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RESUMO

A paracoccidioidomicose (PCM) ¢ uma micose sistémica, causada pelos fungos do género
Paracoccidioides. Endémica nos paises da América Latina, com maiores relatos no Brasil, em
especial nas regides sudeste, sul e centro-oeste. Possui o solo como habitat natural, podendo
infectar o homem a partir da inala¢do de seus conidios, sendo relatado o maior nimero de casos
em homens com atividade ligados a agricultura. O diagnostico pode ser através dos métodos
classicos microbioldgicos, imunodiagnosticos ou moleculares de amostras clinicas. Assim, o
objetivo do trabalho foi realizar a detec¢do molecular de Paracoccidiodes spp. em amostras de
escarro de pacientes do municipio de Rio Branco-Acre. Primeiramente foi realizado uma
revisdo sistematica acerca das aplicagdes das técnicas de diagnostico de PCM no Brasil, entre
os anos de 1956 a 2019, consultando os artigos anexados nas plataformas Google Académico,
Sciente Direct, Pubmed, Scorpus e Scielo. No total, cinco métodos de diagnodstico sdo
empregues, histopatoldgico (47,2%), exame direto (18,4%), reacdo em cadeia da polimerase —
PCR (12,7%), sorolégico (11,49%) e cultura (10,34%), de uma ampla variedade de material
bioldgico, sendo os mais utilizados bidpsia, soro e escarro. No tocante a dados epidemioldgicos,
os maiores numeros de relatos de PCM estdo concentrados no sul do Brasil, nos Estados de Sdo
Paulo e Rio de Janeiro, além de afetar prioritariamente homens entre 51-60 anos de idade. Para
detec¢do molecular, foram obtidas 59 amostras de escarro de pacientes sintomaticos
respiratérios que procuraram as Unidade de Saude do municipio de Rio Branco, AC,. Essas
amostras foram submetidas a extracdo de DNA utilizando kit comercial e posteriormente a
técnica de nested-PCR para amplificacdo, com primers externos ITS 5 e ITS 4 e primers
internos PbITSE e PbITSR. Das 59 amostras, apenas uma (1,69%) apresentou positividade para
Paracoccidioides brasiliensis, demonstrando ser uma técnica pouco sensivel (54,5%),
entretanto, alta especificidade (100%) para diagndstico de PCM, visto que ndo houve a
amplificacdo de demais fungos testados. A andlise do sequenciamento desta amostra positiva
apresentou 97% de similaridade com Paracoccidioides brasiliensis.

Palavras-chave: Paracoccidioidomicose. Micose Sistémica. Diagndstico Molecular.
Paracoccidioides brasiliensis.



ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic mycosis caused by fungi of the genus
Paracoccidioides. It is endemic in Latin American countries, with greater relations in Brazil,
especially in the southeast, south and central-west regions. The soil is natural habitat. It can
infect man by inhalation of its conidia, and the greatest number of cases occurs in agriculture
workers men. The diagnosis can be made by the classic methods of microbiology,
immunodiagnosis or molecule of clinical samples. Thus, the objective of this study was to
perform molecular detection of Paracoccidiodes spp. in sputum samples from patients in the
municipality of Rio Branco-Acre. First, a systematic review was carried out on the applications
of PCM diagnostic techniques in Brazil, between the years 1956 to 2019, consulting the articles
attached on the Google Scholar, Sciente Direct, Pubmed, Scorpus and Scielo platforms. In total,
diagnostic methods are used, histopathological (47.2%), direct examination (18.4%),
polymerase chain reaction —PCR (12.7%), serological (11.49%) and culture (10.34%), from a
wide variety of biological material, the most used being biopsy, serum and sputum. Regarding
epidemiological data, the largest number of PCM reports are concentrated in the south of Brazil,
in the states of Sdo Paulo and Rio de Janeiro, in addition to affecting primarily men between
51-60 years of age. For molecular detection, 59 sputum samples were obtained from
symptomatic respiratory patients who sought out the Health Units in the municipality of Rio
Branco, Ac who were submitted to DNA extraction using a commercial kit and then the nested-
PCR technique for amplification, with primers external ITS 5 and ITS 4 and internal primers
PbITSE and PbITSR. Of the 59 samples, only one (1.69%) was positive for Paracoccidioides
brasiliensis, demonstrating to be an insensitive technique (54.5%), however, high specificity
(100%) for PCM diagnosis, since there was no amplification other tested fungi. The analysis of
the sequencing of this positive sample showed 97% similarity with Paracoccidioides
brasiliensis.

Keywords: Paracoccidioidomycosis. Systemic ringworm. Molecular Diagnosis.
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1. INTRODUCAO GERAL

As doengas fingicas invasivas (IFD) continuam sendo as principais causas de mortes e
morbidade em pacientes imunocomprometidos, mesmo com os avangos clinicos e diagnosticos
recentes (KUMAR et al., 2019). Os trés géneros fungicos mais importantes do grupo das IFD
sdo Candida sp., Cryptococcus sp. € Paracoccidioides sp. (CAPOCI et al., 2019).

A paracoccidioidomicose (PCM) ¢ uma micose sistémica, profunda, de maior incidéncia
em paises da América Latina, sendo causada por fungos do género Paracoccidioides, possuindo
as espécies: Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidioides lutzii, e suas espécies cripticas:
Paracoccidioides americana, Paracoccidioides restrepiensis, Paracoccidioides venezuelensis
(TURISSINE et al., 2017).

Esse fungo apresenta crescimento dimorfico, pois a temperatura de 28 °C no solo ¢
encontrado em sua forma micelial, e a 37 °C ¢ encontrado como células de levedura
(OLIVEIRA et al., 2018). A infecgdo ocorre devido a inalacdo de fragmentos do micélio e/ou
conidios de Paracoccidioides sp. que, dentro do hospedeiro, transicionam para uma morfologia
leveduriforme, processo dimorfico essencial para a patogénese (MACEDO et al., 2019).

A PCM pode ser encontrada nos paises da América Latina, como Colombia, Venezuela,
Paraguai, México, Argentina e Equador (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017; SANTOS et al.,
2019). No Brasil, ¢ a mais importante e frequente micose, com areas endémicas no Sudeste,
Sul, Centro-Oeste, e na Amazonia Ocidental (TATAGIBA et al., 2018).

