim como ocorre para outras doencas cronicas infecciosas
de tratamento prolongado, como a tuberculose. Isso pode causar muitos problemas, como a
progressdo da doenca, um maior risco de recidivas e a geracdo de microrganismos resistentes
(170).

Em Paracoccidioides spp., ja foram descritos genes homologos a genes relacionados a
resisténcia aos antifungicos azolicos em Candida albicans, Aspergillus spp. e Saccharomyces
cerevisiae. Assim, é possivel que esses genes em Paracoccidioides spp. desempenhem um
papel semelhante, alertando para o risco de surgimento de isolados resistentes (171). Para
verificar uma possivel resisténcia, € util a realizacdo de testes de suscetibilidade in vitro. No
entanto, esses testes ndo sdo usualmente realizados para Paracoccidioides spp., devido a falta
de padronizacéo e as peculiaridades na realizacdo dos testes com um fungo dimorfico (172).
Além disso, ndo existem pontos de corte definidos para determinagdo de suscetibilidade e

resisténcia em Paracoccidioides spp., 0 que limita a interpretacao dos resultados (173). Apesar
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disso, nos estudos ja realizados, em geral, a maior parte dos antifungicos apresenta boa agéo in
vitro contra isolados do fungo (172-175). Entretanto, casos esporadicos de resisténcia in vitro
e in vivo sdo relatados, como para cotrimoxazol e cetoconazol (176), 0 que ressalta a
necessidade de atencéo para possiveis falhas no tratamento.

Considerando os desafios no tratamento da PCM, diversas pesquisas indicam o
potencial de diferentes compostos sintéticos, semissintéticos, derivados de plantas e de
microrganismos para o tratamento da PCM. Apesar de mostrarem resultados promissores para
alguns compostos, falta uma continuidade para 0s proximos estadgios do processo de
desenvolvimento de novos farmacos, como testes clinicos. Assim, mesmo que novos compostos
com potencial contra Paracoccidioides spp. sigam sendo descritos, ainda ha uma lacuna para
gue os mesmos tenham utilidade clinica (177). Além de novos farmacos, também existem
esforcos para o desenvolvimento de estratégias imunoterapéuticas, com vacinas para proteger
populacbes expostas a PCM ou para auxiliar no tratamento antifungico, reduzindo as doses
necessarias e a duracdo da terapia (178,179). Entretanto, esses estudos também se encontram

nas fases iniciais de desenvolvimento.

2.2.7.1 Critério de cura

Os critérios de cura da PCM sdo embasados em parametros clinicos, micolégicos,
radiologicos e imunolégicos (1,8):

e Critérios clinicos: auséncia ou regressao dos sinais e sintomas da doenca. E importante
diferenciar os sinais e sintomas decorrentes de sequelas, que ocorrem principalmente
nos pulmdes, no sistema linfatico, nas glandulas adrenais e no sistema nervoso central;

o Critérios micologicos: negativagdo do exame micologico direto em amostras clinicas do
paciente que previamente apresentavam o fungo;

e Critérios radiologicos (em casos com manifestacdes pulmonares): estabilizacdo do
padrédo das imagens radiologicas pulmonares, com indicativos da cicatrizacéo e fibrose
das lesbes nos pulmdes;

e Critérios imunologicos: utilizando-se IDD, espera-se a negativacdo do titulo de

anticorpos ou a sua estabilizagdo em titulos baixos (soro ndo diluido ou na dilui¢do 1:2).

Considera-se um paciente aparentemente curado quando 0s quatro critérios acima sdo
mantidos pelo periodo de dois anos, sem administracio de tratamento complementar. E

utilizado o termo ‘“cura aparente” e ndo apenas “cura”, pois nao € possivel confirmar a
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erradicacdo completa do fungo, podendo permanecer focos com células fungicas latentes

mesmo apos a realizacdo eficaz do tratamento (1).

2.3 Espectroscopia no infravermelho
2.3.1 Aspectos gerais

Espectroscopia € definida como a interacdo de qualquer tipo de radiacdo
eletromagnética com a matéria. O espectro eletromagnético é dividido em diferentes regides,
de acordo com o comprimento de onda e a frequéncia (Figura 18). A luz visivel é apenas uma
pequena porcao do espectro eletromagnético. A sua esquerda, estdo os tipos de radiacdo com
maior comprimento de onda e frequéncia mais baixa: radiacdo infravermelha, micro-ondas e
ondas de radio. Ja a sua direita, estdo os tipos de radiacdo com menor comprimento de onda e
frequéncia mais alta: ultravioleta (UV), raios X e raios gama. Essas radiacbes com maior

frequéncia e, consequentemente, maior energia, sdo prejudiciais aos organismos Vivos

(180,181).
Tipo de Radiagdo  Radio Microondas hmvememo Visivel  Ultraviolketa Raios X Ralos Gama
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Figura 18. O espectro eletromagnético.
Fonte: adaptado de Marti, Gonzalez (181).

As diferentes formas de radiagdo interagem com atomos e moléculas, e a espectroscopia
estuda essa interacdo (Figura 19). A espectroscopia no infravermelho € um tipo de
espectroscopia vibracional, que ocorre com o acoplamento do campo elétrico oscilante da
vibracdo molecular e o da radiacdo incidente. A técnica pode ser realizada em diferentes faixas:

infravermelho préximo (NIR), na faixa de 12500 a 4000 cm™*; infravermelho médio (MIR), na
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faixa de 4000 a 400 cm™; e infravermelho distante (FIR), na faixa de 400 a 20 cm™. A regi&o
do MIR ¢ a de maior interesse, principalmente para analise de amostras bioldgicas, pois inclui

as regides representativas de lipidios, proteinas, carboidratos e acidos nucleicos (12,182,183)
(Figura 20).

TIPO DE RADIAGCAO TRANSICOES DE ENERGIA
RAIOS X Quebra de ligacbes
ULTRAVIOLETA/VISIVEL Eletronica
INFRAVERMELHA Vibracional
MICRO-ONDAS Rotacional

RADIOFREQUENCIAS Spin nuclear (ressonancia magnética nuclear)
Spin eletrénico (ressonancia de spin eletronico)

Figura 19. Tipos de interacdo da matéria com cada regido do espectro eletromagnético.
Fonte: adaptado de Pavia et al. (2015) (182).
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Figura 20. Regides da radiacdo infravermelha: infravermelho proximo (NIR), infravermelho
médio (MIR) e infravermelho distante (FIR). E dado destaque para a regido de MIR, pela sua
relevancia em andlises bioldgicas.

Fonte: Balan et al. (2019) (12).

Conforme pode ser visto na Figura 20, quando se trata da radiacdo na regido do
infravermelho vibracional, geralmente se usa a unidade numero de onda, em vez de
comprimento de onda. Os niimeros de onda sdo expressos em centimetros reciprocos (cm™) e
sdo determinados calculando-se o reciproco do comprimento de onda respectivo. Assim, a faixa
do MIR, de 4000 a 400 cm™, corresponde a comprimentos de onda de 2,5 a 25 pm. E preferivel
a utilizacdo de nimero de onda pois essa unidade € diretamente proporcional a energia, ou seja,
quanto maior o nimero de onda, maior a sua energia (182).

Quase todos os compostos com ligagdes covalentes absorvem diferentes frequéncias da
radiacdo no infravermelho. A absorcdo ocorre nas frequéncias da radiacdo que equivalem as
frequéncias vibracionais naturais de uma determinada molécula. Porém, em alguns casos,
mesmo que as frequéncias sejam iguais, ndo ocorre absorcao, pois ela depende de vibracbes
moleculares que resultam numa alteracdo do momento dipolar. Ligacdes simétricas, como H»
ou Clo, ndo absorvem radiagdo no infravermelho, pois seu momento dipolar € nulo. Assim,

apenas ligacbes com momento dipolar que mude na mesma frequéncia da radiagdo apresentam
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absorcéo no infravermelho. Os tipos mais simples de movimentos vibracionais que dao origem
a absorcdes sdo 0os modos de estiramento e deformacao angular, como pode ser visto na Figura

21 para um grupo metileno (182).

‘\\ C/ H \\\ / H \,
C
/ iH / 5 H 7
Estiramento simétrico Scissoring Wagging
(~2853 cm™) (~1450 cm™") (~1250 cm~")
N o, H Sia, P H ,5
o e
- Z | 7
\
Estiramento assimétrico Rocking Twisting
(~2926 cm™") (~720 cm™") (~1250 cm™)
NO PLANO FORA DO PLANO
VIBRAGOES DE ESTIRAMENTO VIBRAGOES DE DOBRAMENTO

Figura 21. Modos normais de vibracdo de estiramento e de dobramento de um grupo metileno.
Fonte: Pavia et al. (2015) (182).

Como a absorc¢do do infravermelho ocorre na frequéncia natural de vibracdo de cada
ligacdo, e que tipos idénticos de ligagcdes em diferentes compostos ndo vibram de maneira igual,
0s padrdes de absorcdo no infravermelho séo Unicos para cada molécula. Esses padrdes de
absorcdo sdo representados nos espectros infravermelhos, e esses funcionam como uma
“impressdo digital” para cada molécula e, consequentemente, cada amostra (182,183).
Conforme pode ser visto na parte inferior da Figura 20, as absorc¢des para cada tipo de ligagédo
ocorrem em determinadas faixas do espectro infravermelho (182). Essas ligagOes podem ser
atribuidas a macromoléculas presentes em amostras bioldgicas, como lipidios, proteinas e
acidos nucleicos. Portanto, a espectroscopia no infravermelho fornece informacgbes da
composic¢do de diferentes amostras biologicas.

O instrumento utilizado para obtencdo dos espectros de absor¢do no infravermelho € o

espectrometro (ou espectrofotobmetro) de infravermelho. Os primeiros espectrémetros
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desenvolvidos foram os do tipo dispersivo, nos quais o feixe de radia¢éo no infravermelho passa
por um monocromador. Assim, cada comprimento de onda atinge a amostra um por vez, o que
torna o tempo de varredura longo (em torno de 15 minutos por amostra). Os espectrémetros
mais modernos sdo 0s que apresentam transformada de Fourier. Neles, é utilizado o
interferdometro de Michelson que, de forma resumida, permite que a amostra receba ao mesmo
tempo todos os comprimentos de onda do espectro no infravermelho. Assim, a varredura do
espectro é feita de forma muito mais rapida. Entretanto, o sinal gerado é um interferograma, um
sinal complexo que mede intensidade de absorcdo versus tempo. Para transforma-lo em um
espectro padrdo (intensidade versus nimero de onda), igual ao produzido pelos espectrometros
dispersivos, é realizada pelo computador uma opera¢cdo matematica conhecida por transformada
de Fourier (Figura 22). Outras vantagens do espectrometro com transformada de Fourier é a
melhora da razdo sinal/ruido e 0 aumento da sensibilidade. A espectroscopia no infravermelho
que utiliza esse tipo de espectrometro é chamada de espectroscopia FTIR (do inglés Fourier
transform infrared spectroscopy) (182,183).

Espectrometro

1. Fonte 2. Interferémetro

4000 3500 8000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)

Interferograma ESPECTRO
i 5. Computador

4. Detector .

Figura 22. Esquema do processo instrumental para obtencdo de espectros no infravermelho.
Fonte: adaptado de Thermo Nicolet (184).

Existem diferentes modos de amostragem nos espectrometros de infravermelho, que se
referem a forma como a radiagdo no infravermelho incide na amostra. Dentre 0s principais,
cita-se a transmissao e a reflexdo. Na transmisséo, a radiacdo atravessa a amostra e, portanto,
quase sempre € necessario 0 seu preparo. Apenas amostras muito finas, com menos de 15 pm,

podem ser analisadas por transmissdo sem nenhum preparo prévio. Para liquidos, € preciso
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colocé-los em celas de substancias idnicas, usualmente cloreto de sdédio ou brometo de potassio,
pois vidro e pléstico apresentam muita absorcao na regido do infravermelho médio e impedem
a amostragem. Para amostras solidas, existem diferentes maneiras de preparo, mas usualmente
este é feito moendo a amostra e a incluindo em pastilhas de brometo de potassio, ou a
transformando em amostra liquida, tanto suspendendo a amostra moida em Oleo mineral
(Nujol), ou a dissolvendo em um solvente. J& na reflexdo, a radiacdo sé interage com a
superficie da amostra (182,183,185). Aqui, serd dada énfase para 0 método de reflexdo chamado
reflectancia total atenuada (ATR), pela sua popularidade e também por ser o modo de
amostragem escolhido para a metodologia desta tese.

A popularidade da ATR se deve ao fato de que € um método répido e ndo-destrutivo,
pois ndo requer nenhuma preparagao da amostra. Esse método envolve a utilizacdo de um cristal
que apresente alto indice de refracdo e propriedades excelentes de transmissdo do
infravermelho, podendo ser de diferentes materiais, como diamante, seleneto de zinco (ZnSe)
e germanio. A amostra é colocada sobre o cristal e, no caso de amostras sélidas, precisa ser
pressionada para manter um bom contato com o mesmo (Figura 23). A radiacdo é direcionada
pelo equipamento para incidir em um angulo especifico no cristal, fazendo com que seja
totalmente refletida em sua superficie interna. Nessas reflexdes, o feixe de luz penetra na
camada da superficie da amostra posicionada sobre o cristal. Nesse contato, o feixe perde
energia nos comprimentos de onda que sdo absorvidos pela amostra e, por esse motivo, 0
método € chamado de reflexdo total atenuada (a radiacdo é atenuada nos comprimentos de onda
absorvidos pela superficie da amostra). Assim, a ATR é um método de amostragem muito util
para analisar amostras liquidas e s6lidas em seus estados naturais e, no caso de amostras sélidas,

nédo ha limitagbes quanto a sua espessura (182,183,185,186).

Cristal ATR

Radiagao Raio em direcdo
infravermelha ao detector

Figura 23. Esquema da espectroscopia no infravermelho por reflectancia total atenuada (ATR).
Fonte: Souza, 2009 (186).
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Independentemente do modo de amostragem, a partir da leitura das amostras em um
espectrometro no infravermelho é gerado um espectro. O espectro corresponde as posi¢Ges e
intensidades de todas as absor¢6es da amostra na regido do infravermelho (182). Usualmente,
é representado no eixo X com os niimeros de onda (de 4000 a 400 cm, no caso de MIR) e no
eixo Y com a absorbancia, ou seja, a quantidade de energia que a amostra absorveu em
determinado ndmero de onda (Figura 24). As amostras bioldgicas em geral sdo complexas,
compostas de uma grande diversidade de proteinas, lipidios, acidos nucleicos e carboidratos
(12). Para essas amostras, a regido mais importante é a conhecida como regido de fingerprint
(“impressdo digital”), de 1540 a 600 cm™, e a regido da amida | e amida I1, de 1700 a 1500 cm"
! Regides com nlimeros de onda maiores, principalmente de 3500 a 2550 cm™, estdo associadas
com vibrag6es de estiramento como S-H, C-H, N-H e O-H, com absorcéo de lipidios. Ja regides
com numeros de onda menores estdo relacionados principalmente com vibragdes de
dobramento e vibracGes do esqueleto de carbono (185). Assim, o espectro de amostras
bioldgicas pode ser dividido em quatro principais regifes (187) (Figura 24):

3050-2800 cm-: grupos -CH> e -CHj3 de acidos graxos e proteinas;

1800-1700 cm™: vibragdes de estiramento de C=0, principalmente de ésteres de lipidios;
1700-1500 cm™*: modos de C=0, N-H e C-N de amida I e Il, de proteinas;

1225-1080 cm™: vibragdes de fosfato de acidos nucleicos;

1200-900 cm*: absor¢éo de carboidratos.
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Figura 24. Espectro tipico de uma amostra bioldgica, com destaque para a regido de maior
relevancia, mostrando as atribui¢des biomoleculares dos picos.
Fonte: adaptado de Baker et al. (2014) (185).

Como pode ser visto na Figura 24, é possivel fazer uma andlise visual dos espectros a
partir do conhecimento de quais grupos funcionais absorvem em quais nimeros de onda. Esse
conhecimento pode ser obtido a partir de tabelas de correlacdo ou bancos de dados de espectros
de referéncia, disponiveis comercialmente como uma colecdo de espectros de compostos
quimicos puros (12,182). Além disso, também ja existe uma grande quantidade de literatura
acerca de espectros no infravermelho de amostras bioldgicas (187). Entretanto, a analise visual
é limitada e, assim, sdo utilizadas ferramentas matemaéticas para extrair o0 maximo de

informacdes que os espectros no infravermelho podem fornecer.

2.3.2 Analises quimiométricas

2.3.2.1 Aspectos gerais e preparacdo dos dados

As ferramentas matemadticas utilizadas para “lapidar” os dados fornecidos pela

espectroscopia no infravermelho sdo chamadas em conjunto de quimiometria. A quimiometria
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é a aplicacdo de métodos estatisticos e matematicos a problemas de origem quimica, sendo
necessaria para extrair as informac@es de interesse da grande quantidade de dados gerados pela
espectroscopia (Figura 25) (188). Assim, as analises quimiométricas permitem a obtencdo de
resultados confiaveis e significativos a partir dos espectros (189). Elas sdo utilizadas para
qualquer dado complexo de origem quimica; entretanto, nessa revisdo, serd dado enfoque para
0 uso da quimiometria em dados originados da espectroscopia vibracional, especialmente

espectroscopia FTIR na regido MIR.

QUIMIOMETRIA

QUIMICA MATEMATICA

Figura 25. Quimiometria: juncéo de dados de origem quimica com a matemaética e a estatistica.
Fonte: autoria propria, elaborado a partir de Ferreira, 2015 (188).

Para as andalises quimiométricas, 0s espectros sao organizados em um arranjo de linhas
e colunas, onde cada linha corresponde a uma amostra e cada coluna corresponde a uma variavel
(no caso da espectroscopia FTIR, os numeros de onda e suas respectivas absor¢des para cada
amostra) (Figura 26). Destaca-se que alguns softwares utilizam sua versao transposta, com as
variaveis nas linhas e as amostras nas colunas. Essa tabela é chamada de matriz X e é a partir

dela que as anélises quimiomeétricas séo realizadas (188).
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VARIAVEL 1 | VARIAVEL 2

AMOSTRA 1 0,2358 0,5268
AMOSTRA 2 0,2456 0,5789
AMOSTRA 3 0,2431 0,5143

Figura 26. Exemplo de organizacédo dos dados de espectroscopia FTIR em uma matriz X, com
as amostras nas linhas e as varidveis nas colunas.

Fonte: autoria propria.

Antes das analises propriamente ditas, é fundamental realizar o pré-tratamento dos
dados. Essa etapa é realizada para reduzir variacdes indesejaveis dos espectros, que nao serdo
eliminadas naturalmente durante as analises e que podem influenciar nos resultados (188). O
pré-tratamento é usado, por exemplo, para corrigir a linha de base, a dispersdo da luz e
diferencas na espessura e concentracdo das amostras, e remover ruidos dos espectros. Esses
fendmenos podem ser causados pela natureza da prépria amostra ou pelo modo de seu preparo
para analise, pelo instrumento ou pelo modo de amostragem (190). Independentemente da
causa, eles sdo fonte de variagdes irrelevantes entre as amostras, que podem prejudicar as
analises posteriores e, portanto, devem ser removidas ou minimizadas. Cabe destacar, porém,
que as técnicas de pré-processamento podem gerar correlacdes entre essas informacdes
irrelevantes. Assim, seu uso deve ser realizado com cuidado e parcimodnia (189). O pré-
tratamento dos dados pode tanto ser aplicado as amostras (nesse caso, as técnicas sdéo chamadas
de “transformacdo”) quanto as varidveis (nesse caso, as técnicas sdo chamadas de “pré-
processamento”) (188).

Abaixo, serdo descritos brevemente alguns métodos de transformacéo, aplicados as
amostras (linhas da matriz X), nos quais cada amostra é pré-tratada individualmente, sendo
usada a mesma regra para todas elas (188). Cada método é utilizado para determinados
problemas encontrados nos espectros, sendo que alguns dos métodos podem ser utilizados para
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diferentes problemas. Destaca-se que ndo existe um padréo para sua aplicacdo, e os métodos

usualmente s&o escolhidos baseando-se em problemas visuais detectados nos espectros (185)
(Figura 27 e Figura 28):

Correcdo da linha de base: podem ocorrer distor¢des da linha de base devido a
absorcoes interferentes de fundo. Existem diversas técnicas para essa correcdo, e muitas
delas ja estdo presentes nos proprios softwares dos espectrdmetros, como a corre¢éo de
rubber-band, a correcdo polinomial e o filtro de Whittaker (189);

Correcao da dispersao da luz: a dispersdo da luz ocorre quando existem na amostra
particulas com tamanhos diferentes, especialmente particulas menores que o
comprimento de onda que esta sendo utilizado. Isso altera a absorbancia da radiagéo de
maneira sistematica, afetando o eixo y. As técnicas mais utilizadas para sua correcao
sdo a correcdo multiplicativa de espalhamento (MSC) e a padronizac¢do normal de sinal
(SNV) (189);

Correcao de diferencas na espessura e concentracéo das amostras: as diferencas na
espessura e concentracdo das amostras podem inserir variacoes espectrais irrelevantes
entre as amostras, mascarando as variagdes bioquimicas de interesse. Para minimizar
essas diferencas irrelevantes, sdo utilizadas as normalizacGes, onde o conjunto de dados
é dimensionado de acordo com um critério especifico (190). Esse procedimento deve
ser realizado apenas quando necessario e com cuidado, pois pode mascarar bandas
discriminantes dos espectros. Os tipos mais comuns sdo a normalizacdo pela banda da
amida | e a normalizacdo vetorial. A primeira pode ser realizada quando a banda de
amida | ndo € uma caracteristica discriminante entre as classes das amostras, e a segunda
é realizada quando essa informagdo ndo é conhecida, mas ainda assim é necessario
corrigir os espectros (189);

Remocdo de ruidos: para remover ruidos aleatorios dos espectros, a técnica mais
utilizada é o alisamento pelo método de Savitzky-Golay. Frequentemente, essa técnica
é usada em conjunto com a aplicagdo da primeira ou segunda derivadas dos espectros.
As derivadas podem ser utilizadas para corrigir dispersao da luz e distor¢des da linha de
base, além de serem Uteis para destacar pequenas diferencas entre 0s espectros das
amostras. Entretanto, as derivadas devem ser utilizadas com cuidado, para ndo criar

ruidos nos espectros e ndo introduzir correlagdes entre o ruido espectral (189);
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Figura 27. Efeito dos diferentes tipos de pré-processamento em espectros de infravermelho.
Fonte: adaptado de Morais et al. (2020) (189).

73



Distorc3oda linha de base oudispers3oda luz 12derivada
0.02

0.3
0.25 0.01
§ '2 %a
L
3 mp: °
g 0.15 g
o
z g4 -0.01
0.05 s —0.02
o -
1800 1600 1400 1200 1,000 1,800 1600 1,400 1200 1,000
Numero de onda (cm-‘) Numero de onda (cm-i)
Distorc3o da linha de base oudispers3oda luz %107 22derivada
6
0.3 a
0.25
5 g |
& 02 c
5 mp
g 0.15 & !
< 01 S -2
0.05 -
0 : - -6
1,800 1,600 1,400 1,200 1,000 1,800 1600 1,400 1,200 1,000
Numero de onda (cm_') Numero de onda (cm_1)
Dispers3oda luz MSC
0.6
0.5 0.25
.g 0.4 -g 7
[= Ll et
® 03 ‘ 8
; 3
202 0.15
0.1 x
0 = 0.1
1,800 1600 1400 1,200 1,000 1,800 1600 1400 1,200 1,000
NUmero de onda (cm-1) NUmero de onda (cm—‘)
Dispers3oda luz SNV
0.6 4
0.5 3
m 04 =2
= g
| 03 m ;o
2
3 0.2 20
0.1 -1
0= -2
1,800 1,600 1,400 1,200 1,000 1,800 1600 1,400 1200 1,000

NUmero de onda (cm_i) Numerc de onda (cm_')

Figura 28. Efeito dos diferentes tipos de pré-processamento em espectros de infravermelho
(continuacao da Figura 27).
Fonte: adaptado de Morais et al. (2020) (189).
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Outro método relevante de transformacao é a correcdo ortogonal de sinal (OSC). Esse
método de pré-tratamento tem como objetivo principal melhorar a capacidade preditiva de
modelos de calibracdo e, portanto, € muito Gtil para analises com fins diagnosticos (188). Ele
remove dos dados espectrais (chamados de matriz X) as informacdes que ndo sdo
correlacionadas com a propriedade de interesse (chamada de matriz Y) a ser predita a partir dos
espectros (191). Isso é realizado através da ortogonalizacdo, garantindo que a informacéo
removida da matriz X é matematicamente ortogonal a matriz Y (188).