De acordo com a International Colloquium on Paracoccidiodomycosis de 1986 em
Medellin, Colombia, a PCM possui as seguintes formas clinicas: i) paracoccidioidomicose
infeccdo e ii) paracoccidioidomicose doenga em suas formas aguda/subaguda e cronica, sendo

unifocal ou multifocal (SANCHES; FARIA, 2014).
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Vérios métodos sdo descritos para o diagnostico da PCM como: microbioldgicos,
imunologicos e moleculares (FERREIRA et al., 2016). O diagnoéstico padrao ouro de PCM ¢
por meio da visualizacdo das caracteristicas fungicas sugestivas de Paracoccidioides sp. em
amostras a fresco de escarro, raspado de lesdo, aspirado de linfonodos ou de fragmento de
tecidos de orgdos acometidos, além de cultura do material clinico (SHIKANAI-YASUDA et
al., 2017).

Entretanto, a dificuldade encontrada na visualizacdo das estruturas fingicas de PCM nas
diferentes amostras clinicas, em especial na demora da conversdo da fase micelial para levedura
do fungo, faz com que o uso das técnicas soroldgicas seja util no diagnostico de PCM (DA-
SILVA et al., 2016).

O diagnostico sorologico ¢ baseado na detec¢do de anticorpos do paciente ou antigenos
do fungo, com uso de glicoproteinas antigénicas 43-kDa, 70-kDa e 27-kDa, conhecidas por
serem especificas no diagnostico de PCM. No entanto, caso a expressao destes antigenos seja
baixa ou nenhuma, pode levar a imprecisdo no diagndstico, além de possuir resultados cruzados
com outros fungos e falso-negativo em pacientes imunosuprimidos (GAVIRIA et al., 2015;
DA-SILVA et al., 2016; ROCHA-SILVA et al., 2018). Como alternativa, pode-se optar pela
técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR, polymerase chain reaction) na detec¢ao de
doengas fingicas que apresentam sorologia negativa por possuir baixa titulagdo de antigenos
e/ou anticorpos (FERREIRA et al., 2016).

Apesar da PCM possuir grande impacto na satde publica brasileira, ndo ha estimativas
de incidéncia regional ou nacional, e consequentemente, ndo possui notificagdo compulsdria na
maioria dos Estados brasileiros (COITINHO et al., 2011). Além disso, PCM pode estar
associada a outras doencas infecciosas que podem interferir diretamente no tratamento e

diagnéstico dessa doenga (BERTONI et al., 2010).
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Dentre os métodos moleculares, a PCR, tem sido util na identificagdo do DNA de
Paracoccidioides e diagnéstico de PCM, apresentando boas taxas de sensibilidade e
especificidade, por meio da identificagdo de genes do DNA genomico e DNA ribossomal
(GAVIRIA et al., 2015; ROCHA-SILVA et al., 2018). Assim, este trabalho tem como objetivo
verificar a deteccdo de Paracoccidioides sp. por PCR em amostras de escarro em pacientes

sintomaticos respiratorios do municipio de Rio Branco, Acre.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Paracoccidioidomicose

A PCM ¢ uma micose profunda, de evolugdo cronica, causada por fungos do género
Paracoccidioides, restrita aos paises de clima tropical da América Latina, desde o Sul do
M¢éxico ao norte da Argentina, apresentando elevada prevaléncia no Brasil, Coldmbia,
Venezuela e Argentina (TEIXEIRA et al., 2013). Apresenta taxa de incidéncia anual de 1-3
novos casos por 100.000 hab. (DA-SILVA et al., 2016), sendo aceita como a terceira maior
causa de morte entre as doengas infecciosas cronicas, com taxa de mortalidade de 1,65 casos
por 1.000.000 hab. nas areas endémicas (COMPARATO-FILHO et al., 2019).

Hé4 um grande obstidculo ndo somente no conhecimento da PCM, mas também no
emprego de seus métodos de diagnostico e tratamento, o que agrava a evolu¢ao da doenca, a
tornando um grande problema de satde publica (MILLIGTON et al., 2018).

A infeccdo ocorre por meio da inalacdo dos conidios e/ou fragmentos de
Paracoccidoides sp. presentes no solo pelo homem. Nos pulmdes, o fungo assume sua forma
leveduriforme, sendo crucial para se instalar a infec¢do. Esse processo pode ocasionar uma
infecg¢do assintomatica ou disseminar-se pelo organismo, atingindo outros 6rgdos via corrente
sanguinea e linfatica (TATAGIBA et al., 2018).

A PCM ndo controlada pelo sistema imunoldégico pode progredir para a doenga
disseminada em sua forma aguda/subaguda (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). Em criancas
e adultos jovens, a forma aguda/subaguda ¢ considerada mais prevalente, podendo afetar os
nddulos linfaticos, bago, figado, ossos, intestino e meninges (MACEDO et al., 2019). A forma
cronica, afeta preferencialmente adultos, como doenga pulmonar cronica e longo periodo de
sintomatologia, tais como tosse e dispnéia, a qual pode ser incapacitante, devido a possibilidade

de fibrose pulmonar (TATAGIBA et al., 2018).
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2.2 Formas Clinicas

A PCM pode ser classificada clinicamente de acordo com sua histéria natural e
condi¢des clinicas do paciente nas formas aguda ou subaguda e crdnica, sendo que suas
manifestagdes clinicas dependem da viruléncia da cepa, do grau de infec¢do, o tipo de resposta
imunoldgica desenvolvida pelo paciente, o tecido infectado, e das caracteristicas intrinsecas do
hospedeiro (FORTES et al., 2011).

A fase primaria da infec¢do envolve normalmente individuos jovens, com doenca
pulmonar limitada, a qual dificilmente progride para o estado agudo/subagudo da doenga, que
apresenta rapida evolugio e elevada taxa de mortalidade (AMBROSIO et al., 2014).

Nos casos cronicos, o individuo apresenta longo periodo de laténcia e durante sua
reativagdo ¢ observado a forma cronica com acometimento pulmonar e/ou de outros 6rgaos
(MASSI et al., 2016), mas tanto sua forma aguda/subaguda e crénico possuem em comum sua
forma inicial de infec¢@o, por meio da inalagdo das particulas do fungo que aderem ao epitélio
pulmonar, podendo este se disseminar para demais 6rgdos do corpo, originando lesdes
secunddrias em outras mucosas, como pele, nddulos linfaticos, figado, bago e glandulas
suprarrenais, com presenca de sequelas fibroticas no tecido em sua grande maioria (TEIXEIRA
et al., 2009).