J& os principais métodos de pré-processamento, aplicados as varidveis (colunas da
matriz X), sdo os métodos de escalamento (escalamento pela variancia e autoescalamento), e a
centragem dos dados na média. Os métodos de escalamento séo indicados quando as variaveis
tém unidades diferentes, ou quando a faixa de variacdo dos dados é ampla, para igualar o
impacto de cada um deles. Assim, é minimizado o efeito de uma variavel dominante e todos o0s
dados passam a ter a mesma importancia, independentemente de sua unidade. Portanto, para
dados espectrais, 0s métodos de escalamento ndo sdo indicados, pois eles deixam todos os
comprimentos de onda com igual peso, ndo importando se eles representam um pico ou apenas
um ruido. Para esses dados, o pré-processamento mais frequente é a centragem na média, pois
faz com que, em geral, a direcdo de maior variancia ao redor da média seja coincidente com a
de maior variancia interna dos dados. Isso torna os modelos de calibracdo mais simples e
interpretaveis (188).

Apbs a aplicacdo dos pré-tratamentos, que enfatizam as informacdes mais relevantes
dos dados e removem ou minimizam as irrelevantes, estes estdo prontos para Sserem
propriamente analisados (188). Existem diferentes métodos multivariados para anélise de dados
espectrais, e sua escolha depende dos resultados que espera-se obter. De modo geral, objetiva-
se identificar semelhangas e diferengas entre as amostras analisadas, para que seja possivel
agrupa-las, classifica-las ou realizar a predi¢do de alguma de suas caracteristicas. Os métodos
quimiometricos utilizados para isso podem ser divididos em dois grandes grupos: as analises
ndo supervisionadas e as analises supervisionadas. Nas ndo supervisionadas, ndo é necessario
nenhum conhecimento prévio sobre as amostras, e elas sdo estudadas e agrupadas naturalmente
com base nas informacdes contidas nos espectros. Ja nas supervisionadas, cada amostra provém
de uma classe preestabelecida, ou possui uma informacgédo conhecida a partir de um método

externo, e esses dados sdo utilizados durante as analises quimiométricas (12,188).
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2.3.2.2 Andlises quimiométricas ndo supervisionadas

As analises quimiométricas ndo supervisionadas sdo também conhecidas por anélises
exploratdrias, pois os dados sdo analisados da forma como sdo, sem a preocupacdo de
construcdo de uma regra preditiva (188). Dentre essas analises, serd dado destaque para duas: a
Anélise de Componentes Principais (PCA) e a Anélise de Agrupamentos Hierarquicos (HCA).

A PCA é um método de andlise exploratéria e de reducdo de dimensionalidade dos
dados. Na PCA, os dados sdo projetados em um espaco de dimensdo menor, sem afetar as
relacBes entre as amostras. Para isso, sao feitas combinacdes lineares das variaveis originais,
agrupando aquelas que fornecem informagfes semelhantes (s&o correlacionadas). Assim, é
possivel obter um nimero menor de novas variaveis que ainda sao capazes de descrever toda a
informacdo dos dados originais, mas de forma mais simplificada. Isso é relevante no contexto
da espectroscopia no infravermelho pois, uma vez que sdo geradas milhares de varidveis para
cada amostra, usualmente existem informagdes redundantes e reduzir a dimensionalidade dos
dados ajuda a interpreta-los. Essas novas variaveis geradas a partir dos dados originais sdo
chamadas de componentes principais (PC), e elas sdo totalmente ndo correlacionadas entre si,
ou seja, sdo ortogonais. A primeira componente principal (PC1) é definida pela direcdo que
descreve a m&xima variancia dos dados originais. A segunda componente principal (PC2) tem
a direcdo da maxima variancia no subespaco ortogonal a PC1, e assim por diante, em ordem
decrescente até que a variancia total dos dados tenha sido descrita. Devido a remoc¢édo das
redundancias (correlacdes) nas varidveis, é possivel descrever quase toda sua informacao

original em apenas algumas PCs (188) (Figura 29).

PC2
PC2

PCl — < PC3

Figura 29. Exemplo ilustrativo das componentes principais (PC) na representacdo de uma
lapiseira. A PC1 se encontra ao longo do eixo longitudinal, pois é a visdo que oferece maior
guantidade de informacbes (pois a lapiseira € mais longa do que espessa). A PC2 ¢

perpendicular a PC1 e corresponde ao eixo transversal com a segunda maior quantidade de
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informagdes, pois inclui dados sobre o clipe e sobre as laterais da lapiseira. A PC3 é
perpendicular & PC2, correspondendo ao eixo transversal com menos informagdes, mas que
ainda assim é relevante, pois permite determinar se a lapiseira é redonda ou quadrada.

Fonte: Ferreira (2015) (188).

Na PCA, a matriz original dos dados (X) é decomposta em uma matriz de escores (ou
scores, t) e pesos (ou loadings, 1). Se existe correlacdo entre as variaveis originais, apenas as
primeiras PCs sdo necessarias para representar adequadamente os dados, enquanto as restantes
devem conter informacdes irrelevantes ou aleatdrias. Essas ultimas PCs sdo chamadas de
residuo e, em conjunto, formam a matriz de residuos E. Assim, na PCA, a matriz X é
decomposta em duas matrizes menores (de escores e de pesos), mais uma matriz de residuos
(E) (188,192) (Figura 30). Uma vez determinado o numero 6timo de componentes principais
(que descrevem todas as informacBes relevantes do conjunto de dados), ou quando €
determinado o nimero desejado de PCs na analise em questdo, todas as outras PCs fazem parte
da matriz de residuos E. A partir dessa matriz, pode ser calculada a variancia residual individual
de cada amostra, que indica o quanto ela se afasta do subespaco formado pelas A componentes
principais. Também € calculada a variancia residual total da PCA e, se a variancia residual
particular de uma amostra é maior que esse valor, é possivel que ela seja anémala (outlier), ou
seja, suas caracteristicas sdo diferentes daquelas da maioria das amostras. Como confirmacéo,
pode ser realizado um teste F que indica se duas variancias diferem significativamente
(188,193).
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Figura 30. Representacdo esquematica da decomposi¢do de uma matriz X composta por N
amostras e 3 variaveis. Nesse caso, a informacédo relevante foi incluida nas duas primeiras
componentes principais (PC1 e PC2), engquanto a terceira componente (PC3) incluiu apenas
informacdes irrelevantes/aleatorias (residuo).

Fonte: Ferreira (2022) (192).

A matriz de escores permite visualizar caracteristicas e encontrar padrbes de
agrupamentos das amostras, relacionados a suas semelhancas e diferencas quimicas. Os escores
sdo a “pontuacdo” das amostras em cada uma das componentes principais, ou seja, sao a
transformacdo das variaveis originais da amostra nas novas varidveis (as PCs). Eles séo
representados em graficos de escores plotados em pares de componentes principais (por
exemplo, PC1 x PC2). Os pontos de amostras que se agrupam nos graficos de escores
apresentam correlac6es similares na PC, o que significa similaridades em seu perfil quimico.
Da mesma forma, amostras que se distribuem de forma distante no grafico apresentam perfil
quimico diferente (194,195) (Figura 31A). Ja 0s pesos mostram a contribuicdo das variaveis
originais em cada componente principal. Assim, para obtenc¢do do escore de uma amostra na
PC1, por exemplo, deve-se multiplicar o valor de cada varidvel original pelo peso que ela
apresenta na determinacdo da referida componente principal. Os pesos permitem visualizar

quais variaveis sdo mais relevantes para os padrdes observados na distribuicdo das amostras,
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sendo utilizados como marcadores espectrais que as diferenciam. Isso é possivel com a
visualizacdo das bandas com os maiores coeficientes (positivos ou negativos) nas direcdes

discriminantes em cada PC (194,195) (Figura 31B).
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Figura 31. Exemplo de graficos de escores (A) e de pesos (B) de uma Analise de Componentes
Principais (PCA) realizada com dados de espectroscopia FTIR. (A) A PC1 explica 83% da
variancia, e a PC2 explica 9%. E possivel visualizar uma separacdo dos grupos verde (lado
negativo) e azul (lado positivo) ao longo do eixo da PC1; (B) Gréafico de pesos de PC1. E
possivel visualizar algumas das bandas responsaveis por agrupar as amostras e separar 0S
grupos azul e verde ao longo do eixo da PCL1.

Fonte: adaptado de Sanchez et al. (2022) (196).
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Cabe destacar que, apesar de poder mostrar padrfes de agrupamentos das amostras, a
PCA ndo é uma técnica de classificacdo, mas sim de reducdo dos dados e de analise
exploratdria. Portanto, a PCA permite apenas visualizar e interpretar as diferencas entre as
variaveis e examinar as relacfes entre as amostras, ndo podendo ser utilizada sozinha para sua
classificacdo. Em analises de amostras bioldgicas, ela € frequentemente utilizada como uma
ferramenta de busca de marcadores espectrais que sejam capazes de separar diferentes classes
de amostras, e que podem ser Uteis na construcdo de modelos de classificacdo multivariados
(189). Além disso, como ja mencionado, a PCA também é util para a detecgdo de amostras com
comportamento andmalo, cuja remogao pode ser importante para garantir a qualidade preditiva
dos modelos que serdo construidos (188).

A Analise de Agrupamentos Hierarquicos (HCA) é outra técnica ndo supervisionada
bastante utilizada na analise exploratéria dos dados. Ela é um método de reconhecimento de
padrbes que faz parte das andlises de clustering, ou agrupamento. Essas andlises sao utilizadas
para determinar se existem agrupamentos naturais no conjunto de dados, e se esses
agrupamentos estdo relacionados a alguma caracteristica conhecida das amostras (classes,
composicdo, etc) (188,190). Assim, a ideia é agrupar as amostras de forma que as pertencentes
a um mesmo grupo sejam mais parecidas entre si do que com as amostras dos outros grupos;
portanto, maximizar a homogeneidade interna dos grupos e também a heterogeneidade externa
entre os grupos (188). Na HCA, o espaco multidimensional é reduzido graficamente em um
esquema bidimensional, representado por um grafico chamado de dendrograma. O
dendrograma mostra a estrutura hierarquica das amostras, na forma de uma arvore onde os
comprimentos dos ramos representam o grau de similaridade entre as amostras (188).

A HCA é uma técnica aglomerativa, ou seja, cada amostra € considerada inicialmente
cOmo um grupo unitario. Levando em conta que amostras proximas entre si no espaco
multidimensional possivelmente apresentam varidveis semelhantes, pode-se determinar o
guanto uma amostra é semelhante a outra calculando a distancia entre elas (188). Essa distancia
pode ser calculada utilizando diferentes algoritmos, como a distancia Euclidiana, a distancia de
Mahalanobis e a distancia de Manhattan. Da mesma forma, existem diferentes métodos para
fazer o agrupamento das amostras. Todos eles partem do primeiro agrupamento, das duas
amostras que apresentam a menor distancia segundo a métrica escolhida (distancia Euclidiana,
de Mahalanobis, de Manhattan...). A partir disso, eles diferem nas etapas seguintes, na
definicdo do critério que sera utilizado para unir esse grupo aos demais elementos, fornecendo

a distancia entre eles. Alguns exemplos sdo o método do vizinho mais préximo (a distancia
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entre dois grupos € dada pela menor de todas as distancias entre 0s objetos de dois grupos), o
método do vizinho mais distante (a distancia entre os grupos é dada pela maior de todas as
distancias entre os objetos dos grupos), 0 método da média (a distancia € a média ponderada
entre os objetos de ambos 0s grupos) e o méetodo de Ward (a distancia é dada pela soma da
distancia quadrada entre cada par de amostras) (188,194). E importante destacar que no existe
uma regra geral para escolha do tipo de distancia e do método de agrupamento que serd
utilizado, e a combinacdo escolhida pode alterar completamente os resultados obtidos (195).
Apdbs o célculo das distancias entre as amostras e entre 0s grupos, e apos todas as
amostras terem sido agrupadas, é formada uma tabela com todas as distancias, que é entdo
representada no dendrograma (Figura 32). Para essa representacdo, ¢ usualmente calculado o
indice de similaridade entre os grupos. Esse indice normaliza as distancias entre 0s grupos entre

zero e 1, sendo calculado com a seguinte formula:

d
SAB = 190 __ciﬁ

max

Nessa formula, dAB é a distancia entre os dois grupos, e dmax é a distancia maxima do
conjunto de dados (distancia entre os dois grupos mais distantes). Portanto, quando a distancia
entre A e B é igual a 0, o indice de similaridade serda maximo (=1). Da mesma forma, quando a
distdncia entre A e B for igual a distdncia maxima do conjunto de dados, o indice de
similaridade serd igual a 0. O ponto de unido entre dois grupos no dendrograma ocorre no valor

correspondente ao indice de similaridade entre eles (Figura 32) (188).
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Figura 32. Exemplo de um dendrograma gerado a partir da Andlise de Agrupamentos
Hierarquicos (HCA), com espectros de espectroscopia por ressonancia magnética nuclear
(RMN). No caso, o estudo analisou amostras de vinagre, mostrando dois clusters com indice
de similaridade muito baixo (aproximadamente 0,06), um deles composto por vinagres de vinho
e macd, e outro composto por vinagre de alcool/agrin. Com um indice de similaridade maior
(0,37), a HCA indicou trés subgrupos: um dos vinagres de vinho, um dos vinagres de macé e
um dos vinagres de alcool/agrin.

Fonte: Boffo et al. (2009) (197).

Apo6s a andlise exploratéria dos dados, usualmente procede-se as analises
guimiomeétricas supervisionadas, pois o objetivo final geralmente é o desenvolvimento de

modelos para estimar uma propriedade de interesse ou para classificar as amostras (188).

2.3.2.3 Andlises quimiométricas supervisionadas

Nas analises quimiométricas supervisionadas, sdo utilizados conhecimentos prévios
sobre as amostras, ou seja, esses dados “supervisionam” as analises (12). Elas podem ser
divididas em dois grandes grupos: os métodos de regressdo e os métodos de classificacdo. Nos
métodos de regressdo, 0 objetivo é o desenvolvimento de um modelo matematico que
quantifique uma propriedade de interesse, a partir da construcdo de uma curva de calibracédo
que relaciona os espectros com essa propriedade. Ja nos métodos de classificacdo, como o
préprio nome indica, objetiva-se atribuir as amostras a determinadas classes, a partir das
caracteristicas contidas nos seus espectros. Portanto, nos métodos de regressao, a variavel a ser
prevista é continua (por exemplo, a concentracdo de um composto na amostra), e nos metodos
de classificacdo a varidvel a ser prevista é categorica (por exemplo, a partir de uma amostra de
sangue de um individuo, classifica-lo no grupo de acometidos por uma doenca ou no grupo de

ndo acometidos - grupo controle) (195).

2.3.2.3.1 Métodos de regressao

Existem diversos métodos de regressdo, como a regressao por quadrados minimos
classicos (CLS), a regressao linear multipla (MLR), a regressdo por componentes principais
(PCR) e a regressédo por quadrados minimos parciais (PLS). Todos eles visam a construcdo de

modelos matematicos que relacionem o conjunto de varidveis independentes X (0s espectros)
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com a variavel dependente y (a propriedade de interesse, podendo ser uma ou mais). Como 0s
espectros sdo a “impressdo digital” das amostras, deve ser possivel obter uma expressao

matematica que determine a variavel almejada, em funcéo dos espectros (188) (Figura 33).

S — 4000 3999
P AMOSTRA1| 02358 05268
— .
M P, AMOSTRA 2 0,2456 0,5789
s \,\,\//\ \kA |
5 \wagno 4 AMOSTRA 3 0,2431 0,5143
g ‘/'.M ;
)
M \
o "\
W e we e

ESPECTROS - X

XL

> Titulo de anticorpos .
AMOSTRAS DE / . AMOSTRA 1 ' 116 ‘ MORELO MATEMATICO
REFERENCIA \ | amcormaz | e
Lo i AMOSTRA 3 ’ 132

PROPRIEDADE DE INTERESSE -y

L)
4,;

PREVISAO

Figura 33. Representacdo esquematica da elaboracdo de um modelo de regressdo a partir de
dados de espectroscopia FTIR. S&o coletadas amostras de referéncia, que tém sua propriedade
de interesse (no caso, titulos de anticorpos) determinada por um método de referéncia. Os
espectros sdo obtidos e entdo é elaborado um modelo matematico que relaciona X e y, o qual
permite a previsdo da propriedade de interesse em novas amostras desconhecidas.

Fonte: autoria propria, elaborado a partir de Ferreira (2015) (188).

Para a construcdo do modelo, é necesséria a utilizacdo de um conjunto de amostras de
calibracdo ou treinamento, para as quais a propriedade de interesse é conhecida a priori. Para
isso, € utilizado algum método analitico de referéncia, ou seja, 0 método padrao-ouro de analise
da variavel a ser modelada. Destaca-se que, como 0s espectrometros sao instrumentos estaveis
e as medidas espectroscdpicas sdo bem reprodutiveis, os erros sdo geralmente abaixo de 1%.
Assim, a maior fonte de erros na construcdo dos modelos de regressdo é proveniente dos

métodos padrdo-ouro que, em geral, apresentam erros maiores. Portanto, € muito importante
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que o método de referéncia seja realizado com cuidado e precisdo, pois esses dados influenciam
diretamente na qualidade preditiva do modelo construido (188). Além disso, € importante que
as amostras do conjunto de calibracéo estejam distribuidas ao longo de toda a faixa de variagédo
da propriedade de interesse. Por exemplo, se for concentracdo, as amostras do conjunto de
calibracdo devem incluir aquelas que tém as concentracfes possiveis mais baixas até as mais
altas, e idealmente as amostras também devem estar bem distribuidas ao longo dessa faixa.
Apds a construcdo do modelo, este deve ser validado, pela validacao interna (validacao cruzada)
e/ou pela validacdo externa (em amostras que ndo foram incluidas na construcdo do modelo,
mas que tem a propriedade de interesse conhecida). Entdo, o modelo esta pronto para realizar a
previsao da propriedade de interesse em amostras novas cuja propriedade é desconhecida (188).

O método PLS é o mais utilizado em dados de espectroscopia na regido do
infravermelho (188). Essa regressdo € uma ferramenta de reducao da dimensionalidade similar
a PCA, condensando os dados espectroscopicos complexos (matriz X) em variaveis latentes
(VL), uma combinacéo linear das varidveis originais, assim como as componentes principais
(PCs) da PCA. Entretanto, no calculo das PCs, busca-se apenas maximizar a variancia explicada
dos dados. Ja no PLS, a variavel dependente (matriz Y) supervisiona o calculo das variaveis
latentes, cujo objetivo € maximizar a covariancia entre X e Y, a0 mesmo tempo em que
maximiza a variancia explicada de X e Y. Destaca-se que, quanto maior a covariancia, maior a
correlacdo entre X e Y, ou seja, melhor sera a previsao da propriedade de interesse baseando-
se nas informacdes da matriz X. Na mesma ldgica da PCA, as variaveis latentes apresentam
ordem decrescente de variancia explicada. A primeira VL tem a direcdo da maxima variancia
do conjunto de dados, a segunda VL tem a dire¢do da maxima variancia no subespago ortogonal
a primeira VL, e assim sucessivamente (188,194). Assim como na PCA, 0s escores e 0S pesos
mostram como as amostras e as variaveis sao projetadas ao longo das variaveis latentes, e sua
interpretacdo é feita da mesma forma. Além dos pesos, também é gerado o coeficiente de
regressdo, que determina no modelo como um todo (com todas as VLs selecionadas) a
importancia de cada variavel original de X em prever a propriedade de interesse (198).

Apos a definicdo das variaveis latentes, sdo elas que sdo utilizadas para realizar a
regressdo linear com a propriedade de interesse, ao invés de utilizar as variaveis originais
(188,194). Um dos principais parametros do método PLS é a escolha do nimero de variaveis
latentes que serdo incluidas no modelo pois, quanto maior 0 numero, maior a complexidade do
modelo (mais informacéo utilizada). O uso de VLs de menos causa um subajuste, e 0 uso de
VLs em excesso causa um superajuste, prejudicando a capacidade preditiva do modelo. A

principal maneira de determinar o numero 6timo de VLs € através da validacao cruzada (188).
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A validagdo € uma das principais etapas na elaboracédo de qualquer modelo, independentemente
do método utilizado, pois é fundamental para avaliar quao bem ele pode prever a propriedade
de interesse de novas amostras (195). Uma forma de validacdo fundamental em quimiometria
¢ a validacdo cruzada, que, como ja mencionado, também é utilizada para otimizar os
parametros do modelo, como o numero de variaveis latentes.

O método mais comum de validacao cruzada é a leave-one-out, no qual uma amostra do
conjunto de calibracéo (utilizado para construir o modelo) é removida e o modelo é construido
com o restante das amostras. Entdo, a amostra excluida tem a propriedade de interesse estimada,
funcionando como uma amostra de validagdo temporaria. Isso é feito de maneira repetida até
que todas as amostras tenham sido excluidas uma vez do conjunto de calibrag&o e preditas como
uma amostra de validacao externa. Existem outros métodos de validacao cruzada que, ao invés
de excluir apenas uma amostra por vez, excluem blocos de amostras (189). Independentemente
do método, apos ser estimada a propriedade de interesse no conjunto de validacdo temporario,
o resultado é comparado com os valores de referéncia, do método padrdo-ouro. Isso da origem
aos residuos, que séo a diferenca entre o valor real e o valor estimado (podendo ser positivos
ou negativos). Os residuos gerados para todas as amostras no processo de validacdo cruzada
sdo sumarizados no parametro conhecido por RMSECV (erro quadratico médio da validacao
cruzada). Os valores de RMSECYV sdo calculados para 0 modelo construido com com um, dois,
x numero de VLs escolhido a priori e, em geral, escolhe-se 0 modelo que apresenta 0 menor
valor de RMSECV, ou 0 modelo a partir do qual ndo ha mais decréscimo consideravel no valor
de RMSECYV (188,199).

A validacéo cruzada ¢ um método simples para validar o modelo e definir o nimero de
variaveis latentes a ser utilizado. Porém, é preciso cuidado, pois muitas vezes o nimero sugerido
produz modelos superajutados (188). Para auxiliar na escolha do nimero de VLs e evitar o
superajuste do modelo, existe uma normativa da ASTM (American Society for Testing and
Materials), especificamente a normativa E1655-05 (200). Nela, € proposta a equacdo N = 6
(A+1), onde N representa o numero de amostras no conjunto de calibragdo e A representa o
nimero maximo de variaveis latentes no modelo, para evitar o superajuste. Assim, pode-se
combinar essa informacdo com os valores de RMSECV para definicdo do nimero 6timo de
VLs a ser utilizado.

Quando o conjunto total de amostras é grande (em geral mais de 50 amostras), além da
validagdo cruzada, também é usualmente realizada a validagdo externa (201). Para isso, 0
conjunto de amostras € inicialmente dividido em conjunto de calibracdo, usado na construgdo

do modelo, e em um conjunto de validacdo externa, usado para validar o modelo. Recomenda-
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se que o conjunto de validacdo externa tenha pelo menos 30% do numero de amostras do
conjunto de calibragdo(188). A divisdo das amostras nesses conjuntos pode ser feita de
diferentes formas, como através da selecdo aleatoria ou por algoritmos, sendo o mais usual o
de Kennard-Stone (KS). Esse algoritmo usa a distancia Euclidiana para incluir no conjunto de
calibragdo amostras que cobrem de maneira uniforme as varidveis do espaco amostral, se
mostrando superior a selecdo aleatdria (189). Na validacdo externa, as amostras que ndo foram
utilizadas na construcdo do modelo (conjunto de validacdo) tém sua propriedade de interesse
estimada pelo modelo PLS proposto. A partir disso, é calculado o RMSEP (erro quadréatico
médio da previsdo) que, como o nome indica, é a media dos residuos gerados durante a previsao
das amostras do conjunto de validagcdo. O RMSEP, assim como o RMSECYV, indica a qualidade
preditiva do modelo, também auxiliando na escolha do nimero de variaveis latentes, sendo que
0 ndmero 6timo ¢ aquele que produz o menor valor de RMSEP (188).

O RMSECV e 0 RMSEP sédo duas das figuras de mérito utilizadas para avaliar a
performance dos modelos PLS. As figuras de mérito, como mencionado, sdo parametros
estatisticos utilizados para aferir a qualidade dos modelos quimiométricos, atestando sua
qualidade e confiabilidade (188). Algumas das principais sdo descritas abaixo (202,203):

e Coeficiente de determinacdo (R?): indica a proporcdo de varidncia da variavel
dependente que € explicada pelo modelo. Varia de 0 a 1 sendo que, quanto mais proximo
de 1, melhor é o ajuste do modelo aos dados. Por exemplo, para um R2 = 0,92, 92% da
variancia da variavel dependente é explicada pelas variaveis independentes incluidas no
modelo;

e Erro quadratico médio da validacdo cruzada (RMSECV): quantifica o erro médio entre
os valores reais e 0s valores preditos no conjunto de calibragéo apos a validagao cruzada.
Portanto, indica a acuracia do modelo em prever novas amostras. A unidade de medida
do RMSECYV ¢ a mesma que da variavel dependente, e o ideal € que o seu valor seja
menor que 0 menor valor medido para a variavel dependente nas amostras;

e Erro quadratico médio da previsdo (RMSEP): quantifica o erro médio entre os valores
reais e 0s valores previstos no conjunto de validacdo externa (previsao). Portanto, indica
0 desempenho preditivo do modelo para amostras novas. A unidade de medida do
RMSEP é a mesma que da variavel dependente, e o ideal é que o seu valor seja menor
que o menor valor medido para a variavel dependente nas amostras;

o Viés (Thias): representa o viés medio entre os valores reais e os valores previstos pelo

modelo. Assim, fornece informacdes sobre o desvio sistematico das previsoes feitas
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pelo modelo em relagéo aos valores reais. O valor de Thias deve ser menor que o valor
critico de T, definido pela tabela da distribuicdo t de Student.
Abaixo, na Figura 34, serdo ilustrados exemplificadamente os resultados de uma

modelagem PLS, a partir dos quais sdo calculadas as figuras de mérito.
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Figura 34. Exemplo de resultado do método de regressao por quadrados minimos parciais
(PLS). O objetivo da anélise era realizar a previséo do teor de melanina de isolados fungicos.
Os graficos A e B mostram o conjunto de calibragdo, com os valores estimados versus os valores
verdadeiros no grafico A e o erro na concentracdo no grafico B. J& os gréficos C e D mostram
0 conjunto de validacdo externa. Como pode ser observado, os erros de previsao foram baixos,
com o modelo obtendo RMSEP de 0.0999 e Rz de 0.9691, demonstrando sua boa capacidade
preditiva.

Fonte: Koehler et al. (2024) (202).
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Finalmente, apds a construgdo do modelo e sua validagdo (interna e/ou externa), ele esta
pronto para previsao da propriedade de interesse em novas amostras. Para que ele seja utilizado
corretamente, as novas amostras devem ser preparadas da mesma maneira que as amostras
utilizadas para construir o modelo, observando-se todos os aspectos desde a obtencdo das
amostras até a leitura no espectrometro, e também os métodos de pré-processamento utilizados.
Apbs, basta aplicar o modelo de regressio para prever a propriedade de interesse. E importante
destacar que o modelo so € valido dentro da faixa de medidas do conjunto de calibracdo. Por
exemplo, se estiver sendo prevista a concentracdo de um composto nas amostras, a
concentracéo prevista ndo pode estar fora da faixa de concentragdes que foi modelada com o
conjunto de amostras de calibragéo, ou seja, ndo devem ser feitas extrapolagdes do modelo. Isso
destaca novamente a importancia de ter um conjunto de calibracdo bem representativo ao longo
de toda a faixa de variacdo da variavel de interesse. Além disso, destaca-se que, para modelos
que serdo utilizados a longo prazo, é importante uma revisdo periddica de seu desempenho e,

se necessario, realizar o ajuste com novas amostras de calibracdo (188).

2.3.2.3.1 Métodos de classificacdo

Os métodos de classificagdo, ou métodos supervisionados de reconhecimento de
padr@es, sdo utilizados para dados com variaveis categoricas. Nesse caso, pretende-se definir a
qual grupo uma amostra pertence. Esse tipo de analise é utilizada, por exemplo, em estudos que
objetivam diagnosticar uma doenca, diferenciando individuos doentes de individuos nédo
doentes (grupo controle). Os métodos de classificacdo sdo também chamados de “métodos
supervisionados de reconhecimento de padrdes” pois o objetivo € atribuir uma amostra a sua
respectiva classe (reconhecimento), o que é feito a partir de informacdes a respeito das classes
(de maneira supervisionada). Assim como discutido para os métodos de regressao, é necessario
ter um “conjunto de treinamento”, composto por amostras cujas classes sdo conhecidas a priori
(por um método externo), que serd utilizado para construir o modelo com a “regra” de
classificagdo. A validacdo do modelo, ou seja, sua capacidade de prever com sucesso a classe
de novas amostras, deve ser realizada com um conjunto de validagéo externa, composto por
amostras que ndo foram utilizadas para constru¢cdo do modelo, mas cuja classe também ¢é
conhecida a priori. Se o resultado for satisfatorio, 0 modelo pode ser utilizado para prever a
classe de novas amostras desconhecidas (188).

Existem diversos métodos de classificacdo que podem ser utilizados com dados

quimiométricos. Os mais “tradicionais” sdo o método do k-ésimo Vizinho mais Préximo
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(KNN), o método SIMCA (Soft Independent Modeling of Class Analogy), a andlise
discriminante linear (LDA) e a andlise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-
DA) (188). Quando a complexidade dos dados é muito grande, podem ser aplicadas técnicas
como as redes neurais artificiais (ANNSs), o algoritmo random forest e abordagens deep-
learning. Esses métodos tém em comum a natureza ndo-linear da classificacdo e o fato de
apresentarem maior acuracia que os métodos tradicionais. Entretanto, é necessario otimizar
diversos parametros para que ndo ocorra um superajuste do modelo e, assim, essas técnicas tém
um desenvolvimento mais complexo, envolvendo maior conhecimento do analista e maiores
custos computacionais. Além disso, por terem uma abordagem “black box”, a interpretagao do
modelo é complexa, dificultando a analise de quais variaveis contribuem para a classificacdo
das amostras (189). Assim, existem variados métodos de classificacdo, e a escolha de qual
modelo utilizar deve ser baseada nas caracteristicas dos dados e também no objetivo das
analises (194).

Independentemente do método utilizado, para verificar os erros cometidos pelo modelo
de classificacdo, os resultados podem ser organizados em uma tabela de contingéncia chamada
de matriz de classificacdo ou matriz de confusdo (Figura 35). Nela, é representada a classe
verdadeira versus a classe estimada, permitindo verificar os erros e acertos do modelo.
Dependendo do método utilizado, pode ser acrescentada mais uma linha na tabela, pois o
modelo pode prever que a amostra ndo pertence a nenhuma das classes modeladas (188). Além
disso, também pode acontecer que uma amostra seja considerada como pertencente a mais de
uma classe. E a partir da matriz de confuséo que sdo calculadas as figuras de mérito dos modelos
de classificacdo (188). As principais sdo a sensibilidade, a especificidade e a acuracia (189,204):

e Sensibilidade: proporcdo de amostras positivas (por exemplo, grupo de individuos
acometidos por uma doenga) que sdo corretamente classificadas, conforme equacéo

abaixo (VP = verdadeiro positivo e FN = falso negativo). O valor étimo é de 100%;

Sensibilidade = L
(VP + FN)
e Especificidade: proporcao de amostras negativas (por exemplo, grupo controle) que séo
corretamente classificadas, conforme equacéo abaixo (VN = verdadeiro negativo e FP
= falto positivo). O valor 6timo é de 100%;

VN

Especificidade = m

e Acurécia: mede o desempenho global do modelo, através da razdo do numero de

amostras classificadas corretamente pelo nimero total de amostras, conforme equacéo
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abaixo. Assim, indica a proporcdo de amostras classificadas corretamente, com valor
6timo de 100%.

(VP 4+ VN)
(VP + FN + FP + VN)

Acuracia =

CLASSE VERDADEIRA
A B

CLASSE ESTIMADA

Figura 35. Esquema de uma matriz de confusdo dos resultados de um modelo de classificagéo.
Fonte: autoria propria.

Como mencionado, existem diversos métodos de classificacdo e, para fins de
simplificacdo, nesta revisao serdo discutidos apenas 0s métodos mais usuais, que sao KNN,
SIMCA, LDA e PLS-DA. De maneira geral, pode-se afirmar que o KNN ¢ uma “versdo
supervisionada” da HCA e a SIMCA ¢ uma “versao” supervisionada da PCA, enquanto LDA e
PLS-DA sdo dois tipos de andlises discriminantes.

Os métodos KNN e SIMCA sdo chamados de técnicas de similaridade, pois se baseiam
na suposic¢do de que, quanto mais as amostras estiverem préximas no espacgo de medi¢do, maior
¢ a chance de gue elas pertencam a mesma classe. Os dois métodos diferem na forma com que

definem a disténcia entre as amostras (193) (Figura 36).
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Figura 36. Comparacdo esquematica entre o método do k-ésimo Vizinho mais Préximo (KNN)
(A) e o método SIMCA (Soft Independent Modeling of Class Analogy). Em (A), a classe é
prevista através da distancia entre as amostras, sendo possivel atribuir apenas uma classe a cada
amostra. Em (B), as classes sdo delimitadas por elipses de confianca, que podem se sobrepor,
sendo possivel que uma amostra pertenca a nenhuma, a somente uma ou a mais de uma classe.

Fonte: autoria propria.

O método do k-ésimo Vizinho mais Préximo (KNN) é um método ndo paramétrico, que
gera uma discriminacdo das amostras baseado apenas na matriz de dados X (dos espectros) e
no conhecimento externo da classe de cada amostra, sem estabelecer qualquer pressuposto
sobre a distribuicdo dos dados (188). De maneira simplificada, na construcdo do modelo, é
calculada a distancia que separa cada par de amostras do conjunto de calibracéo, e esses valores
séo incluidos em uma tabela de distancias. Podem ser usadas diferentes métricas, como a
distdncia Euclidiana ou a distancia de Mahalanobis. Entdo, para uma amostra especifica, sdo
verificadas as classes das amostras mais proximas (vizinhos mais préximos, de onde vem o
nome da analise), e cada vizinho da um “voto” (a qual classe ele pertence). A amostra é entdo
classificada de acordo com a maioria dos “votos” de seus vizinhos mais proximos (k) (Figura
37). Durante a constru¢cdo do modelo, cada amostra é excluida uma vez do conjunto de
calibracdo e tém sua classe prevista a partir de sua distancia com as outras amostras. A escolha
do numero de k é uma etapa fundamental no desenvolvimento do modelo. Se o valor for muito
pequeno, a amostra pode ser incorretamente atribuida a uma classe proxima cujas amostras
estejam bem espalhadas e, se for muito grande, ela pode ser incorretamente atribuida a uma

classe que contém um maior nimero de amostras no modelo. O nimero 6timo de k €
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determinado construindo varios modelos, cada um com um maior nimero de vizinhos, e

encontrando aquele que da os menores erros de classificacdo (188,193).
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Figura 37. Classificagdo da amostra i pelo método KNN, em trés classes possiveis: A, B ou C.
Com dois vizinhos mais préximos, ela é considerada da classe B, pois houve um empate (um
voto da classe B e um voto da classe B) e a menor distancia é em relacdo a classe B. Ja& com
trés vizinhos mais proximos, ela é considerada da classe C, pois recebe dois votos dessa classe
e apenas um voto de B.

Fonte: Ferreira (2015) (188).

Como vantagens, o método KNN é computacionalmente muito simples, pode ser
utilizado com qualquer nimero de variaveis e funciona bem quando o niumero de amostras em
uma das classes é pequeno. Porém, pode apresentar um superajuste quando as classes tém
numero de amostras muito diferentes, tendendo a atribuir erroneamente a classe que tem mais
amostras. Além disso, ndo é capaz de detectar amostras andmalas, pois elas sempre sdo
obrigatoriamente classificadas em uma e somente uma classe, e também n&o permite a
interpretacdo de quais variaveis contribuem para o agrupamento das amostras (188,189). Para
superar algumas dessas limitagGes, pode ser utilizado o método SIMCA (Soft Independent
Modeling of Class Analogy). Esse método assume que amostras semelhantes apresentam
variaveis que tendem a uma distribuicdo uniforme e modelavel, supondo uma distribuicéo
probabilistica, ao contrario do KNN, o que permite estimar o grau de certeza na classificacao
(188). O SIMCA é considerado uma versdo supervisionada da PCA, na qual € desenvolvido um
modelo de PCA ajustado para cada classe do conjunto de dados (194). O numero de fatores

adequado na PCA para modelar cada classe é usualmente determinado através de validagéo
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cruzada, otimizando a quantidade de componentes principais necessarios para descrever cada
classe e, assim, garantir uma boa capacidade preditiva (188).

Apbs o desenvolvimento dos modelos de PCA, é necessario determinar os limites no
espaco-linha de cada classe, gerado pelas componentes principais. Usualmente, esses limites
sdo determinados utilizando-se o desvio-padrédo dos escores em cada componente principal.
Entdo, é construida uma hipercaixa no subespaco complementar ao das PCs, contendo todas as
amostras da classe (Figura 38). A hipercaixa € tradicionalmente definida com base nos escores
maximos e nos desvios-padrdo das componentes principais, utilizando a distribui¢do t de
Student. Outros métodos que podem ser utilizados séo os baseados na distancia de Mahalanobis
e na estatistica T2 de Hotelling, nos quais sdo definidas elipses que envolvem o espaco
multidimensional das PCs. Essa hipercaixa ou elipse € definida no espago onde estdo 0s
residuos E, conforme ja foi discutido para a PCA (188) (Figura 38). A partir dos residuos da
matriz E, é calculado o desvio-padrdo residual de cada amostra e também o desvio-padrao
residual médio da classe em questdo. Com o desvio-padrdo residual médio da classe, é possivel
calcular a sua variancia residual média, que é o desvio-padrdo elevado ao quadrado. Com esse
dado e utilizando a estatistica F, usualmente com nivel de 95% de confianca, é possivel definir
um valor limite da variancia residual das amostras de uma determinada classe, o que determina

as distancias-limite da hipercaixa (188).

Classe C
A=2

Classe D
Al PC1

Figura 38. Limites das hipercaixas dos modelos SIMCA para duas classes hipotéticas. A classe
C foi modelada com duas componentes principais, enquanto a classe D com apenas uma.
Fonte: Ferreira (2015) (188).
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Para prever a classe de uma amostra, ela é projetada no espaco de cada uma das classes
modeladas, calculando-se seu desvio-padréo residual, que representa a distancia que a amostra
se encontra do modelo ajustado para cada classe (188). O desvio-padrao residual é comparado
com o valor limite determinado para a classe. Se o desvio-padrdo da amostra for menor que o
valor critico, ela é considerada como pertencente a classe e, do contrério, se for maior, ela é
considerada como ndo pertencente a classe. Assim, diferentemente do KNN, uma amostra pode
ser classificada em somente uma classe, em duas ou mais classes ou em nenhuma classe (194).
Os desvios-padrao residuais das amostras podem ser representados graficamente, no chamado
grafico de Coomans. Nele, as classes sdo representadas em pares, representando as amostras de
acordo com seu valor de desvio-padrdo e também indicando os valores limite de cada classe.
As linhas dos limites de cada classe separam o grafico em quatro quadrantes e, de acordo com
a posicdo da amostra, é possivel verificar se ela foi atribuida a uma, duas ou nenhuma classe
(188) (Figura 39).
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Figura 39. Exemplo de um grafico de Coomans para um conjunto de dados com trés classes

(A, B e C). Estao sendo representados os desvios-padréo residuais calculados para as amostras
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nos modelos da classe A (eixo x) e da classe B (eixo y). De acordo com a posi¢do das amostras
em relacdo ao valores-limite, é possivel determinar em quais classes elas foram aceitas pelo
modelo.

Fonte: adaptado de Oliveri, Downey (2013) (205).

Como os modelos SIMCA podem atribuir uma amostra a mais de uma classe, para
garantir seu poder de discriminacdo € muito importante que as classes modeladas estejam bem
separadas, existindo pouco ou nenhum grau de sobreposicao entre elas (206). Além disso, em
comparacdo com o KNN, o método SIMCA é mais complexo, e pode se tornar complicado
desenvolver uma analise com mais de duas classes, pois sdo necessarios ajustes refinados para
gue os modelos sejam adequados. Apesar disso, 0 método fornece informacg6es detalhadas da
estrutura dos modelos, como as variaveis que contribuem para a defini¢do das classes. Outra
vantagem em relacdo ao KNN € que as decisdes de atribuicdo das amostras nas classes séo
feitas com base em testes estatisticos, 0 que permite expressar 0s resultados de maneira
probabilistica (193).

Agora, serdo discutidos os dois métodos de analise discriminante: LDA e PLS-DA.
Ambos tém em comum o fato de serem métodos lineares, que ndo consideram que cada grupo
possa ter uma estrutura de variancia diferente (195). A andlise discriminante linear (LDA) é um
método que busca encontrar um separador linear na projecao das classes modeladas, utilizando-
0 para designar a classe de novas amostras. Assim, a LDA é um método de classificacdo que
reduz a dimensionalidade dos dados, encontrando uma combinacdo linear das varidveis que
maximiza a separacao entre as classes, a0 mesmo tempo que minimiza a dispersédo dentro de
cada classe. A LDA é semelhante a PCA, porém, esta busca uma combinacao das variaveis que
apresentam maior variancia, enquanto aquela busca uma combinacdo das variaveis que
maximiza a variancia entre as classes de interesse. Portanto, de maneira similar as componentes
principais na PCA, séo criados os discriminantes lineares (LD), que s8o 0S novos eixos que
apresentam, em ordem decrescente, a maior variancia entre as classes modeladas. O numero
méaximo de dimensdes (discriminantes lineares) na LDA ¢é igual ao nimero total de classes
modeladas menos 1 (195).

Assim, na LDA, os novos eixos formados representam uma combinacgédo linear das
variaveis originais. Para cada amostra, € atribuido um escore discriminante, que funciona como
um valor predito para a mesma, e ela é designada as classes modeladas de acordo com esse
escore. Para uma melhor interpretacdo, usualmente o resultado da LDA é representado em um

grafico no qual cada classe corresponde a um eixo. Quanto mais proximo do 0 em cada eixo,
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maior a probabilidade de uma amostra pertencer a classe do respectivo eixo. Por exemplo, na
Figura 40, as amostras representadas por pontos azuis pertencem a classe controle, enquanto as

amostras representadas por pontos vermelhos pertencem a classe exposta (198).
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Figura 40. Resultado de uma modelagem de analise discriminante linear (LDA). As amostras
representadas por pontos azuis foram classificadas como grupo controle, enquanto as
representadas por pontos vermelhos foram classificadas como grupo exposto. Os circulos
preenchidos sdo de amostras na validacao cruzada, e os vazados sdo de amostras na validacao
externa. O modelo obteve acuracia de 87,5%.

Fonte: adaptado de Lasalvia et al. (2022) (198).

Destaca-se que a LDA é um método paramétrico, ou seja, assume gque as amostras
apresentam uma distribuicdo normal. Mesmo que os dados espectroscopicos utilizados ndo
sigam perfeitamente essa distribuicdo, aumentar o nimero de amostras pode reduzir esse
problema, de acordo com o teorema central do limite (189). Além disso, para essa analise, 0
namero de variaveis ndo pode ser maior que o nUmero de amostras, o que é usual em dados de
espectroscopia. Assim, geralmente a LDA ¢ acoplada a algum método de selecdo de varidveis
ou a PCA (PCA-LDA), método no qual a analise discriminante é aplicada nos escores da PCA,
ao invés das variaveis originais, o que permite condensar os dados (198). Porém, os escores da
PCA ndo necessariamente descrevem as diferencas entre as amostras e, assim, a andlise
discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA) usualmente apresenta melhores
resultados que a PCA-LDA (189).
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A PLS-DA é um método de extracdo de caracteristicas e classificacdo. Ele utiliza a
mesma técnica de regressdo multivariada do PLS, diferindo no tipo de varidvel dependente que,
no caso do PLS-DA, é uma variavel categdrica. Assim, o vetor Y (varidavel dependente) é
construido com valores de 1 ou 0, sendo que usualmente o valor 1 é atribuido a classe de
interesse, e o valor 0 € atribuido a outra classe (204) (Figura 41). Portanto, no PLS-DA, um
modelo PLS ¢é aplicado aos dados espectrais, reduzindo as varidveis espectrais originais a um
menor numero de variaveis latentes que maximizam a covariancia entre X e Y, ou seja, que
apresentam as direcdes que melhor discriminam as classes. Entdo, as variaveis latentes sdo
utilizadas para realizar a regresséo linear com a propriedade de interesse (a qual classe aamostra
pertence) (188,189). Assim como no PLS, a formagao das varidveis latentes origina escores e
pesos, relativos as amostras e as variaveis, relativamente. Além disso, também pode ser
observado o coeficiente de regressdo, que mostra as variaveis mais importantes no modelo PLS-
DA gerado (198) (Figura 42).
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Figura 41. Organizagdo dos dados para constru¢cdo de modelo de classificagdo utilizando
analise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA).
Fonte: de Santana et al. (2020) (204).
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Figura 42. (A) Gréfico de escores (VL1 vs. VL2) de um modelo de PLS-DA, mostrando as
amostras do conjunto de calibracéo (circulos preenchidos) e do conjunto de validacdo (circulos
vazados). Observa-se a separacdo dos grupos controle (azul) e exposto (vermelho); (B)
Coeficiente de regressdo do modelo com duas variaveis latentes, mostrando que as variaveis
mais importantes sdo os nimeros de onda de 780, 830, 1090 e 1058 cm!, aproximadamente.
Fonte: adaptado de Lasalvia et al. (2022) (198).

Como na modelagem PLS, o numero 6timo de variaveis latentes no modelo é
determinado pela validacdo cruzada, analisando-se principalmente a sensibilidade e
especificidade (188). O numero 6timo € aquele que apresenta a maior sensibilidade e
especificidade, sem causar um superajuste do modelo (importante também considerar a norma
da ASTM mencionada anteriormente). Com as classes codificadas em 0 e 1, 0 modelo estima
valores para as amostras e, a partir desses valores, atribui elas as classes. Espera-se que amostras
que pertencem a classe 0 apresentem valores proximos de 0, enquanto amostras que pertencem

a classe 1 apresentem valores proximos de 1. Assim como nos modelos de regressdo, os valores
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de RMSECYV (no conjunto de calibracdo) e RMSEP (no conjunto de validagéo) séo calculados
através dos erros nos valores previstos para as amostras. Baseando-se no valor estimado para
cada amostra, é estabelecido um limiar entre as classes, ou seja, um valor limite entre 0 e 1, que

determina a qual classe as amostras pertencem (Figura 43).
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Figura 43. Resultado da classificacdo com um modelo de analise discriminante por minimos
quadrados parciais (PLS-DA), com cinco variaveis latentes. Foram utilizadas amostras de
plasma, lidas com espectroscopia FTIR e classificadas nos grupos doenca ativa (classe 1) ou
remissao (classe 0). No caso, esta sendo mostrado o conjunto de calibracéo, que obteve acurécia
de 93,6%, sensibilidade de 96,3% e especificidade de 90,9%.

Fonte: adaptado de Morris et al. (2021) (207).