Geralmente, os pacientes da forma aguda/subaguda sdo diagnosticados logo nas
primeiras semanas de sintomatologia, e apresentam em sua maior parte envolvimento do
sistema monocitico-macrofagico, com acometimento de varios 6rgdos (DUARTE, BENARD,
2000). Além disso, podem apresentar linfadenomegalia localizada ou generalizada, com
supurac¢do, fistulizacdo e hepatoesplenomegalia, manifestacdes digestivas, lesdes cutineas e

mucosas, envolvimento osteoarticular, com frequente quadro clinico de febre, perda de peso e
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anorexia, mas que dificilmente ocorre o envolvimento pulmonar (SHIKANAI-YASUDA et al.,
2017).

Os sitios das lesdes de PCM podem ser unifocal ou disseminados, como os casos
multifocais (FORTES et al., 2011). A forma cronica ¢ responsavel por 74 a 96% dos casos de
PCM e 90% envolve acometimento pulmonar, afetando em sua grande maioria, adultos entre
30 a 60 anos de idade, com predominio no sexo masculino, apresentando lenta evolugdo e
sintomas com duragdo de quatro a seis meses (AMBROSIO et al., 2014). Além dos pulmdes,
as mucosas das vias aerodigestivas superiores € pele sdo os sitios mais acometidos por esta
forma (COSTA et al., 2013; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

A forma cronica ainda pode ser classificada quanto a sua gravidade em leve, moderada
e grave, sendo os casos leves classificados devido a perda de 5% do peso habitual, com
acometimento unifocal. Os casos graves podem apresentar fragilidade clinica, com disfunc¢ao
adrenal, sindromes neurologicas, insuficiéncia respiratoria, ou abdome agudo, sendo definido
através do encontro de trés ou mais dos critérios a seguir: 1) perda de 10% do peso habitual, ii)
envolvimento pulmonar, iii) comprometimento de demais 6rgdos, iv) acometimento de
linfonodos, e v) titulacdo elevada de anticorpos (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

Em alguns casos, podem ocorrer manifestacdes clinicas compativeis com
aguda/subaguda associadas as da forma cronica, sendo esta classificada como PCM forma mista
(COLOMBRO et al., 2003). Pode-se observar a forma sequelar de PCM, devido alteragdes
anatomicas e funcionais, com desenvolvimento de cicatrizes fibroticas mesmo ap6s tratamento
bem sucedido, ocasionando alteragdes respiratorias e incapacitantes ao paciente (WANKE,

AIDE, 2009; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).
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2.3 Ecoepidemiologia

Paracoccidiodes sp. ¢ um ascomiceto da familia Ajellomycetaceae, encontrado a
temperatura ambiente em sua forma micelial e a 35-37 °C na forma leveduriforme. A infec¢ao
do hospedeiro mamifero ocorre a partir da inalagdo de conidios ou artrésporos infecciosos
aerossolizados durante a fase micelial (ARANTES et al., 2013).

Poucos relatos estdo disponiveis na literatura acerca do isolamento do género
Paracoccidioides a partir de amostras ambientais, pois em comparagdo com outros fungos
ambientais, Paracoccidiodes sp. cresce lentamente em meio de cultura, o que dificulta seu
isolamento (ARANTES et al., 2013). Utilizando métodos moleculares, sabe-se que o fungo
pode ser encontrado no solo (HAHN et al., 2019), entretanto, pouco se conhece a respeito de
aspectos ecoepidemioldgicos, suas interagdes com outros microrganismos, seus fatores bioticos
e abidticos, exigindo assim, maiores estudos ambientais (BAGAGLI et al., 2003; ARANTES
et al., 2016).

A maior parte dos isolados utilizados para tipagem molecular tem sido oriunda de
amostras clinicas, as quais sofrem interferéncia de fatores como o longo periodo assintoméatico
dos pacientes e a migracao geografica da populagdo, os quais dificultam que se conhega o local
exato da infeccdo e seus aspectos ecoepidemioldgicos (MENDES et al., 2017; HAHN et al.,
2019).

A identificagdo da area de risco e o conhecimento das espécies e seu gendtipo, podem
contribuir no conhecimento da biogeografia do fungo, auxiliando assim nos aspectos clinicos,
como diagnostico e tratamento de PCM (BAGAGLI et al., 2003).

Com a dificuldade no isolamento do fungo em seu habitat natural e seus poucos relatos
de isolados de solo, vegetagdo, fezes de pinguins, alimentos para cides e morcegos, tem-se
optado por realizar o isolamento a partir de animais silvestres, em especial tatus, tornando uma

excelente fonte ambiental para mapeamento e distribui¢do geografica de Paracoccidioides sp.
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(BAGAGLI et al., 2003; ARANTES et al., 2016). Com isso, ¢ possivel estabelecer melhor o
conhecimento sobre a ecologia deste fungo (TERCARIOLI et al., 2007).

Sabe-se que umidade do solo decorrente das estagcdes chuvosas e temperaturas na faixa
de 18-28 °C, aliada as caracteristicas biodticas e abidticas proximo as tocas de tatus, vem
favorecendo sua fase micelial, com esporulacdo e dispersdo no ambiente (SHIKANAI-
YASUDA et al., 2017).

Embora a umidade aumente o crescimento do fungo no seu habitat natural, um periodo
de seca na camada mais superficial do solo faz com que a dispersao de aerossoéis seja mais facil
e intensa, demonstrando assim, seu potencial infeccioso e extremamente importante no estudo
epidemiologico (ARANTES et al., 2016).

Indicios mostram que diferentes espécies de Paracoccidiodes sp. possuem diferencas
geograficas, pois P. lutzii é detectado apenas mediante amostras de aerossois nas regides
centrais do Brasil (MENDES et al., 2017). Enquanto, as demais espécies do género
Paracoccidioides ocorrem por quase toda extensdo geografica, sugerindo que exista uma
regionaliza¢do das espécies, mas que ndo se conhece nenhuma barreira geografica entre as

espécies P. [utzii e demais espécies de Paracoccidiodes (THEODORO et al., 2012).

2.4 Epidemiologia

A PCM e demais micoses sist€émicas podem ocorrer, preferencialmente, em regides de
climas imidos e quente, apresentando maiores numeros de casos na América Central e do Sul
(SANTOS et al., 2019). A PCM ¢ a infec¢do fingica sist€émica mais recorrente na América
Latina, com maiores incidéncias no Brasil, Argentina, Coldémbia e Venezuela, sendo o Brasil
considerado area endémica, com maiores relatos na regido Sudeste, Sul e Centro-Oeste
(DUTRA et al., 2018).