Destaca-se que o metodo PLS-DA é que o resultado é um classificador binario (194).
Quando mais de duas classes sdo analisadas, é construida uma matriz para Y, que contém 1
guando a amostra pertence a classe de interesse e 0 quando ndo pertence. Ndo é possivel
codificar as amostras com nimeros sequenciais (por exemplo, 1, 2, 3...), pois isso representaria
que existe uma relacdo de distancia entre elas. Assim, quando mais de duas classes sédo
analisadas, é formada uma matriz Y com m linhas (amostras) e n colunas (classes) (189).
Existem duas variantes do PLS-DA, que sdo o0 PLS1-DA e o PLS2-DA. A primeira usualmente
é utilizada para problemas com apenas duas classes pois, para cada coluna de Y, é construido

um modelo. Assim, caso existam quatro classes, serdo construidos quatro modelos, um para
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cada classe, 0 que torna o método mais trabalhoso. Portanto, para problemas multiclasse,
usualmente é utilizada a variante PLS2-DA, na qual é construido apenas um modelo para todas
as classes, com um unico conjunto de escores e pesos para todas as colunas da matriz Y. Nesse
método, a comparacdo ainda ¢é da classe de interesse versus todas as demais classes, e 0 PLS-
DA segue apresentando uma classificacdo binéria. Porém, a vantagem é gerar apenas um
modelo, simplificando a analise, mas obrigando a utilizar o mesmo nimero de variaveis latentes

para modelar todas as classes (204).

2.3.2.4 Aplicacado das analises quimiométricas

A finalidade das anélises quimiométricas, tanto ndo supervisionadas como
supervisionadas, usualmente é o desenvolvimento de uma aplicacéo pratica, que atenda a algum
objetivo pré-estabelecido. Essas aplicacdes tém como pilares as amostras, 0s espectros e 0s
métodos matematicos utilizados, que devem estar alinhados e serem cuidadosamente
analisados. A sua vantagem em relacdo a outros métodos analiticos é a possibilidade de uma
visdo holistica dos sistemas ou amostras, uma vez que a espectroscopia vibracional fornece a
“impressdo digital” do material analisado (208). Na Figura 44, foram esquematizadas as etapas
para desenvolvimento de uma aplicacdo pratica a partir de dados espectroscépicos, com énfase
para analises quimiométricas supervisionadas. Esse desenvolvimento é iniciado pela defini¢do
das caracteristicas do estudo, com seus objetivos e 0s tipos de varidveis que serdo analisadas
(se continuas ou categoéricas). A partir disso, escolhe-se um método de amostragem e as
amostras sdo coletadas. A variavel de interesse do estudo é determinada para essas amostras a
partir do método padréo-ouro para analise e, concomitantemente, sdo adquiridos 0s espectros
das amostras. Esses espectros sao pré-tratados e, entdo, € desenvolvido o modelo quimiométrico
com o algoritmo escolhido de acordo com o objetivo do estudo e o tipo de variavel (algoritmos
de regressao para variaveis continuas e algoritmos de classificacdo para variaveis categoricas).
Por fim, o modelo desenvolvido para prever a variavel de interesse é validado com parametros

estatisticos especificos (Figura 44).
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Figura 44. Etapas para desenvolvimento de uma aplicacdo pratica das analises quimiométricas
supervisionadas. Para as ndo supervisionadas, desconsidera-se o item “método de referéncia”,
pois nessas analises ndo sdo utilizadas variaveis dependentes.

Fonte: autoria propria, elaborado com base em Cozzolino (2020) (208).

2.3.3 Uso no diagnostico clinico

Uma das aplicacdes praticas da integracao de dados de espectroscopia no infravermelho
e analises quimiométricas € o diagndstico de doencas. As condi¢bes patoldgicas geram
alteracdes estruturais e funcionais no organismo, que séo refletidas em alteragcdes nos espectros
vibracionais (12). Os biomarcadores de doencas podem ser encontrados em diferentes amostras
bioldgicas, como biofluidos, células e tecidos (13) (Figura 45). O diagnostico em biofluidos
como sangue, saliva e urina tem destaque pela sua natureza nédo invasiva ou minimamente
invasiva, permitindo a detecgdo de alteracdo em metabolitos até mesmo nos estagios iniciais de

diversas condigdes patoldgicas (209).
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Figura 45. Esquema da utilizacdo clinica da espectroscopia no infravermelho para diagndstico
de doencas. Diversos biofluidos e outros materiais biolégicos como células e tecidos podem ser
obtidos, nos quais podem existir biomarcadores de patologias. Os espectros que contém a
“impressao digital” dessas amostras podem detectar essas diferencas e permitir a triagem e
diagnostico dos pacientes, a partir da analise com métodos matematicos.

Fonte: autoria propria, elaborado a partir de Mitchell et al. (2014) (210).

A espectroscopia no infravermelho j& foi proposta para o diagndstico de inimeras
condicdes patoldgicas, como varios tipos de cancer (pele, mama, colo uterino, prostata, sistema
gastrointestinal, cérebro, bexiga, cavidade oral, esdfago, figado, entre outros), doencas
neuroldgicas (doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, epilepsia, esclerose multipla,
acidente vascular cerebral, entre outras), diabetes, aterosclerose, entre outras diversas doengas
(12,211). No ambito das patologias infecciosas, alguns estudos ja utilizaram a espectroscopia
no infravermelho para diagnostico, principalmente para infec¢bes bacterianas e virais em
humanos, como no caso de infeccdo por Helicobacter pylori (212-215), infecg¢Oes bacterianas
diversas (216), infeccdo por poliovirus (217), HIV (218,219), artrite séptica (220), HPV
(221,222), doengas infecciosas bacterianas e virais em criancas (223), dengue (224), infeccao
por Salmonella typhi (225), COVID-19 (226-231) e infeccdo por zika virus (232). Ademais, a
espectroscopia no infravermelho também ja foi proposta para diagndstico de doencas causadas
por protozoarios, nematelmintos e platelmintos, como para malaria em humanos (233,234),
leishmaniose em cées (235), parasitas gastrointestinais em ovelhas (236) e equinococose cistica

em ovelhas (237). Na area de micologia, a espectroscopia no infravermelho é utilizada
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principalmente para identificacdo de fungos de importancia médica a partir de culturas puras,
como para leveduras do género Candida, fungos dermatofitos e fungos dematidceos (238,239).
Para diagnostico de doencas fungicas a partir de amostras bioldgicas, a técnica foi utilizada de
maneira escassa, apesar de apresentar potencial para tal aplicacao.

Assim, a espectroscopia no infravermelho ja mostrou potencial para diagnostico de uma
ampla gama de condicdes patoldgicas. Ademais, ela apresenta vantagens em relagdo a outras
técnicas, pois € altamente sensivel a alteragdes moleculares, é ndo invasiva e ndo destrutiva,
ndo necessita de reagentes e tem custo acessivel, ndo gera residuos e ndo exige preparacdo das
amostras, além de ser simples e rapida de executar (12,13). Com essas vantagens, a técnica ja é
amplamente utilizada em aplicagdes diversas nas industrias farmacéutica, de alimentos, de
analises ambientais e de analises forenses. Na area clinica, entretanto, a espectroscopia no
infravermelho tem se limitado majoritariamente apenas a estudos de prova de conceito, sem
uma aplicagdo prética efetiva. De fato, demonstrar potencial como uma ferramenta clinica
poderosa ndo necessariamente demonstra adequacdo para uso clinico. Apesar das vantagens
citadas acima, a espectroscopia no infravermelho na sua atual forma pode ndo ser adequada
para o uso clinico, devido a diversos fatores. Dentre estes, cita-se o fato de 0s espectrdmetros
utilizados em pesquisas serem em geral instrumentos caros e de grandes dimensdes,
incompativeis com automacao, apesar de ja existirem equipamentos mais compactos. Ademais,
nem sempre os resultados das analises quimiométricas sdo intuitivos. Assim, algumas
iniciativas tém proposto o desenvolvimento de dispositivos de espectroscopia FTIR no formato
de point-of-care (POC) testing, que sdo testes diagnosticos rapidos em biofluidos que podem
ser realizados diretamente no ponto de atendimento, apresentando os resultados de maneira
simplificada. Esses dispositivos eliminam os custos de transporte de amostras e analises
laboratoriais, permitindo uma analise imediata e que pode ser repetida inUmeras vezes para

monitorar o surgimento de condig¢Ges patogénicas (13,210) (Figura 46).
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Biofluid portal

Figura 46. Exemplo de um dispositivo de point-of-care (POC) testing. Nele, uma lanceta é
utilizada para coletar uma pequena quantidade de sangue, o qual passa por uma microcentrifuga
para separacdo do soro e do plasma. As amostras sdo direcionadas diretamente para um sensor
interno, como um diamante de ATR, e uma fonte de luz promove a geragdo dos espectros. Os
espectros sdo direcionados para uma base de dados centralizada, que permite seu pré-tratamento
sua e classificacdo de forma automatica. Baseado no resultado, um sinal luminoso é acionado,
com luz verde (resultado normal), &mbar (sinais precoces de doenca) ou vermelha (diagnostico
da doenca).

Fonte: Mitchell et al. (2014) (210).

Destaca-se, por fim, que as condicGes para a adequacdo clinica da espectroscopia no
infravermelho provém principalmente de duas perguntas que analisam sua custo-efetividade:
(1) A técnica proposta ird melhorar os desfechos clinicos? (2) A técnica proposta iré aliviar o
impacto financeiro nos sistemas de salde a0 mesmo tempo em que gera receitas? Satisfazer a
essas duas condi¢des de custo-efetividade é indispensavel para realizar a translagdo clinica de

métodos baseados em espectroscopia no infravermelho (13).

2.3.4 Uso na paracoccidioidomicose

Especificamente em analises relativas aos fungos do género Paracoccidioides e a
paracoccidioidomicose, foram encontrados trés estudos utilizando espectroscopia no

infravermelho.
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O primeiro data de 2014 e teve um enfoque no diagndstico. Porém, a técnica principal
ndo foi a espectroscopia FTIR, mas sim nanoparticulas de ouro, elaboradas com sequéncias de
DNA ribossémico especificas de P. brasiliensis. Para realizar o teste diagnostico, essas
nanoparticulas foram incubadas com fragmentos amplificados de DNA complementar (teste
positivo, com formacédo de dupla-hélice) e ndo complementar (teste negativo, sem formagao de
dupla-hélice). A formacéao de dupla-hélice promove mudanca de cor da solugdo, indicando um
teste positivo. Entretanto, para que ocorra uma mudanca de cor visivel a olho nu, é necessaria
uma boa quantidade de DNA; se é misturado menos DNA, sdo necessarias técnicas mais
sensiveis para que se identifigue um teste positivo. Nesse contexto, foi utilizada a
espectroscopia FTIR, que permite caracterizar as solugdes positivas e negativas ao fornecer a
“impressdo digital” das amostras. Os autores conseguiram classificar os testes positivos e
negativos com base nos modos vibracionais das amostras, sendo que 0s que mais contribuiram
foram aqueles relacionados a dupla hélice de DNA (NHN e NHO). Assim, neste estudo, a
espectroscopia foi utilizada como analise complementar no diagnostico da PCM (240).

Em 2016, a espectroscopia FTIR foi utilizada para caracterizar P. brasiliensis na forma
de levedura e na forma de micélio. Para isso, o fungo foi cultivado nas duas formas e os
espectros foram obtidos no modo de transmissdo. As diferencas nos espectros das formas de
levedura e de micélio foram encontradas em bandas de proteinas, lipidios e carboidratos,
correspondentes as diferencas estruturais entre as duas formas. As principais diferencas
encontradas foram nos modos vibracionais relativos a estrutura da parede celular fangica,
especificamente ao 1,3-pB-glucano, usualmente encontrado na forma micelial, e ao 1,3-a-
glucano, usualmente encontrado na forma de levedura. Assim, foi possivel obter uma
“assinatura quimica” de espectroscopia FTIR capaz de distinguir as duas formas de P.
brasiliensis. Os autores ressaltaram a importancia dessa técnica como uma ferramenta para
comparar a mesma forma do fungo exposta a diferentes condi¢des experimentais, por exemplo,
na exposic¢do a antiflngicos ou a estresses ambientais (241).

Ja em 2022, foi publicado o primeiro estudo com enfoque para o diagnostico da PCM
utilizando somente espectroscopia FTIR. Neste trabalho, foram utilizadas amostras de soro de
20 pacientes com PCM e 20 amostras de soro de individuos saudaveis, constituindo o grupo
controle. Os espectros foram adquiridos pela técnica ATR, na regido de 4000 a 600 cm™, e pré-
tratados por padronizacdo normal de sinal (SNV). Inicialmente, foi realizada uma PCA para
reducdo da dimensionalidade dos dados, permitindo a obtencdo das componentes principais no

lugar das variaveis originais. As PCs foram utilizadas na elaboracédo de modelos de classificacéo
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baseadas nos algoritmos de analise discriminante (DA), méaquina de vetores de suporte (SVM)
e KNN. Esses algoritmos trabalham com a distribuicdo das amostras nas PCs, sendo que cada
um estabelece determinado critério de separacdo das classes, utilizando esse critério para
classificar novas amostras. Foram testadas varias abordagens no desenvolvimento dos modelos,
com numero de PCs otimizado e diferentes regides espectrais, e a acuracia dos modelos foi
determinada pela validagdo-cruzada leave-one-out. Os melhores resultados foram obtidos com
o algoritmo SVM na regido de 3100 a 2800 cm™ e utilizando trés PCs, com 100% de
sensibilidade, 83,3% de especificidade e 91,67% de acuracia. Como destacado pelos autores, 0
estudo deve ser considerado como uma prova de conceito, pois ndo utilizou conjunto de
amostras de validacdo externa, nem incluiu no grupo controle outras micoses que podem ser
confundidas com a PCM (14).

Considerando que foram encontrados apenas trés trabalhos, a espectroscopia no
infravermelho ainda foi pouco utilizada em estudos sobre a PCM. Levando em conta as
vantagens na utilizacdo desta técnica, e que a mesma ja mostrou potencial para diagndstico da
PCM, destaca-se a oportunidade do desenvolvimento de novos estudos mais aprofundados

sobre o0 assunto.
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3. MARCO CONCEITUAL

A Figura 47 mostra o marco conceitual da pesquisa realizada, organizado como um mapa

conceitual que evidencia os principais elementos e como estes relacionam-se entre si.

Micose sistémica

granulomatosa
Cultivo

Fungos do género
Paracoccidioides &
Axame histopatolégicoj

causada por—[ Paracoccidioidomicose) diagnosticada por

Exame direto

Métodos imunolégicos}

ocorre na

Novas tecnologias ,
Métodos moleculares
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publicos de saude

Realidade
econdmica e social

Figura 47. Marco conceitual da pesquisa realizada.

Fonte: autoria propria.
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4. JUSTIFICATIVA

Por ser uma doenca tropical negligenciada e endémica de nosso pais, existe de maneira
continua a necessidade de desenvolver pesquisas sobre a PCM, principalmente no contexto do
Brasil. Assim, esse projeto de pesquisa foi proposto para o desenvolvimento de aplicacfes da
espectroscopia FTIR no manejo clinico da PCM, principalmente para o diagndstico, além do
uso para a titulagdo de anticorpos. Esse estudo se constitui num primeiro passo para
simplificacdo de diagndstico laboratorial com a realizacao de testes moleculares e imunolégicos
simultaneos e diferenciados em uma Unica andalise espectroscopica. Desta maneira, espera-se
contribuir para a produgdo e o uso de evidéncias cientificas nas politicas de regulagdo de saide
e nos padrdes de incorporacdo e de utilizacdo de tecnologias. Com a avaliacdo da eficacia dos
novos métodos baseados em espectroscopia FTIR, almeja-se apresentar uma nova metodologia
com maior possibilidade de acesso e custo reduzido de exames diagnosticos para infeccdes

fangicas invasivas em hospitais publicos terciarios.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Desenvolver novos métodos diagnésticos para a PCM baseados em espectroscopia FTIR e

analises quimiométricas.

5.2 Objetivos especificos

- Caracterizar a amostra selecionada para o estudo quanto ao seu perfil demogréfico clinico, em

relacdo a PCM;

- Avaliar o perfil de impressao digital metabdlica por espectroscopia FTIR de soro de pacientes
com PCM;

- Desenvolver um método multivariado a base de espectroscopia FTIR para diagnosticar

pacientes com PCM a partir de amostras de soro;

- Desenvolver um método multivariado a base de espectroscopia FTIR supervisionado por
imunodifusdo sérica para prever os titulos de anticorpos de pacientes com PCM;

- Avaliar o desempenho (sensibilidade, especificidade, acuracia) dos novos métodos

desenvolvidos em relacdo aos métodos de supervisao.
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7. ARTIGOS

Abaixo, serdo apresentados os artigos publicados durante a realizacdo do doutorado.

7.1 ARTIGOS PRINCIPAIS

Foram publicados trés artigos com os resultados obtidos durante a realizacdo do

doutorado. Estes sdo os resultados principais, com os dados oriundos das analises que foram

propostas no projeto do doutorado.
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ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic granulomatous mycosis endemic to Latin
America, whose etiologic agents are fungi of the genus Paracoccidioides. PCM is usually
diagnosed by microscopic observation of the fungus in biological samples, combined or not
with other techniques such as serological methods. However, all currently used diagnostic
methods have limitations. The objective of this study was to develop a method based on Fourier

transform infrared spectroscopy (FTIR) and chemometric analysis for PCM diagnosis. We
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included 224 serum samples: 132 PCM sera, 24 aspergillosis sera, 10 cryptococcosis sera, 8
histoplasmosis sera, and 50 sera from healthy blood donors. Samples were analyzed by
attenuated total reflection (ATR), and chemometric analyses including exploratory analysis
through principal component analysis (PCA) and a classification method (PCM and non-PCM)
through orthogonal partial least squares discriminant analysis (OPLS-DA). The spectra were
similar, with the main bands up to approximately 1652 cm and 1543 cm™ (amide I and amide
Il bands). This same region was mainly responsible for the partial separation of the samples in
PCA. The OPLS-DA model correctly classified all serum samples with only one latent variable,
with a determination coefficient (R?) higher than 0.999 for both the calibration set and
prediction set. Sensitivity and specificity were 100% for both sets, showing better performance
than the reference diagnostic methods. Therefore, the use of FTIR/ATR together with OPLS-

DA modeling proved to be a promising method for PCM diagnosis.

Keywords: paracoccidioidomycosis; Fourier transform infrared spectroscopy; orthogonal
partial least squares discriminant analysis; multivariate analysis; photodiagnosis; systemic

mycosis

1. INTRODUCTION

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic granulomatous mycosis endemic to Latin
America [1]. Approximately 80% of cases occur in Brazil, with a wide endemic area comprising
mainly the Southeast, Midwest, and South regions [2]. Cases also occur in the North region,
where some hyperendemic areas have more than 40 cases/year [3]. The etiologic agents of PCM
are the thermally dimorphic fungi of the genus Paracoccidioides, whose saprophytic (mycelial)
phase is found mainly in soil. The disease is acquired in the respiratory tract through inhalation
of fungal propagules suspended in the air [2,4]. In the lungs, the fungus transforms into its
pathogenic yeast form and can spread to any organ and system through the lymphatic and
hematogenous routes. If not diagnosed early, PCM can progress to death, or leave severe
sequelae such as fibrosis and pulmonary emphysema [1].

PCM is diagnosed mainly through microscopic observation of the fungus in biological
samples, such as sputum and biopsy of affected organs. However, this technique has low
sensitivity and the necessary clinical samples are often difficult to obtain. It is also possible to
culture Paracoccidioides spp. isolated from clinical samples, although this is uncommon due
to the difficulty of isolating the fungus [1,5,6]. Other supplementary diagnostic methods are

available, such as serological and molecular techniques. In serological methods, the most often
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used technique is double immunodiffusion (DID) with the gp43 antigen [6]. However, the lack
of standardization in the methods used [7], in addition to the different antigenic profiles of
different species of Paracoccidioides [8], lead to inconsistencies in the results of serological
diagnosis, which can compromise its clinical application. Molecular techniques, such as those
based on polymerase chain reaction (PCR) are not yet routinely applied due to the lack of
standardization and high costs involved [9]. The above considerations emphasize the need to
develop new diagnostic methods.

One promising method is FTIR. In this analysis, the interactions of infrared radiation
with chemical bonds generate a spectrum that contains the fingerprint of a sample. The main
advantages of FTIR are the speed of analysis, its accuracy and reproducibility, use of a very
small amount of sample, and generation of minimum waste [10]. In the medical field, FTIR
analysis of minimally invasive biological fluids allows the diagnosis and monitoring of various
diseases [11]. Specifically, blood serum is the most complex biofluid, as it perfuses organs
throughout the body and provides information about intracellular and extracellular events [12],
making serum analysis useful for the diagnosis of various diseases. In order to use spectroscopic
data in the development of diagnostic methods, the use of supervised classification methods is
necessary. These methods are machine-learning techniques that create models to perform class
assignments from the spectroscopic data, after the supervised learning procedure. Frequently
used supervised techniques are artificial neural networks, support vector machines, and
analyses based on linear discriminant analysis (LDA) and partial least square analysis (PLS)
[13,14].

In the area of infectology, FTIR has been increasingly explored as an alternative for the
diagnosis of diseases, using whole blood or its components. For bacterial infections, the method
has been proposed for the diagnosis of several acute infections using white blood cells (WBCs)
[15]; Salmonella typhi infection, using serum [16]; and Helicobacter pylori infection, also using
serum [17]. For viral infections, FTIR has been proposed for diagnosis of dengue, in serum
[18]; HIV, in plasma [19]; and COVID-19, in plasma [20]. For infections caused by protozoa,
FTIR has been used for the diagnosis of malaria, in whole blood artificially infected in the
laboratory with Plasmodium falciparum [21]; and for the diagnosis of leishmaniasis in canine
serum [22].

In mycology, FTIR has been proposed mainly for the identification of fungi from
cultures that have previously been isolated in the laboratory, such as yeasts of the genus
Candida, dermatophyte fungi [23], and black fungi that cause chromoblastomycosis [24]. FTIR

has also been used to identify and characterize an isolate of Paracoccidioides brasiliensis [25].
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For the diagnosis of fungal infections directly from biological samples from patients, FTIR has
been seldom used. One study [26] used FTIR combined with machine learning algorithms to
screen for PCM in 20 serum samples from patients and 20 serum samples from healthy
individuals, and obtained an accuracy of 91.67%. Although the authors proposed this method
as a screening diagnostic tool, their study did not attempt to differentiate PCM from other
systemic mycoses, an essential step in validation.

The aim of the present study was to develop a method for the diagnosis of
paracoccidioidomycosis, including its differentiation from other systemic mycoses, through the
use of FTIR and supervised chemometric analyses, specifically the orthogonal partial least
squares discriminant analysis (OPLS-DA).

2. MATERIAL AND METHODS

2.1 Patients and serum samples

A total of 224 retrospective serum samples from a repository at the School of Medicine
of Botucatu, UNESP, were analyzed. Of these, 132 samples were from patients with
paracoccidioidomycosis treated at the Infectious Diseases Service of the School of Medicine of
Botucatu, UNESP, from the Botucatu region, Sdo Paulo, Brazil. These patients were
characterized as to sex, age, clinical form of PCM, and diagnostic criteria. The case definition,
according to Mendes et al. (2017) [1], is based on identification of the fungus of the genus
Paracoccidioides in clinical samples by direct mycological examination or culture,
histopathological and/or cytopathological examination by cyto-inclusion. For all cases, a
serological diagnosis was also performed, with the identification of specific serum antibodies,
using the double immunodiffusion (DID) reaction on agar gel.

The control group consisted of 92 serum samples. Of these, 50 samples were from blood
donors without PCM suspicion at the Botucatu Blood Center, from the same region of origin of
the PCM patients. The other 42 samples from the control group consisted of other systemic
mycoses: 24 serum samples from patients with aspergillosis, 10 serum samples from patients
with cryptococcosis, and 8 serum samples from patients with histoplasmosis. All these patients
were also treated at the Infectious Diseases Service of the School of Medicine of Botucatu,
UNESP.

The study was approved by the ethics committees of the universities participating in the
study (CAAE 37684720.2.1001.5343).
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2.2 FTIR/ATR analysis

Serum samples were thawed, homogenized, and rapidly analyzed in triplicate by
attenuated total reflection (ATR) on a Spectrum 400 FTIR/FTNIR spectrometer (Perkin-Elmer,
Inc., Waltham, MA, USA), coupled to a standard Universal ATR Sampling Accessory (UATR,
Perkin-Elmer, Inc.; Registration number L1250050). A 1 pL aliquot of each sample was
deposited on the crystal of the instrument and dehydrated in air current (6065 °C) for 1 min,
an essential drying step for good FTIR spectra acquisition [14]. The acquisition range was from
4000 to 650 cm™ using the spectral resolution of 4 cm™ and 8 scans. Between the spectral
acquisitions of each of the serum samples (in triplicate), a blank acquisition was performed

under the same conditions.

2.3 Chemometrics

All chemometric analyses were conducted in the software Pirouette 4.5 (Infometrix,
Bothell, WA, USA), and figures were constructed in the software OriginPro70 (OriginLab,
Northampton, MA, USA).

Initially, an exploratory analysis was carried out through principal component analysis
(PCA), to evaluate the possible separation of the paracoccidioidomycosis serum samples from
the other serum samples included in the study (healthy blood donors, aspergillosis,
cryptococcosis, and histoplasmosis). The average spectrum of the triplicates of each serum
sample was obtained after correction of the ATR spectra followed by vector normalization of
each replicate. Then, the dataset was pre-processed with the second derivative (Savitzky-Golay,
11 points) and PCA was performed with mean-centering. To represent the results, the principal
components (PCs) that best separated the samples were chosen (through a t-test of the scores,
p<0.05), with their respective loadings.

Supervised analysis with OPLS-DA was used to classify the samples into two groups:
cases (PCM) and controls (healthy blood donors and patients with other systemic mycoses). For
this, the average spectrum of the triplicates of each serum sample was obtained after correction
of the ATR spectra followed by amplitude normalization (0—1, min-max normalization) of each
replicate. OPLS-DA models were initially developed with the total dataset, using different
regions of the spectra, different pre-processing techniques (raw data, mean centering, or
autoscaling), and different variable transformation algorithms (1%t or 2" derivative), to
determine the best model.

After defining the best conditions for the model, the dataset was systematically divided

in a 1:1 ratio into a calibration set (CS) and a prediction set (PS). The maximum number of
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latent variables (LV) allowed in the OPLS-DA model was defined according to the
recommendation of the ASTM E1655-05 guidelines, using the equation N = 6 (A+1), where N
is the number of CS samples and A is the maximum number of LV allowed in the model.
Considering N = 112 samples, the maximum number of LV is 17 [27]. The CS was submitted
to leave-one-out cross-validation with one to 17 latent variables, and the presence of possible
outliers was assessed through analysis of the Mahalanobis distance. External validation was
performed, including each mean spectrum of a serum sample from PS in the OPLS-DA model
obtained with CS (training set), and the respective class was predicted. The performance of the
OPLS-DA models was evaluated by the root mean square error of cross-validation (RMSECV),
root mean square error of prediction (RMSEP), coefficient of determination (R?), toias, limiar

class, sensitivity, specificity, and accuracy.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Epidemiological data of PCM patients

The 132 patients with paracoccidioidomycosis included in the study had a mean age of
44.2 + 17.1 years, ranging from 4 to 85 years old. The predominant sex was male, with a
male:female ratio of 3.71:1. PCM cases with different clinical forms and severity, classified
according to Mendes et al. 2017 [1], were included. The moderate chronic form predominated
in 51.5% (n = 68) of the cases; the relationship between the clinical forms was approximately
three chronic cases to one acute case (Table 1). The characteristics of age, sex, and clinical form
of the cases included in the study are in accordance with the PCM epidemiological data found
in the literature [28].
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Table 1. Distribution of 132 patients with paracoccidioidomycosis according to sex, clinical

form and severity.

Characteristics n %
Sex
Male 104 78.8
Female 28 21.2
Clinical form and severity

Moderate acute 6 4.5
Severe acute 27 20.5
Chronic mild 7 53
Chronic moderate 68 515
Chronic severe 20 15.2
Not informed 4 3.1

Regarding diagnostic criteria, 118 cases (89.4%) had Paracoccidioides spp.
identification in a clinical sample; yet, in ten of these cases, the immunodiffusion reaction was
negative. The other 14 cases were defined only as possible cases, as the fungus was not
identified in clinical samples. However, there was a positive reaction in the immunodiffusion,
and the clinical picture of the patients was in accordance with the PCM (Table 2). Thus, none
of the methods used for the diagnosis of the included cases showed 100% sensitivity, which is
expected for both techniques (fungus identification in clinical samples and DID) [5,6].

Table 2. Diagnostic criteria and case definition of 132 cases of paracoccidioidomycosis

included in the study.

DIAGNOSTIC

CRITERIA DID+ DID-

With identification of
Paracoccidioides spp. in 108 10
clinical samples

Without identification of
Paracoccidioides spp. in 14 0
clinical samples*

*Possible cases of PCM, according to the case definition of Mendes et al. (2017) [1].
Abbreviations: DID — double immunodiffusion.
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3.2 FTIR/ATR spectra of serum samples

The average spectrum of each type of serum samples included in the study is shown in

Figure 1. The spectra are similar, with the main bands at approximately 1652 cm™ and 1543

cm, corresponding to the amide | and amide 11 bands, respectively [29]. Table 3 summarizes

the vibrational modes and the biomolecular attributions of the bands marked in Figure 1F,

comprising the main bands present in the human serum FTIR/ATR spectrum.
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Figure 1. Average FTIR/ATR spectra of each group of serum samples, with their respective

standard deviations. Averaging from each group was obtained calculating the arithmetic mean

of absorption for each frequency of the three normalized min-max spectra from each sample,

followed by the arithmetic mean of all the samples from the group. Abbreviations: ASP —
aspergillosis; HBD — healthy blood donors; CRY — cryptococcosis; HIS — histoplasmosis; PCM

— paracoccidioidomycosis.
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Table 3. Characteristics of the main bands found in the analyzed sera samples spectra.

Ejrr;ldber I(:Crnigll;ency Vibrational mode/molecular bond Biomolecular attribution
L ot e )

2 ~3068 Overtone of amide Il band Proteins (amide B)

3 ~2960 Symmetric stretching vibrations of CH3 :;Elgisngatty acids, cholesterol esters);
4 ~2927 Asymmetric stretching vibrations of CH.  Lipids (fatty acids)

5 ~2873 Symmetric stretching vibrations of CH3 Ir;li’gigisn(sfatty acids, cholesterol esters);
6 ~2852 Symmetric stretching vibrations of CH,  Lipids (fatty acids)

7 ~1739 Stretching vibrations of C=0 Lipids (fatty acids, cholesterol esters)
8 ~1652 Stretching vibrations of C=0 Proteins (amide I)

9 ~1543 Bending vibrations of N-H Proteins (amide 1)

10 ~1455 Bending vibrations of CH; and CH3 Lipids (fatty acids); proteins

11 ~1403 Symmetric stretching vibrations of CHs  Proteins

12 ~1319 Amide Il band Proteins (amide I11)

13 ~1240 Asymmetric stretching vibration of PO, ~ Phospholipids

14 ~1170 Stretching vibrations of C-O Proteins

15 ~1080 Symmetric stretching vibration of PO, Phospholipids

16 ~1035 Stretching vibrations of C-O Carbohydrates

17 ~970 Symmetric stretching vibration of P-O Phospholipids

Ref: Naseer et al. 2020 [16]; Oleszko et al. 2017 [30]; Gunasekaran et al. 2010 [31].

3.3 Exploratory analysis of serum samples

The principal components (PCs) that best separated the serum samples were PC1 (with
41.0% of the variance) and PC3 (with 7.4% of the variance), according to the t-test of PCA
scores (p<0.05). The best separation was observed between PCM and the healthy individuals,
on both the PC1 and PC3 axes. For the other mycoses, the PCM samples were separated mainly
on the PC3 axis, although the separation was not very evident (Figure 2A).

The main region that contributed to the separation of the groups was from 1700 to 1450
cmt, where the amide | and amide Il bands are found, and there is also absorption of
immunoglobulins 1gG2, 1gGz and IgGa; apolipoproteins Apo-Al and Apo-C3; urea; and
albumin [32]. The main loadings responsible for separation of the samples were 1650 cm™
(positive) and 1643 cm™ (negative) in PC1; and 1657 cm™ (negative) and 1633 cm™ (positive)
in PC3 (Figure 2B and 2C). The separation of samples from the different groups may have been
due mainly to immunoglobulins; it is known that in the humoral immune response against
Paracoccidioides spp., there is an increase in 1gG levels, mainly of the 1gGs class [33,34]. In

the discrete separation of PCM from other systemic mycoses, considering the main bands in
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PC3 loadings, the absorption of immunoglobulins may also have been determinant, mainly of
IgG2, 19Gs, and 1gGa, around 1650-1500 cm™ [32].

ASP
HBD
CRY
HIS

PCM

0.0004 —

0.0003 —

PC3 (7.4%)

-0.0001 —

-0.0004 -0.0002 0.0000 0.0002 0.0004 0.0006
PC1 (41.0%)

-0.0002

0.3

02 —

0.1 —

0.0 g

-0.1 4

0.2 - o :
T T ¢ T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumber (cm™)

0.3 —+

0.2 —

0.1

0.0

1622

-0.1 —

-0.2 -

1700 1650 1600 1550 1500

Wavenumber (cm™)

Figure 2. (A) Two-dimensional PCA scores plots PC1 vs. PC3 of FTIR spectral data set
concerning 24 aspergillosis (ASP), 50 healthy blood donors (HBD), 10 cryptococcosis (CRY),
8 histoplasmosis (HIS) and 132 paracoccidioidomycosis (PCM) serum samples. Ellipse
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represents the 95% confidence level. (B) PC1 and PC3 loadings, full spectra. (C) PC1 and PC3
loadings, enlarged in the most representative region of the spectra (approximately 1700 to 1450

cm™).

3.4 ATR/OPLS-DA model for PCM diagnostics

The use of FTIR generates a spectrum that contains the complete molecular composition
of a biological sample. A pathological condition may cause specific changes in the sample,
which can be detected in the spectrum through supervised chemometric analyses. These
infrared molecular fingerprints (IMFs) in blood samples have been explored as a possibility for
liquid biopsy in the diagnosis of several diseases [35].

In our study, the best ATR/OPLS-DA model for PCM diagnosis was obtained using the
full spectrum, indicating that the alterations in serum caused by PCM can be found along the
entire spectrum, not only in the main region of proteins, as seen in the PCA (1700 to 1450 cm~
1y, and that the set of these alterations provides the best ATR/OPLS-DA modeling for PCM
diagnosis. The second derivative of the spectra was used, without any pre-processing, and with
the use of one orthogonal signal correction (OSC) component, which made the predictive
quality of the model satisfactory.

The ATR/OPLS-DA models showed figures of merit (R? and RMSECV/RMSEP)
compatible with high performance, even with one latent variable. The R?, RMSECV, and
RMSEP values stabilized with four LVs; due to this stabilization, it was selected to represent
the figures of merit of the models with up to ten LVs, even though the ASTM E1655-05
standard allows up to 17 LVs in the model without causing overfitting [27] (Figure 3). One
latent variable was sufficient, since it already correctly classified all samples, with a low
RMSECYV value, in addition to having the lowest tyias Value (terit = 1.98 for 112 samples) (Figure
3, Table 4). No sample was detected as an outlier in the Mahalanobis distance analysis
(Supplementary Figure 1). The main region responsible for the separation of the samples, with
one latent variable, was 1700-1360 cm™. Other regions that contributed were 2970—2845 cm~
Land 1340-700 cm ™2,

The models were able to correctly classify all serum samples into the two groups. Even
the serum samples from patients with PCM who had a negative serological reaction (n = 10),
and also the sera from patients for whom the etiologic agent had not been diagnosed visually,
but who had specific serum antibodies (n = 14), were correctly classified in the PCM group.
Thus, the ATR/OPLS-DA model with only one latent variable achieved 100% specificity,

sensitivity, and accuracy, comparing well with the supervision methods (identification of
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Paracoccidioides spp. in clinical samples and/or DID) (Table 4; Figure 4). Inclusion of other
systemic mycoses with the potential to be misdiagnosed as PCM is important, especially those
that may be cross-reactive in immunodiagnosis, which is one of the limitations of using DID
for PCM diagnosis [1]. Notably, the model was able to correctly diagnose PCM sera with
different clinical forms and degrees of severity, indicating possible future use for analyses with
FTIR/ATR to perform this classification.
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Figure 3. Figures of merit of OPLS-DA models for PCM diagnosis, from one to ten latent
variables. (A) Root mean square error of cross-validation (RMSECV) of total set and calibration
set (CS), and root mean square error of prediction (RMSEP) of prediction set (PS). (B)
Determination coefficient (R?) of CS and PS. (C) tyias of CS and PS. (D) Class limiar of CS and
PS.
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Table 4. Figures of merit of ATR/OPLS-DA model for PCM diagnosis with one latent variable,

after min—max normalization, second derivative by Saviztky-Golay (5 points) and one

component of orthogonal signal correction (OSC).

Set/Figures of merit

Calibration set (CS)

Prediction set (PS)

n =112 samples n =112 samples

RMSECV/RMSEP 0.0556 0.00602

R2 0.99987 0.99985

Class limiar 0.5317 0.4534

Tbias 0.62726 1.09876
Sensitivity (%) 100 100
Specificity (%) 100 100
Accuracy (%) 100 100

Abbreviations: RMSECV = root mean square error of cross-validation; RMSEP = root mean square error of
prediction; R? = determination coefficient.
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Figure 4. Predict class (in CS and in PS) for the ATR-FTIR/OPLS-DA model of classification

of serum samples from patients with paracoccidioidomycosis (class = 1) and the other serum

samples analyzed (healthy blood donors and patients with other systemic mycoses) (class = 0).

Model elaborated with average spectra after min max normalization, non-processing, one

component of orthogonal signal correction, and one latent variable. Abbreviations: ASP —

aspergillosis; HBD — healthy blood donors; CRY — cryptococcosis; HIS — histoplasmosis; PCM

— paracoccidioidomycosis.
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4. CONCLUSIONS

The use of FTIR/ATR combined with OPLS-DA modeling proved to be a promising
tool for PCM diagnosis, proving to be faster, less expensive, and more sensitive than traditional
diagnostic methods. Moreover, this method showed 100% specificity, being able to differentiate
the serum of patients with PCM from the serum of patients with other systemic mycoses. We
emphasize the importance of future studies with a larger number of samples of other common

systemic mycoses, such as systemic candidiasis.
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Abstract: Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic mycosis caused by fungi of the genus
Paracoccidioides. Serological tests are auxiliary in the diagnosis of PCM. However, the lack
of standardization is a central problem in serodiagnosis and antibody titration. The objective of
this study is to propose a methodology based on Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR)
for predicting antibody titers in patients with PCM. A total of 118 serum samples from patients
with PCM were included, for which antibody titration using double immunodiffusion (DID)
was previously performed. Serum samples were analyzed by attenuated total reflection (ATR)
FTIR and a supervised analysis with partial least squares regression (PLS) was used to predict
the antibody titers. The PLS model with two latent variables and with the use of one orthogonal
signal correction (OSC) showed a determination coefficient (R?) higher than 0.9999 for both
the calibration and prediction set. The model was able to predict the antibody titers from patients

with PCM with a minimal error. Therefore, modeling with FTIR/ATR and multivariate
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calibration proved to be a fast and highly accurate method for antibody titration, replacing the
need for antigen production and performance of traditional serological tests.
Keywords: paracoccidioidomycosis; FTIR spectroscopy; immunodiffusion; antibody titration;

serodiagnosis.

1. Introduction

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic granulomatous mycosis endemic to Latin
America, occurring from Mexico to Argentina, caused by the thermodimorphic fungi of the
genus Paracoccidioides. The country with the highest occurrence of PCM is Brazil, with 80%
of all reported cases, mainly in the Southeast, Center-West and South regions [1]. However,
human occupation of new areas, together with environmental interventions, has modified the
epidemiology of PCM [2], causing outbreaks of the disease in urban areas [3] and the
emergence of new hyperendemic regions [4].

Paracoccidioides spp. is classified in the medium priority group in the WHO fungal
priority pathogens list [5]. However, PCM is still not recognized by the World Health
Organization as a neglected tropical disease (NTD), although it fulfills all the requirements to
be in that list, due to its great social impact in Latin America [6]. PCM is responsible for 50%
of deaths caused by systemic mycoses in Brazil [7] and is the eighth cause of death among
chronic infectious diseases in the country [8].

Fungi of the genus Paracoccidioides are soil saprophytes, in addition to being
commonly found in mammal reservoirs, mainly armadillos [9]. Thus, the major risk factor for
PCM is soil exposure, being considered an occupational disease in people who work with the
soil, such as farmers [10]. The habit of smoking is another important risk factor, and 90% of
patients with the chronic form of PCM are smokers. The disease in the chronic form is more
common in males aged between 30 and 60 years. However, in the acute form, it is common to
affect children, adolescents, and young adults up to 30 years old of both sexes [2,11]. What
differentiates the two forms (chronic and acute) is mainly the age of the affected individuals,
the duration of symptoms and the organs involved. In the acute form, symptoms develop over
a short period of time and the main organs involved are the lymph nodes, liver, and spleen. In
the chronic form, symptoms develop on average for at least six months, and involvement of the
lungs and upper aerodigestive tract mucosa is usually present [1].

The infection starts in the lungs, through the inhalation of fungal propagules. From

them, the disease can spread to any organ or body system, resulting in a wide spectrum of
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clinical manifestations. If not diagnosed and treated correctly, PCM can lead to hospitalizations
and generate serious sequelae such as pulmonary fibrosis and emphysema [12,13].

Thus, early diagnosis of PCM is essential. It is established by demonstrating
Paracoccidioides spp. in clinical samples, mainly through direct mycological examination of
sputum, lesion scrapings, and bronchoalveolar lavage (BAL) fluid. Histopathological
examination is also a frequent diagnostic method, through visualization of the typical yeast cells
in tissue fragments [1,11]. Isolation and cultivation of the fungus from clinical specimens is
difficult and can take between 3 to 6 weeks of growth [10]; therefore, it is not a routinely used
diagnostic tool.

There are other auxiliary diagnostic methods, such as the serological tests for the
detection of anti-Paracoccidioides antibodies [1]. Visualization of the fungus in clinical
samples is not always possible, making serological tests a good option [14]. Positivity in
serological tests does not establish the diagnosis, however, it makes the case probable. In
addition to being useful for diagnosis, the titer of specific anti-Paracoccidioides antibodies
correlates with the severity of the case and can be used as a criterion for cure [15]. The most
used technique is double immunodiffusion (DID), whose specificity and sensitivity can vary
from 65% to 100%, depending on the antigen used [14]. The lack of standardization of
techniques and antigens is a central problem in serological tests [16].

Recently, our research group developed a method for diagnosing PCM in serum using
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and partial least squares-discriminant analysis
(PLS-DA) [17]. Considering that FTIR is a technique that allows to determine the “molecular
fingerprint” of a sample [ 18], we hypothesized that it would be possible to apply this technique
for antibody titration, which is traditionally done by DID. Therefore, the aim of the present
study is to propose an innovative methodology based on FTIR spectroscopy for predicting
antibody titers in patients with PCM, facilitating the clinical management of this neglected

endemic mycosis.

2. Materials and Methods

2.1 Patients and Serum Samples

A total of 118 retrospective serum samples from patients with PCM were analyzed.
These samples were provenient from a repository at the School of Medicine of Botucatu,
Universidade Estadual de S&o Paulo (UNESP). The study was conducted in accordance with

the Declaration of Helsinki, and the protocol was approved by the Ethics Committees of the
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universities participating in the study (CAAE 37684720.2.1001.5343). All patients included
were characterized as to sex, age, affected organs, and clinical form/severity, following the
criteria by Mendes et al. (2017) [1].

All the patients were diagnosed and treated at the Infectious Diseases Service of the
School of Medicine of Botucatu (UNESP), from the Botucatu region, Sdo Paulo, Brazil. The
cases were diagnosed by clinical suspicion followed by visualization of the fungus of the genus
Paracoccidioides in clinical samples, by direct mycological examination and/or culture and/or
histopathology and/or cytopathology by cyto-inclusion [1].

For all cases, antibody titration was performed at the Infectious Diseases Service. An
in-house produced exoantigen was used, based on the methodology by Camargo et al. (2003)
[19], from the sample of P. brasiliensis B-339 (=ATCC 200273; American Type Culture
Collection, Manassas, VA, USA). Antibody titration was performed using the double
immunodiffusion technique (DID), with antibody titers ranging from 1:1024 to 1:1 (Table 1).

Table 1. Antibody titration from the double immunodiffusion test (DID) of 118 serum samples

from patients with paracoccidioidomycosis.

. . Log: Number of samples
* 0,
Antibody titer (1/Antibody titer) (N = 118) Percentage %

1:1024 10 4 3.39
1:256 8 8 6.78
1:128 7 10 8.47
1:64 6 16 13.56
1:32 5 16 13.56
1:16 4 23 19.49
1:8 3 9 7.63
1:4 2 12 10.17
1:2 1 16 13.56
1:1 0 4 3.39

2.2 FTIR-ATR Analysis

Serum samples were analyzed in triplicate by attenuated total reflection (ATR) on
Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR (Perkin Elmer) spectrometer, coupled to standard Universal ATR
Sampling Accessory (UATR, Perkin-Elmer Inc.; Registration number L1250050).

Triplicates of 1 uL of each sample were deposited on the crystal of the instrument and
dehydrated in airstream (60-65 °C) for one minute. The acquisition range was from 4000 to 650

cm* using the spectral resolution of 4 cm™ and 8 scans. Between the spectral acquisitions of
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each of the serum samples and their triplicates, a blank acquisition was performed under the

same conditions.

2.3 Chemometrics

All chemometric analyses were conducted in the software Pirouette 4.5 (Infometrix,
Bothell, WA, USA), and figures were constructed in the software OriginPro70 (OriginLab,
Northampton, MA, USA).

Antibody titers were transformed by the expression logz (1/Antibody titer), obtaining
inverse powers of 2 as described in Table 1. The average serum spectra were presented in two
sets to analyze differences between samples with higher antibody titers and those with lower
titers. Considering the mean value of the titers in log> (1/Antibody titer), which is 4.6, one of
the sets grouped the samples with values of titers less than or equal to 4.6 (n=64), and the other
grouped the samples with titer values greater than 4.6 (n=54). Averaging was obtained by
calculating the arithmetic mean of absorption for each frequency of the three min-max and
vector normalized spectra from each sample, followed by the arithmetic mean of all samples in
the set. A t-test with a significance level of 0.05 was performed between the sets to determine
their differences [20].

Supervised analysis with partial least squares regression (PLS) was used to predict the
antibody titers of the serum samples from patients with PCM. The average spectrum of the
triplicates of each serum sample was obtained after amplitude normalization (0-1, min-max
normalization) followed by vector normalization. PLS models were initially developed with the
total dataset, different regions of the spectra, different pre-processing techniques (raw data,
mean centering, or autoscaling), and different variable transformation algorithms (1% or 2"
derivative), to determine the best models.

After defining the best conditions for the model, the dataset was systematically divided
in a 1:1 ratio into a calibration set (CS) and a prediction set (PS). The maximum number of
latent variables (LV) allowed in the PLS models was defined according to the recommendation
of the ASTM E1655-05 guidelines, using the equation N = 6 (A+1), where N is the number of
CS samples and A is the maximum number of LV allowed in the model. Considering N=59
samples, the maximum number of LV is 8 [21]. The CS was submitted to leave-one-out cross-
validation with one to eight latent variables. External validation was performed, including each
mean spectrum of a serum sample from PS in the PLS model obtained with CS (training set),
and the respective antibody titer value was predicted. The performance of the PLS model was
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evaluated by the determination coefficient (R?), root mean square error of cross-validation
(RMSECYV), root mean square error of prediction (RMSEP), and toas.

3. Results and Discussion

The 118 patients included in the study had a mean age of 42.6+£17.3 years, ranging from
4 to 85 years old. The predominant sex was male, with a male:female ratio of 3.33:1. The
patients had a wide range of clinical presentations, predominantly the moderate chronic form,
in 53.39% of the cases (n=63) (Table 2). In total, 13 organs were involved in the cases of PCM
(lungs, skin, upper aerodigestive tract mucosa, lymph nodes, trachea, larynx, liver, spleen,
adrenal glands, intestine, bones, central nervous system, and genitals), with 73.73% of the
patients (n=87) having involvement of more than one organ. The most affected organs were the
lungs, in 88 cases, the lymph nodes, in 45 cases, and the upper aerodigestive tract mucosa, in
37 cases. The inclusion of patients with different clinical presentations is important to make the
model more robust, considering that PCM is a disease that presents a wide spectrum of

manifestations [1].