No Brasil, micoses sistémicas ndo fazem parte da lista nacional de doengas de
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notificagdo compulsoria, apenas nos Estados de Minas Gerais, Goids, Mato Grosso, Rondonia
e Parana, nos quais foram implementados a vigilancia epidemioldgica de PCM (MILLINGTON
et al., 2018). Com isto, seus dados epidemioldgicos sdo restritos, com suas estimativas
provenientes de inquéritos epidemiologicos, registro de casos, hospitalizagdo e dados de
mortalidade (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

Com o passar dos anos houve alteragdes no perfil epidemiologico de PCM, tanto em sua
frequéncia, quanto como em sua distribui¢cdo geografica e demografica (MILLINGTON et al.,
2018). Isto se deve ao aumento da urbanizagdo, a aplicabilidade de métodos de diagnostico,
presencga de comorbidades, além de mudangas ambientais decorrentes das novas aberturas nas
fronteiras agricolas, como a derrubada de florestas (ARANTE et al., 2016). Agregado a estes
fatores, a grande variedade de espécies de Paracoccidioides sp. também tem contribuido com
esse novo cenario (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

A PCM ¢ mais importante micose sistémica da América Latina, com maiores relatos no
Brasil, apresentando incidéncia de 1-3 novos casos por 100.000 hab., sendo classificada como
a terceira causa de morte entre as doencgas infecciosas cronicas (COMPARATO-FILHO et al.,
2019). Sua elevada incidéncia no Brasil possivelmente seja a jungdo de diversos fatores, como
favorecimento das condic¢des climaticas e de solo, além da existéncia de praticas intensas de
agricultura e agropecuaria (BELLISSIMO-RODRIGUES et al., 2011).

As espécies P. restrepiensis € P. venezuelensis podem ser encontradas na Colombia e
Venezuela, P. brasiliensis, P. americana e P. lutzii possui ampla distribuicdo na América Latina
(TURISSINI et al., 2017). P. brasiliensis possui ainda duas populacdes cripticas, sendo Sla e
S1b, predominantes no Brasil e América do Sul, ja P. americana tem sido identificada no leste
do Brasil e uma ocorréncia na Venezuela, enquanto P./utzii ¢ encontrado na regido norte do
Brasil e Equador (MACEDO et al., 2019). Estas espécies apresentam diferengas nos aspectos

de cultura, morfologia, viruléncia e resposta imune do hospedeiro (COITINHO et al., 2011).
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Na América Latina, cerca de 80% dos casos de PCM sao registrados no Brasil, com
maior incidéncia no Sudeste, entre os estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo e
Minas Gerais (MACEDO et al., 2019). No Brasil, entre os anos de 1980 a 1995, PCM
apresentou 3.181 casos de obitos, com taxa de mortalidade de 1,45 casos por 1.000.000 de hab.,
com maiores taxas regionais no Sul 2,59 e 2,35 para Centro-Oeste (SHIKANAI-YASUDA et
al., 2017).

Ha registro de incidéncias de 9,4 casos por 100.000 hab. em Rondénia, no qual os
municipios Pimenteiras do Oeste e Espigdo do Oeste obtiveram indices de 39.1 casos por
100.000 habitantes/ano (SOUSA et al., 2014). Entre os anos de 1980-1999 foram registrados
422 casos de PCM no estado de Mato Grosso do Sul e entre os anos de 2005 a 2011 foi
observado a presenca de PCM em 53 (37,58%) dos 141 municipios do Estado (HRYCYK,

2018).

2.5 Fatores associados a Paracoccidiodomicose

A prevaléncia de PCM ¢ mais elevada durante a vida adulta, possivelmente por estar
relacionada a maior exposi¢ao ao fungo com suas atividades diarias, e esta fortemente associada
ao tipo de forma clinica de PCM (BELLISSIMO-RODRIGUES et al., 2011). A forma
aguda/subaguda ¢ mais prevalente até os 30 anos de vida, sendo Unica forma clinica que afeta
criangas até os 15 anos, ja a forma cronica ocorre entre 30 a 60 anos de idade (SHIKANAI-
YASUDA et al., 2017).

Com relacdo ao sexo, as criangas sdo igualmente afetadas pela PCM, mas que depois da
puberdade, predomina entre os homens em relagdo as mulheres, pois as mulheres podem inibir
a reversdo da forma micelial para leveduriforme, por meio da acdo inibitéria de B-estradiol,
além de possuirem menos atividade relacionada a agricultura (SIFUENTES-OSORNIO et al.,

2012).
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A grande quantidade de casos de PCM nao demonstra predisposicdo racial, pois a
distribuicdo ocorre tanto em pacientes negros como em caucasianos, mas t€ém-se observado que
negros € pardos possuem tropismo pela forma aguda/subaguda, enquanto em pacientes
caucasianos ha predominio para forma cronica (BELLISSIMO-RODRIGUES et al., 2011).
Estas diferencas possivelmente estdo relacionadas ao tipo de resposta imunoldgica e a
variabilidade genética (MARTINEZ, 2015).

As condi¢des de vida também podem estar associadas ao desenvolvimento de PCM,
pois o fumo e o consumo de bebidas destiladas superior a 60 mL por dia esta fortemente
associado ao desenvolvimento das formas cronicas de PCM, além das alteragdes nutricionais,
pois a subnutricdo possui forte impacto nas criangas (MOYA, MARTINEZ, 1992; FABRIS et
al., 2014, MARTINEZ, 2015).

Esses fatores podem ser considerados como condi¢des de riscos pré-existentes aos
pacientes, pois desempenha fun¢do importante no processo de transformacdo de infec¢ao ao
estado doenga, ocasionando interferéncia nos mecanismos de defesa do individuo (FORTES et

al., 2011).

2.6 Imunopatogenia

Isolados de diferentes linhagens filogenéticas de Paracoccidioides sp. podem infectar e
desencadear PCM em seres humanos, mas apresentam diferengas na viruléncia e induzem
diferentes respostas imunolédgicas no hospedeiro (MACORIS et al., 2006; THEODORO et al.,
2012).

O poder de infeccao difere entre as espécies, pois a espécie criptica S1 produz mais
conidios que isolados de PS2, e possivelmente esta caracteristica esta relacionado a elevada

taxa de infeccdo de 9:1 de S1 a PS2 em humanos ¢ tatus (THEODORUO et al., 2012).
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O processo de infec¢do € complexo, envolvendo a interagdo de diversos mecanismos
reguladores da homeostase celular e expressao de diferentes fatores de viruléncia, permitindo a
aderéncia e invasdo do fungo nas barreiras do hospedeiro, com expressdo de substincias
intimamente ligadas nesta interacdo parasita-hospedeiro (BERNARDES-FILHO et al., 2018).