Table 2. Distribution of 118 patients with paracoccidioidomycosis according to sex, clinical

form, and severity.

Characteristics n Percentage %
Sex
Male 90 76.27
Female 27 22.88
Not informed 1 0.85
Clinical form and severity*

Moderate acute 6 5.09
Severe acute 26 22.03
Chronic mild 2 1.69

Chronic moderate 63 53.39

Chronic severe 18 15.26

Not informed 3 2.54

*Classified according to Mendes et al. (2017) [1].

The average spectra of the 118 serum samples are shown in Figure 1A. The main
contributions in the spectra are related to proteins and lipids, and the main bands are amide |
and amide Il, at approximately 1652 cm™ and 1543 cm™, respectively [22]. The main

differences between the groups (antibody titer < 4.6 and antibody titer > 4.6) are found in the
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region from 1727 to 1403 cm™, which presented the lowest p values, highlighted in Figure 1B.
In this region, absorption of immunoglobulins 19G2, 1gG3, and 19G4 occurs [23], which could

explain its contribution in differentiating samples with lower and higher concentrations of

antibodies.
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Figure 1. (A) Average FTIR/ATR spectra of serum from patients with paracoccidioidomycosis,

considering two sets (antibody titer <4.6 and antibody titer > 4.6), showing regions with p<0.05
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in the t-test performed between the two groups. Averaging was obtained by calculating the
arithmetic mean of absorption for each frequency of the three min-max and vector normalized
spectra from each sample, followed by the arithmetic mean of all the samples of the set; (B)
1727-1403 cm* region enlarged, showing the differences between the two groups and the main

bands found.

Despite the differences found in the region from 1727 to 1403 cm, the best PLS models
for the antibody titer prediction were obtained with the use of the full spectrum, evidencing that
contributions showing antibody concentrations are present across the entire spectrum, not just
in that specific region [17].

As can be seen in Figure 2, the best models were obtained using the 1% or 2™ derivative,
without any pre-processing, as mean centering and autoscaling considerably impair the
predictive quality of the models. Derivatives are powerful methods both for baseline correction
and for resolving overlapping spectral bands, being very suitable for improving the quality of
ATR-FTIR spectra of biofluids [24]. However, even so, the models showed insufficient
predictive power, which was only optimized with the application of one orthogonal signal
correction (OSC) component (Figure 2). OSC was proposed in 1998 by Wold et al., where it
was developed for application in near-infrared (NIR) spectra. This filter removes from the
spectral data (X matrix) only those that are totally unrelated to the property of interest to be
inferred from the spectra (Y matrix). This is done through orthogonalization, ensuring that the
information from the X matrix that was removed is mathematically orthogonal to Y. Thus, in
the work in which it was initially proposed, the OSC was able to considerably improve the
quality of the multivariate calibration, compared to the raw data and with other signal correction

techniques [25].
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Figure 2. Figures of merit of PLS models for antibody titer prediction with different pre-
processing methods, from one to eight latent variables, considering the total set of the samples
(N=118). (A) Root mean square error of cross-validation (RMSECV), without orthogonal
signal correction (OSC); (B) RMSECV with OSC; (C) Determination coefficient (R?) without
OSC; (D) R2 with OSC. RS: raw spectra; MC: mean centering; AE: autoscaling; 1D: 1%

derivative; 2D: 2" derivative.

Several studies have already used OSC in different techniques and analyzes in order to
improve the predictive quality of multivariate calibration models. In the field of medical
mycology, our research group has already successfully applied OSC to identify fungi that cause
chromoblastomycosis, using FTIR and PLS-DA [26], and for predicting the antifungal
susceptibility of Fonsecaea pedrosoi isolates against itraconazole, using FTIR and PLS [27].
In the same way, in the present work we were able to optimize the results with the use of one
OSC component, together with the use of 1% derivative. Although the figures of merit were very

similar with the use of 1% or 2" derivative and one OSC component (they are even
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superimposed in Figures 2B and 2D), the values are slightly better with the 1% derivative. From
the definition of the best conditions, the samples were divided 1:1 in the calibration and
prediction sets and the modeling was carried out. Under these conditions, the models with one
to eight latent variables showed determination coefficients and root mean square errors

compatible with high performance (Figure 3).
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set (CS), and root mean square error of prediction (RMSEP) of prediction set (PS). (B)
Determination coefficient (R2) of CS and PS. (C) thias of CS and PS.

As can be seen in Figure 3, the tnias vValue in the prediction set using one latent variable
was greater than the terit value (=2.002). The thias Value is important, as it represents the mean
bias between the predicted and actual values of the antibody titers and, therefore, must be below
terit. The thias Value were less than 2.002 in the PLS model with two latent variables, and
considering that, with two LVs, the prediction error (=0.0093) was already about a hundred
times smaller than the difference between the antibody titers (when considered as potency rather
than fractions, the interval between titers equals 1), this was the chosen number of latent
variables to be used in the PLS model (Table 3). In the developed model, to be considered
negative, a sample must have a negative predicted value less than 2x the RMSECV value (i.e,
predicted value < -0.023), which can be a problem for samples with a titer of 1:1, or 0, if they
have a predicted value equal or less than -0.023. However, the two samples with antibody titer
0 included in the study had prediction error within the established limit, being correctly
predicted with titer 1:1 (Figure 4). Thus, it was possible to predict the antibody titers of the

serum samples from patients with PCM with a minimal error (Figure 4).

Table 3. Figures of merit of ATR/PLS model for antibody titer prediction with two latent
variables, after min-max normalization followed by vector normalization, 1% derivative by

Saviztky-Golay (5 points), and one component of orthogonal signal correction (OSC).

Set / Figures of merit Calltiratlon set (CS) Preollctlon set (PS)
n =59 samples n =59 samples
R2 0.999978 0.999986
RMSECV/RMSEP 0.0115 0.0093
thias 0.7830 0.7155

Abbreviations: R?= determination coefficient; RMSECV =root mean square error of cross-

validation; RMSEP =root mean square error of prediction.
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Figure 4. (A) Predicted values vs actual values of the antibody titers from the serum samples
of patients with paracoccidioidomycosis, in the PLS prediction set with two latent variables (the
points representing the samples are overlapped); (B) Errors in predicted values for each serum

sample, in the PLS prediction set with two latent variables.

To the best of our knowledge, this was the first study to propose FTIR spectroscopy as
an antibody titer prediction tool in serum. Reference values for antibody titers were highly
correlated with the values predicted from FTIR spectra, with R? higher than 0.9999 in the PLS
models. However, negative control samples from individuals without PCM were not included
in the model. Thus, the model proposed here has no diagnostic validity, and the diagnosis must
be previously performed using another method. As already shown by our research group, FTIR
and multivariate calibration (specifically PLS-DA) can be used for PCM diagnosis,
differentiating serum from these patients from healthy individuals and from patients with other
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systemic mycoses [17]. Thus, one possibility would be to use FTIR for both approaches, i.e.,
the PLS-DA model for diagnosis and the PLS model for antibody titration.

However, it is important to highlight that this diagnostic limitation is already inherent
to serological tests. According to the current guidelines for the clinical management of PCM, a
case is only confirmed by the presence of two criteria together: clinical manifestations
compatible with the disease and observation of Paracoccidioides sp. in clinical specimens
(secretions, fluids, or lesion materials). In turn, a probable case presents clinical manifestations
compatible with PCM and detection of serum antibodies, preferably through quantitative DID
[28]. However, despite not confirming the diagnosis, antibody titration has other important uses,
as it is useful for classifying the severity of PCM, in addition to being essential in monitoring
the evolution of the disease during treatment and being used as a cure criterion [1].

It is important to note that DID, which is the most used technique for serodiagnosis and
antibody titration, can take more than three days to be performed, in addition to involving the
preparation and subsequent disposal of several reagents [29]. Furthermore, the most important
limitation of serological methods for PCM is the need to use antigens and their lack of
standardization. The most used antigen is the one produced from the standard B-339 strain of
P. brasiliensis, whose main component is the 43-kDa glycoprotein (gp43) [30]. There is no
standard protocol for its production, and the culture medium and incubation conditions, such as
initial inoculum size, time, and temperature, vary depending on the laboratory [11].
Additionally, different laboratories use different techniques to produce antigens, such as sonic
extracts or lyophilized filtrates, and for none of these there is an official standardization. Thus,
standards can vary even in different batches produced in the same laboratory [31].

The antigen preparation method is directly related to the accuracy of serodiagnosis and
antibody titration, and the lack of standardization leads to discordant results, also facilitating
the occurrence of cross-reaction with other fungal diseases [1]. In addition, reproducibility is
compromised. This has already been proven by a study that compared the results of
immunodiffusion from six different Brazilian centers that are reference in the serological
diagnosis of PCM. In that study, discordant results (antibody titers) were found in all centers,
with an average of 20% of inconsistencies [16]. These differences are caused by the high
variability in antigens, considering that each center uses its own antigen preparation. A review
on PCM serology listed the lack of standardization in the antigens used as one of the most
important issues to be studied [14], and the method proposed here can avoid this problem, as it
rules out the need to use the gp43 antigen from B-339 strain.
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Another issue in relation to antigens is the taxonomy of the genus Paracoccidioides,
considered for 75 years to be formed by only P. brasiliensis. Now, the genus Paracoccidioides
is divided into at least four phylogenetic species within the P. brasiliensis complex (P.
brasiliensis sensu stricto, P. americana, P. restrepiensis, and P. venezuelensis), in addition to
the species P. lutzii [32-34]. Recent studies have classified P. americana as a separate species
of the P. brasiliensis complex, and have included in the genus Paracoccidioides two
uncultivable species that cause lobomyecosis (P. ceti and P. lobogeorgii) [35]. Furthermore, the
high genetic diversity found in Paracoccidioides isolates suggests that there may be a greater
number of lineages [36].

Based on proteomic studies, it is known that P. lutzii has a different antigenic
composition than P. brasiliensis sensu stricto [37]. The region with the highest occurrence of
P. lutzii is the Central-West region of Brazil, and it has already been found that sera from
patients in this region do not always react with antigens produced from P. brasiliensis sensu
stricto, generating false-negative results in immunodiffusion [38]. The species of the P.
brasiliensis complex have similar protein profiles, and in these cases, there are no problems
regarding the antigen used in the serodiagnosis, as already shown for P. restrepiensis and P.
americana. Sera from patients infected with these species of Paracoccidioides react with
antigens produced from P. brasiliensis cells [39,40]. As for P. lutzii infections, there is a need
to develop and use specific antigens, produced by cells of this species [41,42]. The method
proposed here is not able to avoid this problem, as the models were developed based on antigens
from P. brasiliensis reference strain B-339. Thus, a future perspective is to develop a model

with a reference method based on immunodiffusion using P. lutzii antigens.

5. Conclusions

Here, we developed a fast, reproducible, and highly accurate method to determine the
antibody titers of patients with PCM. This new method replaces the need to use antigens, which
is a problematic question in the serodiagnosis of PCM, due to the lack of standardization of
antigen production. Additionally, the method replaces the traditional DID test, which can take
several days to be performed. As limitations, we highlight the need to include negative control
samples in the model. Furthermore, a model based on sera from patients infected with P. lutzii
and antigens of this species should be developed, considering that the model based on P.
brasiliensis cannot be transposed to this species. Despite these limitations, the method here
proposed has potential to be transposed into clinical practice, and to be developed for other

neglected fungal diseases.
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Abstract: Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic mycosis that is diagnosed by
visualizing the fungus in clinical samples or by other methods, like serological techniques.
However, all PCM di-agnostic methods have limitations. The aim of this study was to develop
a diagnostic tool for PCM based on Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy. Two
hundred and twenty-four serum samples were included: 132 from PCM patients and 92
constituting the control group (50 from healthy blood donors and 42 from patients with other
systemic mycoses). Samples were analyzed by attenuated total reflection (ATR) and a t-test
was performed to find differences in the spectra of the two groups. The wavenumbers that had
p <0.05 had their diagnostic potential evaluated using Receiver Operating Characteristic (ROC)

curves. The spectral region with the lowest p values was used for variable selection through
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principal component analysis (PCA). The selected variables were used in the linear discriminant
analysis (LDA). In univariate analysis, the ROC curves with the best performance were
obtained in the region 1551-1095 cm™. The wavenumber that had the highest AUC value was
1264 cmt, achieving sensitivity of 97.73%, specificity of 76.01%, and accuracy of 94.22%.
Total separation of groups was obtained in the PCA performed with the spectral range of 1551-
1095 cm™. LDA performed with the eight wavenumbers with the greatest weight in group
discrimination in PCA obtained 100% accuracy. The methodology proposed here is simple,
fast, and highly accurate, proving its potential to be applied in the diagnosis of PCM. The
proposed method is more accurate than the currently known diagnostic methods, which is
particularly relevant for a neglected tropical mycosis such as paracoccidioidomycosis.

Keywords: paracoccidioidomycosis; Fourier transform infrared spectroscopy; photodiagnosis;

ROC curve; linear discriminant analysis; systemic mycosis

1. Introduction

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic granulomatous mycosis caused by
thermodimorphic fungi of the genus Paracoccidioides. PCM is endemic in Latin America, from
Mexico to Argentina. Approximately 80% of cases occur in Brazil, which has areas of high
endemicity in the Southeast, South, and Center-West regions, with progression to the North
region [1,2]. For many years, it was considered that the genus Paracoccidioides was composed
of just one species, P. brasiliensis. However, with the advent of molecular techniques, it became
clear that the genetic diversity of the genus was much greater than initially speculated.
Therefore, it is currently considered that there are at least five species of the genus
Paracoccidioides that can cause PCM: P. brasiliensis, P. lutzii, P. restrepiensis, P.
venezuelensis and P. americana [3,4]. P. brasiliensis is the most widely distributed species on
the South American continent, followed by P. lutzii and P. americana. P. restrepiensis and P.
venezuelensis have a more restricted distribution, mainly in Colombia and Venezuela,
respectively, with some scattered cases in Argentina, Brazil, Peru, and Uruguay [5].

These fungi grow saprophytically as mycelium in the soil; however, due to the difficulty
of isolation from nature, its habitat is little known. The infection is acquired by inhaling fungal
propagules present in the bioaerosol, which pass through the respiratory tract and reach the
lungs, one of the main organs affected in PCM. If the immune response is insufficient, the

fungus proliferates and spreads to other organs in the body via the lymphatic system and
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haematogenous route. Other areas of the body commonly affected are the mucous membranes
of the upper aerodigestive tract, the skin, and the adrenal glands [1,2].

The diagnosis and adequate treatment of PCM are essential, as it is highly related to
several sequelae. It is estimated that at least 60% of the patients with the chronic form of PCM
will develop pulmonary fibrosis, the main sequela related to PCM [6]. The “gold standard” for
PCM diagnosis is the visualization of the fungus in clinical samples, especially through direct
examination by microscopy [7]. Other possibilities are through biopsy and histopathology
and/or isolation and cultivation of the fungus from clinical samples. However, these methods
of conventional microbiological diagnosis from clinical samples may present low sensitivity
and be time consuming, in addition to the frequent difficulty in obtaining samples [8]. Another
possibility is the serological diagnostics, performed mainly with the double immunodiffusion
(DID) technique. However, the lack of standardization of the technique and of the preparation
of the antigens leads to discordant results. Furthermore, it is known that different species of the
genus Paracoccidioides have different antigenic profiles; however, most tests are performed
with P. brasiliensis antigens, which can lead to a considerable number of false negative results
[9,10]. Last but not least, there is the possibility of cross-reaction with other systemic mycoses
such as histoplasmosis, aspergillosis and cryptococcosis, with false-positive results for PCM
[11]. This risk can be minimized, but not excluded, with the standardization of antigens used in
tests [1].

Therefore, there is a need to develop new diagnostic methods, with emphasis on some
technologies, such as Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time Of Flight Mass
Spectrometry (MALDI-TOF) and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR). MALDI-
TOF has a wide possibility of use in infectious diseases, with use for identifying different
species of bacteria and fungi [12]. For PCM, MALDI-TOF has already been successfully used
to differentiate the species P. brasiliensis and P. lutzii [13]. In addition to MALDI-TOF, FTIR
has gained prominence in medicine for the diagnosis of several diseases. This technique
provides qualitative and quantitative information on compounds present in a sample, through
the interaction of infrared radiation with the chemical bonds present in these compounds. In
this way, a spectrum is generated that contains the fingerprint of the sample [14]. To validate
FTIR data as a diagnostic tool, complex tools based on multivariate statistics (chemometrics)
are mostly used, with the use of supervised classification met-ods [15]. FTIR has already been
used for PCM diagnosis using the machine learning algorithms discriminant analysis (DA), k-
nearest neighbor (KNN), support vector machine (SVM) [16], and orthogonal partial least
squares discriminant analysis (OPLS-DA) [17].

179



Here, we are proposing the use of FTIR spectroscopy, univariate statistics and linear
discriminant analysis (LDA), to differentiate serum from patients with PCM from healthy
individuals and patients with other systemic mycoses in the same model. The main advantage
in relation to other studies that have already used FTIR to diagnose PCM is the careful selection
of variables for multivariate modelling, developing a more robust model and showing its

potential as a rapid diagnostic tool for PCM.

2. Materials & Methods

2.1. Serum Samples

A total of 224 retrospective serum samples from a repository at the School of Medicine
of Botucatu, Universidade Estadual de Sdo Paulo (UNESP), were analyzed. Of these, 132
samples were from patients with paracoccidioidomycosis treated at the Infectious Diseases
Service of the School of Medicine of Botucatu (UNESP), from the Botucatu region, Sdo Paulo,
Brazil. The cases were confirmed and diagnosed by clinical suspicion followed by visualization
of the fungus of the genus Paracoccidioides in clinical samples, by direct mycological
examination and/or culture and/or histopathology and/or cytopathology by cyto-inclusion [1].
These 132 samples constituted the group called PCM.

The other 92 serum samples consisted of the control group: 50 from healthy blood
donors without PCM suspicion, at the Botucatu Blood Center, from the same region of origin
of the PCM patients; 24 from patients with aspergillosis; 10 from patients with cryptococcosis;
and 8 from patients with histoplasmosis. These other systemic mycoses can be confused with
PCM in diagnostic tests using serum, which justifies the importance of their inclusion in the
study in the control group.

The study was approved by the ethics committees of the universities participating in the
study (CAAE 37684720.2.1001.5343).

2.2. FTIR/ATR Analysis

Serum samples were analyzed in triplicate by attenuated total reflection (ATR) on
Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR (Perkin Elmer) spectrometer, coupled to standard Universal ATR
Sampling Accessory (UATR, Perkin-Elmer Inc.; Registration number L1250050). Triplicates
of 1 puL of each sample were deposited on the crystal of the instrument and dehydrated in
airstream (60-65 °C) for one minute. The acquisition range was from 4000 to 650 cm™ using

the spectral resolution of 4 cm™ and 8 scans. Between the spectral acquisitions of each of the
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serum samples and their triplicates, a blank acquisition was performed under the same

conditions.

2.3. Statistical Analysis

For univariate analyzes, the average spectrum of each serum sample was obtained after
vector normalization of the replicates in a Microsoft Excel spreadsheet (2019). The analyzes
were conducted in the software OriginPro 2018 (OriginLab, Northampton, MA, USA).

Initially, a t-test with a significance level of 0.05 was performed between the PCM group
and the control group, to determine which wavenumbers differentiate the serum of patients with
PCM from the other serum samples [18]. To verify its diagnostic potential, Receiver Operating
Characteristic (ROC) curves were performed with all wavenumbers, individually, in the
segments of the spectra that presented p < 0.05 in the t-test. The ROC curves with the best
performance were chosen by analyzing the values of the area under the curve (AUC). The
optimal cut-points of the chosen ROC curve were determined according to the Youden index
(J) [19], and the sensitivity and specificity parameters were determined considering these cut-
points.

For multivariate analyses, the average spectrum of each serum sample was obtained
after the application of 1% derivative (5-points) followed by vector normalization [15]. The
analyzes were conducted in the software The Unscrambler® X 10.4 (Camo Analytics, Bed-
ford, MA, USA).

Initially, a principal component analysis (PCA) with mean-centering was performed, to
reduce data dimensionality and select variables. For PCA, instead of using the full spectrum,
the spectral range of 1551-1095 cm™ was used, which was selected in the univariate analysis
because it presented the highest AUC values in the ROC curve analysis. There-fore, PCA was
used as a second step in variable selection. The wavenumbers that best discriminated the groups
(PCM and control) in the PCA loadings were selected for the development of a classification
model based on linear discriminant analysis (LDA). For LDA, the total dataset (N=224) was
systematically divided into a 1:1 ratio into a training set and prediction set, resulting in 112
serum samples in each set. The performance of the LDA model for diagnosing PCM was
evaluated by parameters of sensitivity, specificity, and accuracy, obtained through classification

of the samples from the prediction set.
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3. Results
The average spectra of the serum samples from the patients with PCM and the control
group are shown in Figure 1. The main regions of the spectrum are related to proteins and lipids,

and the main bands are amide | and amide 1, at approximately 1652 cm™ and 1543 cm™,

respectively [20].
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Figure 1. Average Fourier transform infrared (FTIR)/attenuated total reflection (ATR) spectra
of serum from the 92 samples of the control group and from the 132 samples of the
paracoccidioidomycosis (PCM) group. Averaging from each group was obtained calculating
the arithmetic mean of absorption for each frequency of the three vector normalized spectra
from each sample, followed by the arithmetic mean of all the samples from the group. The
colours represent broad examples of blood serum constituents, based in Gray et al. (2018) [21];
are not necessarily the only components that show absorption in that region of the spectrum.

Several wavenumbers of the spectrum had statistically significant differences (p < 0.05)
in terms of absorbance in the two groups analyzed (Figure 2A). The main regions, with the
lowest p values, were 3700-2965 cm™, mainly related to proteins, and 1551-1095 cm™, mainly

related to proteins, lipids, and phospholipids (Figure 2B and Figure 2C, respectively).
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Figure 2. t-test performed between the averages of the spectra of 92 serum samples of the
control group and the 132 serum samples of the paracoccidioidomycosis (PCM) group, showing
the main differences between the groups. Averaging from each group was obtained calculating
the arithmetic mean of absorption for each frequency of the three vector normalized spectra
from each sample, followed by the arithmetic mean of all the samples from the group. (A)
Spectrum regions that had p < 0.05 in the t-test; (B) 3700-2965 cm region enlarged, showing
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the differences between the two groups and the main bands found; (C) 1551-1095 cm region

enlarged, showing the differences between the two groups and the main bands found.

The diagnostic potential of the wavenumbers with p < 0.05 was evaluated using the
ROC curve. This curve is a graphical plot of the sensitivity versus the (1-)specificity,
determining several possible cut-points for the test. AUC is equivalent to test accuracy; the
closer to 1, the greater the accuracy. From the ROC curve, it is possible to determine a cut-point
that maximizes the accuracy of the diagnostic test [22]. The ROC curves with the best
performance were obtained in some wavenumbers in the region from 1551 to 1095 cm™. All
other spectral regions, even with p < 0.05 in the t-test (Figure 2A), had low AUC values,
indicating that they do not have a good diagnostic potential for PCM (Table 1).

Table 1. Area under the curve (AUC) obtained in the ROC curves developed with all
wavenumbers, individually, which had p < 0.05 in the t-test, comparing the spectra of the 92
serum samples from the control group and the 132 samples from the paracoccidioidomycosis
(PCM) group. The control group is composed by serum from 50 healthy blood donors, 24
patients with aspergillosis, 10 patients with cryptococcosis, and 8 patients with histoplasmosis.
Represented in spectrum ranges and AUC ranges for better data visualization.

AUC - ROC curve

Interval (cm?)

(range)

3813 — 2965 0.11512 - 0.47785
2932 — 2908 0.62459 — 0.65514
2869 — 2843 0.65201 — 0.68248
1752 — 1742 0.60713 - 0.62731
1726 — 1686 0.35787 — 0.48271
1664 — 1638 0.61421 - 0.73814
1630 — 1594 0.21665 — 0.50091
1571 — 1556 0.31308 — 0.48295
1551 — 1095 0.57617 — 0.94219
1041 - 1032 0.39295 - 0.40110
1027 — 846 0.29076 — 0.37039

830 - 715 0.32633 - 0.37788

Abbreviations: AUC — area under the curve; ROC — receiver operating characteristic.

184



Among the region of 1551-1095 cm™, the wavenumber that had the highest AUC value
was 1264 cm™*, with an AUC of 0.94219 and p < 0.0001. The optimal cut-point was defined at
<0.02433, resulting in a sensitivity of 97.73%, specificity of 76.01%, and accuracy of 94.22%
(Figure 3).
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Figure 3. Potential of the wavenumber 1264 cm™ in differentiating the spectra of the serum
samples from the control group (92 samples) and the serum samples from the
paracoccidioidomycosis (PCM) group (132 samples). (A) Receiver operating characteristic
(ROC) curve developed considering the wavenumber of 1264 cm™, with its respective
parameters, including the area under the curve (AUC); the dot represents the selected cut-point,
defined based on the Youden index (J); (B) Classification of samples from the control group (n
= 92) and from the paracoccidioidomycosis (PCM) group (n = 132), considering a cut-point <
0.02433.
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In the multivariate analysis, total separation of groups was obtained in the PCA
performed with the spectral range of 1551-1095 cm™ (Figure 4A). PC1 and PC2 represented
99% of the variance of the original data, with PC1 alone representing 97% of the variance, due
to the high correlation of the original variables in the spectral range used. PC1 was responsible
for separating the groups, and the variables with the greatest weight in group discrimination
were 1490, 1491, 1497, and 1498 cm™ for PCM and 1405, 1406, 1407, and 1488 cm™ for the
control group (Figure 4B).
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Figure 4. Principal Component Analysis (PCA) of the region 1551-1095 cm, performed with
the spectra of the 92 serum samples of the control group and the 132 serum samples of the
paracoccidioidomycosis (PCM) group. The control group is composed by serum from 50
healthy blood donors, 24 patients with aspergillosis, 10 patients with cryptococcosis, and 8
patients with histoplasmosis. This region was chosen because it was the interval with the largest
area under the curve (AUC) to discriminate between PCM and control group. (A) Scores (PC1
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x PC2) with 99% explained variance. (B) Loadings (PC1 x PC2) indicating the variables with
the greatest weight in group discrimination. The four wavenumbers (cm™) most associated with

control and the four most associated with PCM are highlighted.

Linear discriminant analysis (LDA), performed with the eight wavenumbers with the
greatest weight in group discrimination in PCA, obtained 100% sensitivity, specificity, and

accuracy, both in the training set and in the prediction set (Figure 5A and B).
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Figure 5. Linear Discriminant Analysis (LDA) to discriminate between the spectra of the 92
serum samples of the control group and the 132 serum samples of the paracoccidioidomycosis
(PCM) group. The model was constructed using the 8 wavenumbers with the highest loadings
in the Principal Component Analysis (PCA) (1405, 1406, 1407, 1488, 1490, 1491, 1497, and
1498 cm™) and obtained 100% accuracy both in training set (A) and in prediction set (B).
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4. Discussion

The sensitivity and specificity parameters of routine PCM diagnostic methods vary
significantly, depending mainly on the clinical sample used. In addition, these parameters are
little discussed in the literature. An evaluation of routine diagnostic methods in a university
hospital over 34 years showed that the direct mycological examination has a sensitivity ranging
from 63% (from sputum) to 82.6% (from skin and mucous membrane samples). Histopathology
reached a sensitivity of 96.7%; however, for none of the methods the specificity was discussed.
Serological methods had better performance, with 90% sensitivity and 100% specificity [23].
However, the lack of standardization is a serious problem in the serological diagnosis of PCM,
leading to discordant results that can even affect the patient's treatment [24]. In addition, there
is the possibility of cross-reaction with serum from patients with other mycoses, which may
eventually reduce the specificity of the test [25].

Thus, the importance of developing new diagnostic methods for PCM is highlighted,
even for being considered a neglected tropical disease [26]. FTIR spectroscopy is a promising
methodology, due to its ease of use, cost-effectiveness, and speed of analysis for a variety of
clinical samples, with emphasis on serum [27]. In the present study, we proposed two methods
using FTIR spectroscopy and serum for the diagnosis of PCM: one based on univariate analysis,
with 94% accuracy; and another based on multivariate analysis, with 100% accuracy.

This was the first study to propose the use of FTIR and univariate analysis for the
diagnosis of PCM, considering specific vibrational modes in the serum that differentiate these
patients from healthy individuals and from patients with other systemic mycoses. The
association of FTIR spectra with univariate analysis, to determine vibrational modes capable of
being used as diagnostic tools, has been little explored in the literature. Studies were found
using this type of analysis for the diagnosis of breast cancer in saliva, obtaining accuracy that
ranged from 77% to 83.5% [28]; for diagnosis and monitoring of diabetes mellitus in nail
clippings, obtaining accuracy of 92% [29]; for monitoring diabetes mellitus during treatment
with insulin, in saliva, obtaining accuracy of 98.8% [30]; and for the diagnosis of chronic kidney
disease (CKD) in saliva, obtaining accuracy of 82% [31]. These studies demonstrate that
univariate analyses of FTIR spectra are simple and fast methods that can achieve high levels of
accuracy.

We confirmed the diagnostic potential of the wavenumber 1264 cm™* from a ROC curve,
which graphically demonstrated the rate of true positives (sensitivity) versus the rate of false
positives (1-specificity) (Figure 3) [22]. For each absorbance value at this wavenumber,

sensitivity and specificity are shown graphically on the ROC curve considering the objective of
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the analysis (in the case of the present study, differentiating PCM samples from samples from
the control group). The goal is to find a value that maximizes the true positive rate while
minimizing the false positive rate. Therefore, the objective is to find the value that best
differentiates the samples and, consequently, maximizes accuracy (represented in the ROC
curve by the area under the curve — AUC). The point that maximizes accuracy is calculated by
the Youden Index [22], which determines, therefore, the ideal cutoff point to, in the case of the
present study, classify the samples into each of the groups (PCM and controls).

However, univariate analysis has limitations, as it is subject to experimental variations
and does not consider the dependencies between wavenumbers, which makes the model less
robust [18]. In addition, despite having shown high sensitivity, greater than 97%, the specificity
was lower, 76%. High sensitivity is an optimal feature for screening tests, while high specificity
is an optimal feature for confirmatory testing [22]. Considering that the diagnosis of PCM is
usually initiated by the identification of clinical symptoms, and that these symptoms can be
confused with other diseases [1,7], specificity is also important. Thus, we also proposed a
diagnostic method based on multivariate analysis, which considers multiple variables for the
outcome of interest [32]. We used LDA, which is a powerful methodology to do class separation
[18].

For LDA, the number of variables cannot be greater than the number of samples. Thus,
it is often used together with some method of dimensionality reduction and variable selection,
such as PCA [33]. Here, we started the analysis with univariate statistics and, based on it,
selected a relevant spectral region for performing PCA. Thus, PCA showed high variance (97%
in PC1) and we achieved a complete separation of the groups. This allowed, instead of using
the PC1 and PC2 scores, to select in the PC1 loadings the most relevant wavenumbers to be
used in LDA. As an advantage, the variables are already selected and it is not always necessary
to perform a PCA before applying LDA.

The diagnosis of PCM based on FTIR with multivariate analysis methods has already
been proposed in two other studies, which obtained 91.67% accuracy [16], and 100% accuracy
[17]. The first [16] showed three main limitations in relation to the present study: (1) small
number of samples (only 20 samples from patients with PCM and 20 control subjects), (2) the
model was only tested by cross-validation, without external validation, and (3) samples from
patients with other systemic mycoses were not included. The second was developed by our
research group, using OPLS-DA and considering the complete spectral region (4000-650 cm™)
[17]. Even having already obtained 100% accuracy in this previous modeling, in the present

work we proposed a simpler modeling, with the use of LDA coupled to a variable selection
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method, which made it possible to replace the use of the total spectrum for only eight variables.
This increases the robustness of the diagnostic model, maximizing the chance of correct
prediction in new external samples and making the model less sensitive to interference of
environmental noise.

Thus, we identified some serum ATR/FTIR spectral biomarkers for PCM screening.
Serum is a complex biofluid that perfuses organs throughout the body, bringing information
about intra and extracellular events [34]; therefore, it is suitable for diagnosis of various
diseases. For PCM, the spectral biomarker in serum that showed the highest potential in
univariate analysis was the 1264 cm™ vibrational mode, with significantly lower absorbance in
PCM patients (Figure 3B and Figure 4B). This region of the spectrum is mainly associated with
asymmetrical vibrations of PO4", which is attributed to phosphate [25]. PCM patients may have
reduced serum phosphate levels [1], which could explain the potential of these vibrational
modes for PCM diagnosis. The eight wavenumbers used in LDA, between 1500-1400 cm?,
mainly involve carbon bonds present in lipids [35]. Different sphingolipids, such as cerebroside
D, have already been selected as potential diagnostic biomarkers of PCM in serum through
high-resolution mass spectrometry [36]. These sphingolipids participate in the antigenicity of
Paracoccidioides spp., which could explain their potential as biomarkers [37]. However, fungal
diseases are still poorly explored with FTIR spectroscopy, and the physiological explanation of
these potential biomarkers still needs to be better explored.

5. Conclusions

Here, simple and low-cost diagnostic methods for PCM, based on FTIR, were proposed.
Its main advantages over existing methods are the speed of analysis, the minimal generation of
waste and the use of serum, a minimally invasive sample that is easily collected in most patients.
The LDA modeling was highlighted, which achieved 100% accuracy, showing a better
performance than the routine PCM diagnostic methods. In addition, it was possible to identify
spectral biomarkers that differentiate serum from patients with PCM from other systemic
mycoses, which can be confounded by clinical signs and serology. In this way, the potential of

the methodology proposed here to be applied in the diagnosis of PCM is proved.
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7.2 ARTIGOS COMPLEMENTARES

Durante o doutorado, foram realizadas pesquisas complementares sobre a
paracoccidioidomicose, ndo diretamente relacionadas com o projeto principal. Porém, como
essas analises foram realizadas durante o periodo do doutorado, considerou-se pertinente
acrescentar os artigos nesta tese. Foram publicados dois artigos relacionados a epidemiologia
da PCM.
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ABSTRACT

Background: Paracoccidoidomycosis (PCM) is a granulomatous systemic mycosis endemic in
southern Brazil.

Objectives: Analyze the clinical and epidemiological characteristics of cases of PCM with head
and neck manifestations in southern Brazil.

Material and Methods: Retrospective study of histopathologically diagnosed cases of PCM
with head and neck manifestations referred to two medical centers in the municipality of Santa
Cruz do Sul, state of Rio Grande do Sul, Brazil, during a 10-year period (2011-2020).
Results: Twenty-eight patients were selected. The number of cases usually ranged from one to

four per year, although 11 cases were diagnosed in 2019. Most patients were between 40 and
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59 years old. In total, 21 patients were men and seven were women (male:female ratio 3:1).
Most (92%) were Caucasian and 46% were smokers. Patients were from 12 municipalities in
the central-eastern region of the state. The most frequent site of the lesions was the larynx.
Associated HIV and squamous cell carcinoma were both present in three cases.

Conclusions: This is the first study to analyze PCM cases from central-eastern Rio Grande do
Sul. PCM is endemic in southern Brazil, and more epidemiological data are needed, considering

that its incidence may be higher than currently estimated, as demonstrated by our results.

Keywords: paracoccidioidomycosis; Paracoccidioides spp.; epidemiology; systemic
mycosis; head and neck

1. INTRODUCTION

Paracoccidoidomycosis (PCM) is a systemic granulomatous disease endemic to Latin
America. The highest numbers of cases are reported in the following countries, in descending
order: Brazil, Venezuela, Colombia, Ecuador, and Argentina [1]. In Brazil, the main endemic
areas are the southern and southeastern regions, with an estimated incidence of one to four
cases/100,000 inhabitants per year [2]. PCM is caused by thermally dimorphic fungi of the
genus Paracoccidioides [1]. Initially, only the species P. brasiliensis was included in the genus,
but molecular data have revealed at least four additional species: P. lutzii, P. americana (PS2),
P. restrepiensis (PS3), and P. venezuelensis (PS4). In addition, P. brasiliensis sensu stricto has
two genotypes: P. brasiliensis Sla and P. brasiliensis S1b [3-6].

PCM is acquired through the respiratory tract, by inhalation of propagules from the
mycelial (saprophytic) phase, which is found mainly in soil [7,8]. In the human organism, the
propagules transform into yeast and the infection sets in. PCM can affect any organ, especially
the lungs, mucosa of the upper aerodigestive tract, and skin [9]. The disease is diagnosed by
observing the fungus in biological samples, with direct mycological, culture, or
histopathological examination. Serologic tests are also useful for diagnosis and monitoring the
response to treatment. Itraconazole is the antifungal most indicated for treatment [1].

Although the state of Rio Grande do Sul in southern Brazil is a known endemic area of
PCM, few case series have been published and it is not possible to estimate the true incidence
[10-13]. However, some studies have found Paracoccidioides species in soil [14] and in wild
animals [15], showing that the fungus is widely present in the state. The present study analyzed
the clinical and epidemiological characteristics of cases of paracoccidioidomycosis with head

and neck manifestations from the central-eastern region of the state.
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2. MATERIAL AND METHODS

Retrospective analysis of all cases of PCM with head and neck manifestations referred
to two medical centers in the municipality of Santa Cruz do Sul, Rio Grande do Sul, during a
10-year period (2011-2021). This municipality is in the central-eastern region of the state
(29°43'59" S, 52°24'52" W), with a population of 131,365 in 2020. The climate is temperate
subtropical, with a mean temperature of 19 °C (maximum 42 °C and minimum 5 °C) and mean
annual precipitation of 1300 to 1800 mm.

The cases were identified in the databases of the Integrated Oncology Center of the
Hospital Ana Nery and the Dentistry Clinic of the Universidade de Santa Cruz do Sul (Figure
1, A and B). All cases had an initial suspicion of head and neck cancer. However, after biopsy,
they were histopathologically diagnosed as paracoccidioidomycosis, with observation of fungal
structures through microscopy, with the use of Grocott-Gomori and periodic acid Schiff (PAS)
staining (Figure 1, C and D).

The following data were analyzed: year of diagnosis, sex, race, age at diagnosis, place
of origin, smoking habits, schooling, anatomical sites of the lesions, evolution time of the
symptoms, and presence of cancer and other associated diseases and outcomes. Certain
demographic data obtained from the Brazilian Institute of Geography and Statistics (IBGE)
were also used in the analyses [16].

Data were analyzed by descriptive statistics in the software Statistical Package for the
Social Sciences 26 (SPSS). Informed consent forms were obtained from all participants, with
authorization to use photographs and medical records in scientific publications, and the study
was approved by the ethics committee of the Universidade de Santa Cruz do Sul (CAAE
37684720.2.1001.5343).
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Figure 1. A and B - Mouth lesions typical of paracoccidioidomycosis; C and D -
Histopathological examination showing multiple budding yeast cells (arrows), with Grocott-
Gomori (C) and PAS (D) stainings (x400).

3. RESULTS

Twenty-eight patients were identified and selected (Table 1). The number of cases
remained stable during most of the period of analysis, ranging from one to four cases per year.
However, in 2019 the number increased considerably, with 11 diagnosed cases. The patients
were from 12 municipalities in the central-eastern region of Rio Grande do Sul (Figure 2). In
2019, the 11 diagnosed cases were from five municipalities (Minas do Ledo, Rio Pardo, Santa
Cruz do Sul, Vale Verde, and Venancio Aires), with a total estimated population of 252,931
[16]. Considering these data, the incidence of PCM in 2019 in the analyzed region was 4.34
cases/100,000 inhabitants.

Age at diagnosis ranged from 28 to 80 years. The predominant age range was between
40 and 49 years, in 35.6% of the cases (n = 9), followed by 60 to 69 years of age, in 21.4% of

the cases (n = 6). In total, 21 (75%) were men and seven (25%) were women, with a male:female
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ratio of 3:1. Most were Caucasian (92.8%; n = 26), 46.4% were smokers (n = 13), and 57.1%
were illiterate or had not completed elementary school (n = 16) (Table 1).

Regarding clinical characteristics, the most common anatomical site was the larynx, in

six cases, followed by the soft palate and the lips, with five cases each. The facial skin was

involved in four cases. The evolution time of the symptoms was recorded for only ten cases, in

eight of which the lesions evolved over one to four months. Longer times (15 and 24 months)

were observed in two cases. The most common associated diseases were squamous cell

carcinoma and HIV, in three cases each (10.7%).

Figure 2.

patients.

Candelaria (CA): 1 case
Charqueadas (CH): 1 case
General Camara (GC): 1 case
Herveiras (HE): 1 case
Minas do Ledo (ML): 2 cases
Rio Pardo (RP): 1 case

Santa Cruz do Sul (SC): 11 cases
Sao Jeronimo (SJ): 1 case
Vale do Sol (VS): 1 case

Vale Verde (VV): 2 cases
Venancio Aires (VA): 3 cases
Vera Cruz (VC): 2 cases

Not informed: 1 case

Geographical distribution of the analyzed cases, based on the city of origin of the
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Table 1. Epidemiological, sociodemographic and clinical characteristics of 28 cases of paracoccidioidomycosis from Southern Brazil.

Year of Ra(_:e/ Age at Place of origin . . Anatomical sites of Evolution_time of the . .
Case diacnosis Sex Skin diagnosis (city) Habits Schooling the lesions lesions Associated diseases
g color (years) Y (months)
01 2011 Male  White 46 NI NI Incomplete Middle school Soft palate NI NI
02 2011 Female  White 49 Santa Cruz do Sul Smoking NI Prosthesis rim NI Hypertension
03 2012 Male  White 60 Santa Cruz do Sul Smoking + alcoholism Illiterate Lips NI Hepatitis C
04 2013 Male  White 80 Santa Cruz do Sl NI Middle school Lips NI NI
05 2013 Male  White 49 Santa Cruz do Sul Smoking Incomplete Middle school Larynx NI NI
06 2014 Male  White 78 Herveiras Smoking Illiterate Lips NI NI
07 2014 Male  White 39 General Camara NI Incomplete Middle school Glottic larynx NI NI
08 2014 Female  White 28 Charqueadas Smoking + alcoholism High school Tongue 1 Untreated HIV
09 2015 Female  White 77 Vale do Sol NI IIliterate Supraglottic larynx NI NI
10 2016 Male  White 37 Santa Cruz do Sul Smoking + alcoholism Middle school Soft palate 4 NI
11 2016 Male  White 57 Vera Cruz NI NI Lips NI NI
12 2017 Male  White 49 Vale Verde NI Incomplete Middle school Glottic larynx 24 NI
13 2017 Male  Black 40 Vera Cruz NI High school Facial skin NI NI
14 2017 Male  White 68 S0 Jerdnimo Smoking Incomplete Middle school Lips 1 Lip SCC
15 2017 Male  Brown 41 Minas do Le&o Smoking + ex-alcoholism ~ Incomplete Middle school Larynx 15 NI
16 2018 Male  White 71 Candeléria Smoking NI NI NI NI
17 2019 Female  White 42 Venancio Aires Smoking Incomplete Middle school Mouth 3 NI
18 2019 Male  White 69 Venancio Aires Smoking + ex-alcoholism  Incomplete Middle school Soft palate 3 Oropharynx SCC
19 2019 Male  White 74 Vale Verde NI Incomplete Middle school Facial skin NI NI
20 2019 Female  White 53 Santa Cruz do Sul NI High school Cervical lymph node NI NI
21 2019 Female  White 28 Santa Cruz do Sul NI High school Facial skin NI NI
22 2019 Male  White 61 Santa Cruz do Sul None Incomplete Middle school Cheek mucosa NI Dysplasia + focal microinvasive SCC
23 2019 Female  White 62 Santa Cruz do Sul None Incomplete Middle school — g5ragiattic larynx 2 NI
24 2019 Male  White 46 Rio Pardo NI Incomplete Middle school Facial skin 4 HIV + ganglionic tuberculosis
25 2019 Male White 58 Minas do Leédo Smoking NI NI NI Hypertension
26 2019 Male  White 69 Santa Cruz do Sul Smoking NI NI NI Hypertension
27 2019 Male  White 53 Venancio Aires NI NI Soft palate NI NI
28 2020 Male  White 42 Santa Cruz do Sul NI Incomplete Middle school Soft palate 2 HIV + pulmonary tubeculosis

Abbreviations: NI — not informed; SCC — squamous cell carcinoma.



4. DISCUSSION

This was the first study to analyze PCM cases from the central-eastern region of Rio
Grande do Sul. The incidence of 4.34 cases/100,000 inhabitants found in 2019 is important,
considering that the cases analyzed here came from only two medical centers, and included only
cases with head and neck manifestations. In a study carried out with cases from several cities
in Rio Grande do Sul, but mainly from Santa Maria in the central region, the incidence found
was 0.90 cases/100,000 inhabitants [17]. Few epidemiological data are available on
paracoccidioidomycosis in the state of Rio Grande do Sul; however, the number of cases in the
present study indicates that the incidence may be higher than currently estimated.

The large increase in cases diagnosed in 2019 is another datum that deserves attention.
In our study, the age and clinical presentation of patients corresponded to the chronic form of
PCM. This form usually affects adults over 30 years of age, and upper aerodigestive tract
(UADT) lesions are very common. This clinical form may have a long latency period, with
slow development of the disease. A person may be exposed to the fungus and only several years
later develop symptoms [1,18]. Therefore, it is not possible to accurately determine when the
patients in this study were infected with Paracoccidioides spp. This prevents any correlation of
the increase in cases in 2019 with climatic factors, for example, which have been linked to PCM
cases in other studies [19,20]. In addition, we cannot rule out the possibility that the increase in
diagnosed cases in 2019 was due only to a greater demand for health care in that year. For these
reasons this datum, although important, will not be discussed further.

The predominance of men aged between 40 and 59 years and of smokers accords with
previously published epidemiological data [2]. However, we found a lower male:female ratio
(3:1) than usually reported (11:1) [21], and this ratio can be as high as 22:1 [1] and 30:1 [22].
A recent systematic review of oral paracoccidioidomycosis analyzed 25 studies, totaling 1,011
patients. Of these, only 72 cases were in females, resulting in a male:female ratio of
approximattely 14:1 [23]. The prevalence of PCM in men is attributed mainly to the lack of
estrogen, which in women is able to inhibit the transition of Paracoccidioides spp. from the
mycelial form to the pathogenic yeast form [21,24]. A recent study that evaluated the presence
of estrogen receptors in PCM oral lesions found a positive correlation between estrogen
receptor-a and the fungal cell count in lesions in women, also demonstrating the relationship of
this hormone to the immune response [25].

One factor that may be responsible for cases of chronic PCM in women over 45 years
of age is menopause, a period when less estrogen is produced [21]. In our study, five cases

occurred in women aged between 42 and 77 years at the time of diagnosis, and could be
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attributed to reduced estrogen. However, in two cases, the patients were 28 years and 38 years
of age. The 38-year-old patient had smoking and drinking habits, in addition to untreated HIV,
all risk factors for PCM [1]. The 28-year-old patient had no risk factor for PCM, which
emphasizes the importance of differential diagnosis in these cases.

The higher proportion of cases in Caucasian individuals accords with a recent study that
showed that Caucasians are more affected by PCM [26]. Other studies also found a higher
proportion of Caucasians [13,27]. However, Oliveira et al. were the first to find a racial
predisposition for PCM [2], in a population composed of 70.6% Caucasian individuals and
29.4% non-Caucasians [26]. In the present study, according to data from the Brazilian Institute
of Geography and Statistics (IBGE) [28], approximately 86% of the population of Santa Cruz
do Sul is Caucasian, while only 14% is non-Caucasian. This proportion is similar in other
municipalities where PCM cases were recorded. This may explain, in part, the 98.2%
prevalence of the cases in Caucasian individuals here. A larger sample is needed to determine
whether this prevalence is statistically significant when compared to the racial composition of
the population.

Regarding clinical characteristics, the presence of lesions in the upper aerodigestive tract
mucosa (mouth, tongue, nose, larynx), lymph nodes, and skin is very common in PCM [17,29],
as found here. Oral biopsy is important for early diagnosis, as lesions in the upper aerodigestive
tract mucosa are often a primary manifestation of the disease [30]. PCM is endemic in southern
Brazil and differential diagnosis with granulomatous and neoplastic diseases must always be
done, as its lesions can mimic characteristics of these diseases [31]. In our study, all cases had
an initial suspicion of carcinoma, which was ruled out through biopsy. The association of
neoplasia and PCM is described in the literature, and frequently lesions of both diseases are
found close to or at the same site [32]. The association of PCM with HIV should also be
considered, as these patients have a higher risk of relapses and a higher mortality rate [33].