Durante o processo de infecgdo, ¢ evidente no granuloma epitelidide de células HLA-
DR, macrofagos e linfocitos T do tipo CD4 envolvidos no processo de formagao do granuloma,
mediante producdo de citocinas IFN-y e TNF-a e mediadores no sitio inflamatério (FORTES
etal., 2011).

Individuos de areas endémicas que ndo desenvolvem PCM doenca possuem um padrao
de resposta de linfocitos T tipo 1, com formacao de granuloma compacto e controle do fungo
(SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). Pacientes que desenvolvem a doenca possuem resposta
imunologica do tipo Th-1 deficiente, e aqueles que apresentam a forma aguda/subaguda e
crOnica grave, evoluem para resposta do tipo Th-2 e Th-9, com ativagdo de linfocitos B,
hipergamaglobulinemia, eosinofilia, no intuito de formar um granuloma compacto
(SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

A morfologia do granuloma ¢ embasada no padrdo da resposta imunologica, pois em
pacientes com sistema imune celular preservado, pode-se observar um granuloma epideloide
compacto, confluente, com poucos fungos e localizado, diferente do que ¢ observado em
pacientes com comprometimento imunoldgico, pois o granuloma ¢ desorganizado e frouxo,
possui elevado nimero de fungos, mal definido, com exudacdo supurativa e necrose, podendo

ocorrer a proliferacdo do fungo e doenca generalizada (FORTES et al., 2011).
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2.7 Diagnostico

O diagndstico rapido e eficiente de PCM ¢ indispensavel para o inicio efetivo e
especifico da terapia, com prevencao de danos aos pulmodes e demais 6rgaos do corpo. Assim,
as técnicas de diagnoéstico sdo indispensaveis e também muito utilizadas no monitoramento da
eficacia do tratamento (FERREIRA et al., 2016).

O padrdao ouro no diagnostico de PCM ¢ a visualizagdo dos elementos fungicos do
agente etioldgico em exame a fresco com KOH a 10%, entre ldmina e laminula, apresentando
ser altamente eficaz e de baixo custo, sendo utilizadas diferentes amostras, como escarro, lesoes
cutdneas e de mucosas, aspirado ganglionar e outros espécimes clinicos (BERNARDES-
FILHOS et al., 2018).

Na microscopia, o agente etioldgico ¢ visualizado como leveduras esféricas de tamanho
variado — de 4 a 60 um, em brotamento caracteristico em torno da célula mae, como roda de
leme, possuindo birrefringéncia em sua parede celular, isoladas ou formando cadeias
(FERREIRA et al., 2016).

A cultura micoldgica possui elevada sensibilidade, mas necessidade de laboratorista
qualificado, pois o agente etioldgico pode ser confundido com outros fungos, além da demora
no crescimento da amostra em meio de cultura (TELES, MARTINS, 2011; SANCHES,
FARIA, 2014).

Os métodos histolégicos podem ser empregados no diagnostico de PCM, baseados na
identificacdo morfoldgica de estruturas fingicas. Entretanto, necessita de cautela, pois podem
ser confundidas com Histoplasma sp., Blastomyces dermatitidis e Coccidioides immitis,
principalmente em 4reas ndo endémicas (TELES, MARTINS, 2011). Histologicamente, ¢é
evidente um denso e difuso infiltrado inflamatdrio, com micro abcessos e varias células gigantes

multinucleadas (ROCHA-SILVA et al., 2018).
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O diagnostico de certeza de PCM consiste em avaliar microscopicamente amostras
clinicas e sua cultura, obtendo as observacdes macroscopicas e microscopicas para
identificacdo de Paracoccidoides sp. Entretanto, as técnicas sorologicas tém sido Uteis no
diagndstico precoce e monitoramento de sua evolucdo e resposta ao tratamento (DA-SILVA et
al., 2016). E utilizado como método padrio a imunodifusdo dupla (DI), com elevada
especificidade e sensibilidade que varia entre 65% a 100%, dependendo da preparagdo
antigénica usada (KAMIKAWA et al., 2017).

A partir do isolamento de antigenos e implementag@o na sorologia, tem ocorrido um
aumento na procura de metodologias mais rapidas, versateis, simples e barata. O teste de ELISA
tem sido amplamente aceito, sem grandes diferencas na sensibilidade e especificidade
(KAMIKAWA et al., 2017). Entretanto, além da possibilidade de reagdes cruzadas com outros
fungos, niveis baixos ou a auséncia de expressdo de glicoproteinas podem ocasionar
imprecisdes no diagndstico (DA-SILVA et al., 2016; ROCHA-SILVA et al., 2018).

M¢étodos moleculares tém sido utilizados no diagnéstico de PCM, especialmente quando
hé falha nos métodos tido como padrdo ouro, e na auséncia de titulos antigénicos suficientes
para o imunodiagndstico, com realizagdo de amplificagdo de DNA via PCR, podendo assim,
distinguir e identificar os gendtipos circulantes (TELES, MARTINS, 2011).

O DNA ribossomal (rDNA) pode ser util para identificagdo de patogenos via PCR, pois
possuem regides constantes ou ndo-constantes que estio presentes em todos os fungos e regides
variaveis, exclusivas de algumas espécies, possibilitando com isso, o desenho de primers para
regides universais e especificos para determinados fungos, seguindo os principios de nested-
PCR (WHITE et al., 1990).

A amplificacdo de sequéncias de genes do fungo de Paracoccidioides sp. por reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) pode ser aplicada no diagnoéstico de PCM, sendo um método rapido

e preciso (COSTA et al., 2018). Estes ensaios baseiam-se na amplifica¢do de genes especificos
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do RNA ribossémico 288, 5.8S e 18S (rRNA), dos espagadores internos transcritos (ITS) 1 e
2, e 0s genes gp 43, gp 27, ARF, e HSP 70. Os genes alvos gp43, gp27 e ITS 1 e 2 sdo utilizados
para identificar a espécie P. brasiliensis, ARF para P. americana e HSP 70 para P. lutzii (SANO
et al., 2001; ENDO et al., 2004; TEIXEIRA et al., 2013; MACEDO et al., 2019). Contudo, os
métodos moleculares possuem a desvantagem da auséncia na padronizagdo dos ensaios
baseados em PCR para as doencas fungicas (TELES, MARTINS, 2011).