Considering the significant impact of PCM, it is worrying that, especially in southern
Brazil, an endemic region for the disease, there are so few published case series and case reports.
PCM is a disease directly associated with poverty, mainly affecting people who have had
prolonged contact with the soil and who often have less access to health systems [1]. The
educational level of the patients analyzed in our study confirms this association. Late diagnosis
often generates irreversible sequelae, such as pulmonary fibrosis, which severely impacts the
patient's quality of life. Despite this, the World Health Organization (WHO) still does not
recognize PCM as a neglected tropical disease [34]. Fortunately, Ordinance No. 264, published

in Brazil on February 17, 2020, included paracoccidioidomycosis in the National List of
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Compulsory Notification of diseases, injuries, and public-health events [35]. It is hoped that
this will increase knowledge of the epidemiology of PCM and consequently encourage more
research, especially on diagnosis and treatment, areas that need further development [34].
This was an initial study on cases of paracoccidioidomycosis in the central-eastern
region of the state of Rio Grande do Sul, Brazil. Further studies are needed, with research in
more medical-care centers, to include a larger number of cases and determine if the data are
consistent with our study. The predominance of male patients, diagnosed between the fourth
and fifth decade of life, accords with expectations for cases of PCM. However, some aspects of
the data are unusual, such as the occurrence of a considerable number of cases in women,
including a 28-year-old patient without risk factors. PCM is endemic in Brazil and more
research on its epidemiology is needed, considering that the incidence of this disease may be

higher than currently estimated.
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ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM), caused by fungi of the genus Paracoccidioides, is the main
endemic mycosis in Brazil, with serious social and public-health impacts. Although the state of
Rio Grande do Sul in southern Brazil is an area of high endemicity, data on PCM in this state
are very sparse. Here, an exhaustive literature search was conducted for PCM cases reported in
Rio Grande do Sul, in addition to the environmental occurrence of Paracoccidioides spp. in the
state. From 1942 to 2023, 52 studies were found, encompassing a total of 1576 PCM cases. The
male:female ratio was 15:1, and the most affected age group was 41 to 60 years. Lesions were
reported at 11 different anatomical sites, with a predominance of the lungs and upper
aerodigestive tract mucosa. Data such as treatment and mortality were rarely reported. Cases
were recorded in 30% of the municipalities in the state, predominantly in the northern region.
Regarding the environmental presence of Paracoccidioides spp., anti-P. brasiliensis and anti-
P. lutzii antibodies have been identified in several animal species in addition to isolation of the

fungi from soil samples. Although a literature search is useful for a basic knowledge of PCM
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occurrence, the need for epidemiological surveillance of the disease in Rio Grande do Sul is
urgent, considering its high endemicity and occurrence in all regions of the state.

Keywords: paracoccidioidomycosis; Paracoccidioides; epidemiology; public health

1. INTRODUCTION

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a chronic systemic mycosis endemic to Latin
America. About 80% of cases occur in Brazil, with the remainder in other South American
countries, mainly Colombia, Venezuela, Argentina, and Ecuador [1]. In Brazil, the largest
numbers of cases have been reported in the Southeast, Center-West, and South regions. PCM
was described in 1908 by the physician Adolpho Lutz, in the city of Sdo Paulo, Brazil [2]. In
the state of Rio Grande do Sul (RS) in southern Brazil, reports of the first cases of the disease
were published only in 1942 [3,4].

PCM is caused by thermally dimorphic fungi of the genus Paracoccidioides. This genus
was initially considered monotypic, with only the species P. brasiliensis. Currently, at least four
phylogenetic species of P. brasiliensis are recognized, in addition to P. lutzii, which shows
genetic and antigenic differences from the P. brasiliensis complex [5].

Infection by Paracoccidioides spp. starts with inhalation of fungal propagules present
in the environment, mainly in soil. Prolonged contact with the soil, as in the case of farmers, is
considered a risk factor for PCM [6]. In the lungs, the fungus converts to its yeast form and
from there it can spread to any organ or body system. The most affected organs are the lungs,
upper aerodigestive tract mucosa, lymph nodes, and skin [2]. The wide variety of clinical
manifestations poses a challenge for early diagnosis, which is mainly done by observing
Paracoccidioides spp. in clinical samples [7]. With confirmation of the diagnosis, treatment
with sulfamethoxazole (SMX)-trimethoprim (TMP), azole derivatives, or amphotericin B is
indicated [5].

In Brazil, PCM is responsible for 50% of the deaths caused by systemic mycoses [8],
with major social and public-health impacts. Even so, it is still not recognized as a neglected
tropical disease by the World Health Organization (WHQO) [9], and there is no official
epidemiological surveillance in Brazil. As the state of Rio Grande do Sul is an endemic area of
PCM and data on the disease in the state are sparse, this study presents a survey of the literature
and a compilation of published cases of PCM, increasing knowledge of the clinical and
epidemiological characteristics of the disease in the state.
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2. METHODS

A literature search of PCM cases published in the state of Rio Grande do Sul was
conducted, in addition to noting the environmental occurrence of Paracoccidioides spp. in the
state. The search involved different databases (PubMed, SciELO, and LILACS). Because
several studies date from prior to the 2000s, searches were also conducted in the physical
repository of the Library of the Faculty of Medicine of the Universidade Federal do Rio Grande
do Sul and of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (FAMED/HCPA Library). In addition
to paracoccidioidomycosis, searches were also performed using the old PCM nomenclatures,
mainly paracoccidioidic granuloma and Lutz's mycosis/blastomycosis. We conducted an
exhaustive search of the literature with the aim of including all cases of PCM published in Rio
Grande do Sul. However, because of the antiquity of some studies and their consequent
unavailability, we do not rule out the possibility that some cases have not been included.

The data collected in the studies were sex, age, race/skin color, professional occupation,
habits of smoking and alcohol consumption, schooling, anatomical sites of the lesions,
evolution time of the symptoms, associated diseases, diagnosis method, treatment, clinical
outcome, and origin (current residence) of patients. Data were analyzed using descriptive
statistics in the Statistical Package for the Social Sciences 26 (SPSS) software. Because of the
large amount of missing information, the percentages were calculated considering only the total
number of cases that reported each type of data. The data for origin were compiled in a map
created in the software QGIS v3.32.0.

3. RESULTS

For the period from 1942 to 2023, 52 studies were found, encompassing a total of 1576
cases of PCM published in the state of Rio Grande do Sul [3,4,10-59]. Most studies are case
reports, with some retrospective observational studies including a larger number of cases.

Cases in males predominated, with a male:female ratio of approximately 15:1 (Table 1).
Regarding age, in 430 cases the age was reported for individuals, ranging from 9 to 80 years,
with a mean of 47 + 11.4 years. In 938 cases, ages were described by group, ranging from 2 to
102 years, with the main age group between 41 and 60 years of age. In the remaining cases (n
= 208), age was not provided. Therefore, the period most affected was the fourth and fifth
decade of life.

Smoking/alcohol consumption habits were reported in few studies, totaling only 151
patients. Of these, most (n = 90, 59.60%) reported smoking, while 35 (23.18%) reported a
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smoking habit and alcohol consumption. Schooling was described only for 57 patients, with the
majority having completed elementary school (n = 31, 54.38%), and 9 were illiterate (15.79%).

Table 1. Sociodemographic characteristics of 1576 paracoccidioidomycosis cases published in
52 studies in Rio Grande do Sul, Brazil, from 1942 to 2023.
Total

1 1 *
Characteristics N=1576 %
Sex
Male 1244 93.8
Female 82 6.2
Not informed 250 -
Race/skin color
White 736 95.9
Brown/black 31 4.1
Not informed 809 -
Occupation
Farmer 666 74.9
Other occupations with contact with soil: 44 49
carpenter, construction, gardener, miner '
Other occupations not related to soil 180 20.2
Not informed 686 -

*Percentages were calculated disregarding not informed data.

Table 2 summarizes the clinical characteristics of the 1576 PCM patients. PCM lesions
have been reported at 11 different anatomical sites: abdominal viscera (bowels, liver, spleen),
adrenals, anal/perianal, bones, cutaneous/mucosal areas, genital region, lungs, lymph nodes,
nervous system, oral cavity/pharynx/larynx, and skin. At least two organs or organs systems
were involved in approximately 48% of cases. However, this percentage must be higher, as
several studies focused only on manifestations in the upper aerodigestive tract mucosa, without
mentioning the involvement of other organs; often, at least the lungs are also involved. Table 2
lists only the anatomical sites reported in 20 or more cases; the other sites are included in “other
organs”. The main organs involved were the lungs, mentioned in 822 cases, and the oral
cavity/pharynx/larynx, mentioned in 604 cases (66.7% and 49.0%, respectively).

The diagnoses were performed using one or more of seven techniques: culture, direct
mycological examination (DME), histopathology, serological diagnosis, inoculation in animals,
intradermoreaction, and polymerase chain reaction (PCR). In 1504 cases (95.4%), it was not

possible to determine the time of evolution of the symptoms. Only in 72 cases was the time
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defined individually, ranging from 1 month to 12 years, with a mean of 531 + 642 days of

symptom evolution. Associated diseases were described in only 60 cases, the most frequent

being different types of cancer, in 33 cases (55.0%); followed by HIV and tuberculosis, both

occurring in 8 cases each (13.3%).

Table 2. Clinical characteristics of 1576 paracoccidioidomycosis cases published in 52 studies

in Rio Grande do Sul, Brazil, from 1942 to 2023.

Characteristics Nzci%aYIG %*
Anatomical sites of the lesions

Cutaneous/mucosal 97 7.9
Cutaneous/mucosal + lungs 140 114
Cutaneous/mucosal + lymph nodes + lungs 23 1.9
Lungs 246 20.0
Lymph nodes + lungs 26 2.0
Oral cavity/pharynx/larynx 267 21.7
Oral cavity/pharynx/larynx + lungs 319 25.9
Other organs 114 9.2

Not informed 344 -

Diagnosis method

Direct mycological examination 417 39.9
Direct mycological examination + histopathology 98 9.4
Histopathology 474 45.3
Other methods 57 5.4

Not informed 530 -

Treatment
Only sulphamidics 87 44.6
Sulphamidics + antifungals (azoles, amphotericin B) 15 7.7
Antifungals (itraconazole, amphotericin B, ketoconazole,

flucytosine) 93 art

Not informed 1381 -

Outcome

Cure 21 42.8
Partial cure/relapse 17 34.7
Death 11 22.5

Not informed 1527 -

*Percentages were calculated disregarding not informed data.
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Regarding the origin of the patients, different types of information were provided (Table
3). According to the most recent demographic census (in 2022), Rio Grande do Sul has 497
municipalities [60]. Of these, almost 30% (n = 146) had at least one case of PCM recorded
(Figure 1). However, in several studies, the origin of the patient was not described, and it was
only possible to define the municipality where the diagnosis occurred. As the state has relatively
small municipalities, some locations centralize medical care, such as Porto Alegre, Santa Maria,
and Passo Fundo. In these three municipalities together, it was not clear in 289 cases (18.3% of
the total) whether the patients resided in these locations. Considering that these larger
municipalities receive many cases from other locations, at least some of these 289 patients may
have traveled only for medical care, and therefore, more than 146 municipalities in RS have
doubtless had cases of PCM.

Table 3. Characteristics regarding the origin of 1576 patients with paracoccidioidomycosis,
whose cases were published in 52 studies in Rio Grande do Sul, Brazil, from 1942 to 2023.
Total

Characteristics N=1576 %*
Cases with municipalities of origin 901 712
Municipalities in the metropolitan region 247 -
Northern region municipalities 580 -
Municipalities in the southern region 74 -
Cases with region of origin only# 335 265
Metropolitan region 32 -
North region 288 -
South region 15 -
Cases that had onset of symptoms in other states 30 2.3
Brasilia 1 -
Parana 4 -
Rio de Janeiro 4 -
Santa Catarina 21 -
Not informed 310 -

*Percentages were calculated disregarding not informed data.

#Considering three regions: the Metropolitan region of Porto Alegre (composed of 34
municipalities around the capital), the North region and the South region (in relation to the 30°S
parallel).
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Figure 1. Geographic distribution, by municipality, of 901 cases of paracoccidioidomycosis
published in 52 studies in Rio Grande do Sul, Brazil, from 1942 to 2023.

Even though the municipalities with PCM cases are well distributed throughout the state
(Figure 1), more cases have been reported in municipalities in the northern region. Summing
the cases in Table 3 by region, there are 279 cases in the Metropolitan region (22.6%), 868 in
the North region (70.2%), and 89 in the South region (7.2%) (these percentages include 1236
cases, excluding cases from other states of Brazil and cases with no origin provided).

Regarding the presence of Paracoccidioides spp. in the natural environment, six studies
demonstrated the occurrence of a member of this genus in Rio Grande do Sul (Table 4). The
presence of anti-gp43 antibodies of P. brasiliensis was evidenced in several species of wild and
domestic animals, in both rural and urban areas [61-63]. In addition, members of this genus
were identified by genetic sequencing in soil samples [64,65]. One study provided evidence of
P. lutzii in Rio Grande do Sul, through detection of anti-P. lutzii antibodies in animals from

rural areas (horses and wild animals) and from urban areas (domestic dogs) [66].
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Table 4. Compilation of studies that evaluated the presence of Paracoccidioides spp. in animals
and the environment in the state of Rio Grande do Sul, Brazil.

Sample Methodology Results Ref
128 wild animals (102 from Southeast region, ELISA with gp43 Positivity in 26 animals (20.3%); 20
25 from Metropolitan region, 1 from antigen (P. from the Southeast region and 6 from 61
Southwest region) brasiliensis) the Metropolitan region

ELISA with gp43
200 horses from five farms in Bagé antigen (P. Positivity in 24 horses (12%) 62
brasiliensis)

ELISA with gp43
antigen (P. Positivity in 58 dogs (29.6%) 63
brasiliensis)

196 dogs from urban areas of Pelotas and
Capéo do Ledo

Positivity for P. lutzii in 105 animals; of
these, 54 were also positive for P.
brasiliensis; 51 animals were positive

200 horses from five farms in Bagé; 196 dogs ELISA with gp43
from urban areas of Pelotas and Capao do antigen (P.

Ledo; 85 wild animals (71 from the Southeast  brasiliensis) and with . 66
region, 13 from the Metropolitan region and 1 cell-free antigen (CFA) il |, 173 1 horse_s (10'.5 %), 30
. . dogs (28.8%) and 10 wild animals
from the Southwest region) of P. lutzii
(9.5%)
600 soil collection points (totaling 30 sample PCR positivity in 8 soil samples
pools) in areas of Bagé where animals were PCR and sequencing (26.7%); 3 samples were sequenced and 64
positive in the studies®.-63.66 identified as P. brasiliensis

PCR positivity in 7 samples (44%); 4
PCR and sequencing samples were sequenced and identified 65
as P. brasiliensis

16 soil samples from the urban area of Rio
Grande

4. DISCUSSION

The state of Rio Grande do Sul is known as an area of moderate to high PCM
endemicity. This is one of the states, together with Sdo Paulo, Parand, Goias, and Rondbnia,
with the highest number of cases in Brazil [1,6]. Therefore, the 1576 PCM cases published over
an 81-year period are certainly only a small percentage of the actual number. Large amounts of
sociodemographic and epidemiological data are missing, ranging from 15% of the total cases
in relation to gender, to more than 90% in other relevant characteristics, such as the treatment
used and the clinical outcome. For this reason, important data for the state, such as PCM
mortality, could not be compiled reliably from the published cases.

Even so, analysis of the 1576 cases allowed a description of some of the clinical and
epidemiological characteristics of PCM in RS. The predominance of men aged between 41 and
60 years, farmers, or other professional occupations related to the soil, agrees with previously
published epidemiological data [1]. Among the cases that reported smoking or alcohol
consumption habits, a large percentage were smokers, a recognized risk factor for PCM [67].

Regarding the racial composition of the 1576 cases, the high percentage of Caucasian

217



individuals is expected, since in the most recent demographic census (2022), 72.8% of the
respondents in southern Brazil declared themselves to be Caucasian [68].

Regarding the clinical characteristics, the sites of the lesions were quite diverse, in line
with the wide spectrum of clinical manifestations of PCM. Half of the cases involved at least
two organs, which is expected given the widespread configuration of PCM; autopsy findings of
multi-organ involvement with no apparent clinical manifestations have been reported [5]. The
involvement of the lungs in the largest percentage of cases is notable, as the lungs are the entry
point for the fungus, in addition to being related to the main sequelae of PCM, fibrosis and
emphysema [2]. The clinical characteristics and the mean time of evolution of the symptoms
allow most of the 1576 cases of PCM to be classified as chronic. According to the world
literature, 80% to 95% of PCM cases are chronic [1].

Regarding the geographical distribution of PCM cases in the state, the considerably
higher number of cases in northern RS compared to the southern region is noteworthy. This
unequal distribution of PCM in the state was previously evidenced by Bopp in 1955 [12], who
suggested that the northern region had geoeconomic conditions that facilitated transmission of
the disease. In 1967, Bopp and Bernardi expanded this hypothesis, in a description of the
geopathology of PCM in RS [17]. In this study, the authors attributed the higher prevalence of
PCM in the northern region (6.6 cases per 100,000 inhabitants) to the presence of fertile basaltic
soils, abundant rainfall, large areas of forest, and intensive agriculture. In the southern region,
with poor soils, few forests, and low rainfall, the prevalence was 1.7 cases per 100,000
inhabitants [17].

However, in 1972, Londero et al. [69] questioned Bopp's studies, as they took into
account only the place of origin of the patients, and not their residential trajectory throughout
their lives. The site of the diagnosis is not always the same as the site of the infection. In the
chronic form of PCM, the time lag between infection and the onset of symptoms is usually
months to years [1,2]. Thus, ideally, to determine the site of infection and consequently where
the fungus is found in nature, it is necessary to trace a history of the places where the patient
has previously resided or visited, in addition to his occupational history [69]. As this is often
not possible, it is an inherent limitation in studying the epidemiology of PCM. Even with this
limitation, it was possible to demonstrate the existence of PCM cases in at least 30% of the
municipalities in RS, distributed across all its regions, evidencing the high endemicity of the
disease in the state.

In line with the high endemicity, a wide environmental presence of Paracoccidioides

spp. in the state is expected. Some studies have previously demonstrated this wide presence
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(Table 4), even showing that P. lutzii occurs in Rio Grande do Sul. Initially, it was believed that
this species occurred almost exclusively in the Middle-West region of Brazil [70], where several
cases were reported [71]. However, some cases have begun to be reported in the Amazon region
[72], in addition to detection of the species in the soil in the Southeast region [73]. Recently,
cases of P. lutzii infections in this region have been recorded in patients who had never been to
regions considered endemic for the species [74]. Thus, it is now known that P. lutzii is not
restricted to specific regions of Brazil, and that its distribution is much broader than initially
believed.

In Rio Grande do Sul, human cases of P. lutzii infections have not yet been published,
but the existence of animals with antibodies against this species indicates its presence in the
state [66]. This suggests that at least some of the published cases of PCM may have been caused
by this species and not by P. brasiliensis. Unfortunately, none of the previously published
reports performed molecular identification of the Paracoccidioides species. This information is
important because, although clinical differences between the different species of
Paracoccidioides have not yet been demonstrated [75], it is known that P. lutzii has a different
antigenic composition than P. brasiliensis [76]. Therefore, the use of specific antigens in
immunodiagnosis is necessary [77] to avoid false-negative results.

Notably, most of the samples summarized here were collected in municipalities in the
southern region of RS, with only a few in the metropolitan region. This contradicts the
hypothesis of Bopp and Bernardi [17], as it demonstrates that Paracoccidioides spp. also occur
in the southern region, which, according to these authors, would not provide the ideal habitat
for the fungus. The exact ecological niche of Paracoccidioides spp. is still unknown, and the
habitat is also still a matter of debate [78]. The most likely habitat is the soil, although few
reports exist of isolation of the fungus from the environment, possibly because of its low
concentration in the samples [5].

Considering that the fungus occurs widely in the environment of the southern region of
the state, the occurrence of PCM must be more common than inferable from the published
human cases in the region, as well as throughout the state. Thus, although a compilation of
published data is useful for a basic knowledge of the occurrence of PCM in Rio Grande do Sul,
a clinical-epidemiological profile of the disease based on published cases does not necessarily
reflect reality, as the data are highly fragmented with much important information missing.
Most publications derive from large health-care centers with university affiliations, with the
main focus on cases with unusual manifestations, or considering only a few of the many

possible clinical manifestations of PCM.

219



Even with the difficulties in obtaining clinical and epidemiological information on PCM
from published studies alone, the disease is not yet included in the national list of notifiable
diseases and conditions [79]. Despite this, epidemiological surveillance of PCM is already
carried out independently in some states of Brazil: Minas Gerais, Goias, Mato Grosso,
Ronddnia, and Parang; the last two implemented surveillance in 1999 and 2000, respectively
[79]. This surveillance results in more concrete information, making it possible to define the

incidence and mortality rate of the disease, for example [80].

5. CONCLUSIONS

The present compilation of clinical-epidemiological data for 1576 cases of PCM in Rio
Grande do Sul, published over a period of 81 years, demonstrates the occurrence of the disease
in at least 30% of the municipalities in the state. We discuss the environmental presence of
Paracoccidioides spp. based on studies that evidenced exposure of animals to the fungus or
identified it in soil. In view of the high endemicity of PCM in Rio Grande do Sul, it must be
included in the list of notifiable diseases in the state. This is the only way to determine the
epidemiological background of PCM in RS, allowing implementation of public policies for

surveillance and control of this important endemic mycosis.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo foi o primeiro a propor a utilizagéo de espectroscopia FTIR para
titulacdo de anticorpos, além de ter expandido e mais bem caracterizado o uso da técnica para
diagnostico da PCM.

Na utilizacdo para diagndstico, foram propostas duas metodologias diferentes: uma com
a analise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA) e uma com a analise
discriminante linear (LDA). Em ambas, foi obtido 100% de sensibilidade, especificidade e
acuracia, sendo possivel diferenciar os soros de pacientes com PCM dos soros de individuos
saudaveis e de pacientes com outras micoses sistémicas. A diferenciacdo da PCM de outras
micoses (aspergilose, criptococose e histoplasmose) e a obtengdo de 100% nos trés parametros
avaliados destaca a presente pesquisa em relacdo ao outro estudo que ja prop0s a espectroscopia
FTIR para diagnéstico da PCM.

Jé a utilizacdo de espectroscopia FTIR para titulacdo de anticorpos, especificamente no
soro de pacientes com PCM, foi uma aplicacdo pioneira da técnica. Utilizando a regressao por
minimos quadrados parciais (PLS), foi possivel realizar a predi¢do dos titulos de anticorpos
com um erro minimo, obtendo coeficiente de determinacdo maior que 0,9999. Essa aplicacédo
ganha destaque pois pode substituir as técnicas usuais (producdo de antigenos e testes
soroldgicos tradicionais), com as principais vantagens sendo a rapidez da analise e o custo
reduzido, sem geracdo de residuos e necessidade de reagentes.

Assim, nesta pesquisa, foram propostas duas aplicacdes da espectroscopia FTIR que se

mostraram promissoras para melhorar o manejo clinico de pacientes com PCM.
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9. PERSPECTIVAS

Sdo elencadas as seguintes perspectivas para estudos futuros nesta mesma linha de pesquisa:

- Desenvolver um método diagndéstico da PCM a partir de espectros obtidos em espectrometro

de FTIR compacto, mais interessante para uma aplicacao clinica;
- Desenvolver um método baseado em espectroscopia FTIR que permita diferenciar e
diagnosticar em um unico modelo a paracoccidioidomicose, a aspergilose, a criptococose e a

histoplasmose;

- Desenvolver modelagem para titulacdo de anticorpos com uma maior quantidade de amostras,

e com amostras com titulos que ndo foram incluidos no presente estudo (como 1:512);

- Desenvolver modelagem para titulagdo de anticorpos considerando amostras de pacientes de
PCM infectados por P. lutzii;

- Desenvolver modelagem para titulacdo de anticorpos considerando espectros adquiridos pela

via Umida.
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