Os genes do DNA ribossomicos (rDNA) podem ser encontrados em todos os
microrganismos, que possuem tanto regides com baixas taxas mutacionais (28S, 5.8S e 18S)
quanto com elevadas taxas (ITS 1 e ITS2). Esta primeira regido fornece informagdes para
construcao de analises filogenéticas entre os niveis taxondmicos acima de género, ja as regides
de elevadas taxas mutacionais fornecem informagdes para separar género e espécies
(PEREIRA, 2009) e como possui elevado nimero de cdpias por genoma, proporciona maior
sensibilidade a PCR (IWEN et al., 2002).

A utilizacdo de nested-PCR com primers desenhados para regides de iniciadores
internos especificos para as espécies de Paracoccidioides sp. a partir de uma PCR do DNA
ribossdmico (5.8S) fornecem maior sensibilidade e especificidade a reagdo (PEREIRA, 2009).
Usando esta metodologia Theodoro et al., (2005) e Tergarioli et al., (2007) realizaram uma PCR
a partir da regido do DNA 5.8S e uma Nested-PCR utilizando iniciadores internos especificos

PbITSE e PbITSR para detecg¢do de P. brasiliensis no solo.

2.8 Tratamento

Diferente das demais micoses, PCM demonstra ser sensivel a maioria das drogas
antifingicas, mesmo nas suas diversas formas clinicas, que incluem os derivados azolicos
(cetoconazol, fluconazol, itraconazol, posaconazol e isavuconazol), os derivados sulfamidicos

(cotrimoxazol, sulfamidiazina), e a anfotericina B para as formas graves (formula¢des em
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deoxicolato, complexo lipidico e lipossomal). No entanto, mesmo com essa gama de opgdes
terapéuticas, na pratica clinica sdo mais utilizados o itraconazol, o cotrimoxazol
(sulfametoxazol/trimetoprim) e a anfotericina B (SANCHES, FARIA, 2014; SHIKANAI-
YASUDA et al., 2017).

Considerando a escolha do medicamento e duragdo, alguns parametros devem ser
observados e considerados, como: local da lesdo, gravidade da doenga, contra-indicacdo devido
aos casos de hipersensibilidade e falhas terapéuticas anteriores (SHIKANAI-YASUDA, 2015).

O itraconazol com dose de 200mg/dia tem obtidos bons resultados no tratamento de
formas leves e moderadas de PCM, com duragdo de 9 a4 18 meses, com cicatrizagao das lesdes
tegumentares em 30 dias e linfadenopatias entre 45 e 90 dias apds inicio do tratamento. As
formas graves e disseminadas sdo tratadas com a anfotericina B em desoxicolato ou em
formulagdo lipidica, com dose de 0,5-0,7 mg/kg/dia, com uso em menor tempo possivel, em
média de duas a quatro semanas (SHIKANAI-YASUDA, 2016; SHIKANAI-YASUDA, 2017).

A PCM possui como principal desafio terapéutico a longa duracdo do tratamento, as
elevadas frequéncias de recidivas, sequelas e comorbidades com tuberculose (ANDRADE et
al., 2019).

O periodo do tratamento ¢ sujeito a imunidade do hospedeiro, a viruléncia de
Paracoccidioides sp. e a droga utilizada (ANDRADE et al., 2019). Ap6s seu diagnostico, o
esquema terapéutico de PCM envolve um longo periodo de duragdo, com acompanhamento
periodico, sempre acompanhada dos critérios de cura, embasados em pardmetros clinicos,
micologicos, radioldgicos e sorologicos (SHIKANAI-YASUDA, 2015; BERNARDES-FILHO

etal., 2018).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Verificar a presenga de Paracoccidioides sp. em amostras de escarro de pacientes
sintomaticos respiratérios do municipio de Rio Branco — Acre, por meio da reagdo em cadeia

da polimerase (PCR).

3.2 Objetivos Especificos
3.2.1. Realizar uma revisdo sistematica da aplicagdo das técnicas de diagnodstico da
Paracoccidioidomicose no Brasil;
3.2.2. Verificar a detec¢do e incidéncia de Paracoccidioides sp. por meio da PCR em
amostras de escarro de pacientes sintomaticos respiratdrios no municipio de Rio Branco,

Acre.
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RESUMO

A paracoccidioidomicose (PCM) ¢ uma micose profunda, causada pelo fungo do género Paracoccidioides. Doenga
considerada mais importante da América Latina, com 80% dos casos provenientes do Brasil. Seu diagndstico pode
ser através do exame direto, cultivo, sorologicos, histopatologicos ¢ métodos moleculares das amostras clinicas.
Assim, este trabalho teve como objetivo realizar uma revisdo sistematica acerca dos métodos de diagnostico
empregados na PCM no Brasil, consultando artigos indexados nas plataformas Google Académico, Science Direct,
Pubmed, Scopus e Scielo, entre os anos de 1956 a 2019. A metodologia de diagnéstico utilizados sdo:
histopatolégico (47,2%), seguido do exame direto (18,4), (PCR) (12,7), sorologia (11,4%) e cultura (10,3%). A
regido sudeste brasileira apresenta maior incidéncia de casos de PCM: Sao Paulo (25,8), Rio de Janeiro (19,4) e
Minas Gerais (9,7). A incidéncia foi maior no sexo masculino (42%) e na faixa etaria de 41-50 anos de idade
(14%).

Palavras-chave: Paracoccidioide., micose profunda e micose pulmonar.

ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a deep mycosis caused by the fungus of the genus Paracoccidioides. Considered
the most important disease in Latin America, with 80% of cases from Brazil. Its diagnosis can be through direct
examination, culture, serological, histopathological and molecular methods of clinical samples. Thus, this work
aimed to perform a systematic review of the diagnostic methods employed in PCM in Brazil, consulting articles
indexed in the Google Academic, Science Direct, Pubmed, Scopus and Scielo platforms, from 1956 to 2019. The
diagnostic methodology used are: histopathological (47.2%), followed by direct examination (18.4), (PCR) (12.7),
serology (11.4%) and culture (10.3%). The southeastern region of Brazil has a higher incidence of PCM cases:
Sao Paulo (25,8), Rio de Janeiro (19,4) and Minas Gerais (9,7). The incidence was higher in males (42%) and in
the age group 41-50 years (14%).

Key-words: Paracoccidioides. deep mycosis and pulmonary mycosis.

1. INTRODUCAO

Os fungos tém representado um importante grupo de microrganismos causadores de
doengas infecciosas por todo o mundo e nos ultimos anos, tem tido aumento continuo,
principalmente devido a epidemia de HIV/AIDS, uso de imunossupressores e quimioterapicos
no tratamento de cancer. Assim, diante disso, torna-se um desafio o diagnoéstico, tratamento e
controle das doengas infecciosas fingicas [1].

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica, cronica que tem como agente

causador as espécies Paracoccidioides brasiliensis e P. lutzii, afetando regides tropicais e
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subtropicais da América Latina [2]. Por ndo ser uma doenca de notificagdo compulséria na
maioria dos estados brasileiro, ndo ha dados precisos a respeito da prevaléncia, incidéncia e
morbidade desta doenga. As estimativas oriundas de inquérito epidemioldgico, séries de casos,
registros de hospitalizagdo e dados de mortalidade relataram que 80% dos casos presente na
América Latina sdo provenientes do Brasil [3].

PCM foi confirmada em 27% dos municipios brasileiros, causando internagdo em 4,3
por um milhdo de habitantes e ¢ tida como a oitava causa mais frequente de morte por doenga
infecciosa e parasitaria cronica [4].

A PCM também apresenta indices elevados em alguns paises da América Latina, como
Brasil, Argentina, Venezuela, Colombia e Equador [5]. O numero de casos que ocorrem nestes
paises varia de 1 a 3 por 100.000 habitantes, implicando diretamente nos aspectos sociais e
econdmicos, visto que acomete o individuo no periodo mais produtivo da vida, com longo
periodo de tratamento, podendo ser observado sequelas na maioria das vezes [6].

As espécies de Paracoccidioides sp. sdo termodimorficas e podem ser encontradas na
forma micelial em solo e vegetais, e na forma leveduriforme, a temperatura de 37 °C em tecidos
infectados [7]. Possui o ar como veiculo de dispersdo de seus esporos, que quando inalados, se
instalam nos pulmdes, cujo periodo de incubagdo pode variar de um més a muitos anos [3].

A PCM se expressa como uma pneumopatologia ligada a lesGes mucosas e cutaneas,
que quando instalado nos pulmdes, se transforma para forma leveduriforme. A partir do
parénquima pulmonar podera se disseminar via corrente sanguinea e sistema linfatico para
outros o6rgdos, como baco, figado, osso e sistema nervoso central [8]. A fase primaria da
infeccdo envolve normalmente individuos jovens, como doenca pulmonar limitada, que
dificilmente progride para o estado agudo/subagudo da doenca, diferente dos casos cronicos,
nos quais os individuos apresentam longos periodos de laténcia e que durante sua reativagdo €
observado acometimento pulmonar e/ou de outros 6rgéos [9].

Na forma aguda/subaguda hd um predominio em criangas, adolescentes e jovens
adultos, com menor durac@o da sintomatologia e acometimento dos nodulos linfaticos, figado,
bago, medula dssea e, raramente, acometimento pulmonar e mucosa oral, diferente do
observado na forma cronica, com predominio em pacientes adultos com mais de 30 anos, com
longo periodo de sintomatologia e alta prevaléncia por envolvimento pulmonar e mucosas [10].
A doenga pode ser unifocal, com acometimento de um unico 6rgdo ou multifocal com

acometimento de varios 6rgdos [11].

Enviado em: 25/11/2019 - Aprovado em: 27/11/2019




SAJEBTT, Rio Branco, UFAC

of Basic Education, Technical and Technological ISSN: 2446-4821

Dentro do género Paracoccidioides existem cinco espécies descritas, Paracoccidioides
brasiliensis (antigo grupo filogenético S1) com suas duas populagdes cripticas Sla e S1b,
Paracoccidoides americana (antigo grupo filogenético PS2), Paracoccidioides restrepiensis
(antigo grupo filogenético PS3) Paracoccidoides venezuelensis (antigo grupo filogenético PS4)
e Paracoccidioides lutzii (antigo Pb01) (TURISSINI et al., 2017). As espécies P. restrepiensis
e P. venezuelensis sdo geograficamente encontradas na Colombia e Venezuela, e P. brasiliensis,
P. americana e P. lutzii sao amplamente distribuidos pela América Latina [13].

O diagnoéstico padrdo ouro na identificacdo de Paracoccidioides sp. € através da
visualizagdo microscopica do fungo feito em material fresco, bidpsia ou isolamento e
identificagdo com crescimento fungico por cultura do material clinico, sendo observado como
multiplas leveduras em brotamento ao redor da célula mae (com aspecto de roda de leme) de
parede birrefringente [14].

As técnicas imunodiagnoésticas baseadas na detec¢do dos antigenos do fungo ou
anticorpos do paciente tem sido de grande importancia para diagnéstico, sendo muito utilizado
as glicoproteinas de 43 kDa (gp43), 70 kDa (gp70), kDa 27 (gp27) e 150 kDa (gp150)
apresentando variagdo nas reagdes com soro de pacientes com PCM [15]. As glicoproteinas 43
kDa, 70 kDa e kDa 27 sdo conhecidas por serem altamente especificas no diagnostico de PCM,
apresentando reagao em 90% de pacientes com PCM [2, 16, 17, 18,].

Técnicas moleculares tém sido utilizadas como ferramenta no diagnostico de diversas
doengas fungicas, possuindo resultados rapidos e eficientes [19]. No intuito de identificar e
diferenciar as espécies de Paracoccidioides spp. em amostras clinicas, tem-se utilizado primers
com base em sequéncias especificas do gene do fungo, como gp43, gp27 e ITS 1 e 2, especifico
para P. brasiliensis, e o gene HSP 70, especifico para P. lutzii [16, 20, 21, 22]. O diagnéstico
rapido e preciso da paracoccidioidomicose é necessario para o inicio efetivo e especifico da
terapia, prevenindo assim, danos e sequelas aos pacientes acometidos [14].

Com o aumento dos casos de PCM nas ultimas décadas, houve a necessidade de
inovagdo nas técnicas de diagnostico, pois métodos tradicionais tém demonstrado serem poucas
sensiveis e/ou muito demorado para fechar diagnostico rapido e fidedigno. Diante disso, este
trabalho objetivou realizar uma revisdo sistematica dos artigos que utilizaram métodos

tradicionais e moleculares no diagndstico de PCM no Brasil.

2. MATERIAIS E METODOS
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Trata-se de uma revisdo sistematica com foco na identifica¢do de estudos abordando
diagnostico em amostras clinicas de Paracoccidioidomicose no Brasil, conforme as bases nas
diretrizes disponiveis no guia Preferred Reporting Intems for Systematic Review and
MetaAnlyses (PRISMA) [23].

Foram empregadas as plataformas de bases cientifica Google Académico, Science
Direct, Pubmed, Scopus e Scielo com os descritores: molecular diagnosis of paracoccidioides
in Brazil, molecular diagnosis of paracoccidioides in clinical specimens in Brazil em inglés,
portugués e espanhol, entre os anos de 1956 a 2019. Apenas artigos publicados em inglés,
portugués ou espanhol foram utilizados na pesquisa propodsito da revisdo. Os critérios de
inclusdo dos artigos nesta revisdo foram os estudos com descrigdo do método para diagnostico
de paracoccidioidomicose no Brasil. Quanto aos critérios de exclusdo, os seguintes estudos
foram considerados inadequados a esta revisdo: artigos de revisdo, abordando métodos
moleculares que ndo seja de espécimes clinicos, trabalhos com pacientes de outros paises e
trabalhos que utilizaram amostras previamente diagnosticadas. As informagdes a cerca dos
diagnoésticos contidas em todos os trabalhos foram reunidas e sistematizadas em planilha do
Excel, com o objetivo de reunir informagdes sobre sexo, idade, localizagido geografica, nimero

de casos e método de diagnostico, no intuito de descrever os resultados.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 RESULTADOS

Com posterior busca dos artigos utilizando os descritores acima mencionados, foram
obtidos um total de 6.750 registros e foram distribuidos da seguinte forma: 6.300 registros da
base Google Académico, 367 registros na base Science Direct, 48 registros da base Pubmed,
21 registros na base Scielo e 20 registros na base Scopus. Entre todos os registros encontrados,
foram realizadas leituras dos titulos no intuito de identificar a duplicidade de trabalhos, obtendo
assim, 750 artigos. Todos os trabalhos que abordavam a utilizagdo de métodos analisando
amostras de solo, aerossol, animais, trabalhos que utilizavam apenas amostras clinicas de
pacientes previamente diagnosticados ou que ndo mencionava a metodologia para diagnostico
dos pacientes, foram excluidos, alcangando assim, 201 artigos. Destes 201 artigos, apenas 40
continham as informagdes utilizadas como parametros neste trabalho (sexo, idade, localizacdo
geografica, nimero de casos e método de diagnostico) podendo entdo ser utilizadas nesta

revisdo sistematica (Figura 1).
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Figura 1. Fluxograma da selegao de artigos para Revisdo Sistematica sobre aplicagao das técnicas de

diagnostico da Paracoccidioidomicose no Brasil.

Apos a analise dos 40 artigos selecionados, foi observado que no Brasil é empregado
basicamente cinco técnicas de diagnostico para a paracoccidioidomicose, as técnicas
histopatologicas (47,12%), seguido do exame direto (18,39%), PCR (12,64%), sorologia
(11,49%) e cultura do material clinico (10,34%). Para os exames sorologicos utilizaram-se com
maior frequéncia a técnica de imunodifusdo 80%, seguida da técnica de Elisa 10% e Inclusédo
de contra-imunoeletroforese 10%. Para analise, pode-se utilizar uma variedade de amostras
clinicas, como linfonodos, secrecdo de ulcera, pus de lesdo, nddulos cervicais, escarro,

esfregago da lesdo, bidpsia e sangue (Figura 2).
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Figura 2. Métodos de diagndstico ¢ material clinico utilizados para detectar a paracoccidioidomicose no Brasil.

Os estados que apresentaram maiores casos de PCM foram: Sao Paulo, Rio de Janeiro
e Minas Gerais. Estado de Sado Paulo (25,80%) apresentou relatos em oito municipios, como
Ribeirao Preto (1), Monte Castelo (1) Campinas (1), Piracicaba (1), Itapecerica da Serra (1),
S&do Manuel (1) e em um caso ndo foi mencionado o municipio e em outro é apenas retratado
como interior de Sao Paulo. O Estado do Rio de Janeiro é relatado seis casos (19,35%), nos
municipios de Itaipava (2), Sdo José do Vale do Rio Preto (1), Sdo Jodo de Meriti (1), Rio de
Janeiro (1) e Casimiro de Abre (1) e o Estado de Minas Gerais com trés relatos (9,67%), nos
municipios de Sdo Sebastido do Paraiso (1), Sdo Sebastido do Maranhdo (1) e Sao José das
Letras (1). Mato Grosso apresentou dois casos (6,45%), Vila Rica (1) e Indianapolis (1) e Mato
Grosso do Sul apresenta um caso (3,22%), no qual ndo se descreve o municipio de origem.
Pernambuco (3,22) — Recife, Espirito Santo (3,22%) -Santa Maria do Jequitiba e Parana
(3,22%)-Londrina, apresentaram respectivamente um caso de paracoccidioidomicose cada

(Figura 3).
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Figura 3 Distribuicdo de caso de Paracoccidioidomicose (PCM) por Estados no Brasil.

Em relag@o a distribui¢do de casos por sexo e faixa etaria, € evidente a maior incidéncia
de PCM no sexo masculino na faixa etaria de 41 a 51 anos de idade, seguido de 11-20 anos e
51-60 anos. A maior incidéncia de PCM no sexo feminino foi entre os 31-40 anos de idade. Em

27 casos ndo foram relatadas as idades dos pacientes (Figura 4).

404

NR
71-80
61-70
51-60
41-50
31-40
21-30
11-20
1-10

Faixa etaria

SR

Sexo

Figura 4. Distribui¢do de casos de Paracoccidioidomicose por sexo e faixa etdria no Brasil.

3.2. DISCUSSAO
Nesta revisdo foi verificado que a técnica mais empregada foi a histopatoldgica, seguido

de exame direto, PCR, sorologia e por ultimo, cultura do material clinico.
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A técnica histopatogica permite a fragmentagéo do tecido oriundo de biopsia e tem sido
aliada no diagnodstico patologico de PCM, podendo evidenciar a micromorfologia e reagdo
tecidual, com visualizag@o das células fungica em brotamento arredondadas, esférico ou oval
com dupla membrana birrefrigente ligados a célula mie, com vasto granuloma compacto,
repleto de células epitelidides contento fungos [24]. Por mais que seja invasiva e traumatica ao
paciente, a histopatologia possui elevada sensibilidade ao diagnostico de PCM, pois se bem
realizada, contribui na visualizagdo do patdogeno e seu diagndstico [25]. Mas sempre que
possivel, deve-se aliar o diagnostico histopatoldgico ao cultivo micoldgico, para que possa
esclarecer e obter diagnostico definitivo [26].

Os exames diretos das amostras clinicas representaram o segundo método mais utilizado
com 18,35%, possivelmente por oferecem resultados anteriores a cultura do material, que
demanda tempo para haver o crescimento em meio de cultura, sendo considerado rapido, de
facil leitura, especifico e sensivel [27]. Este exame baseia-se em avaliar microscopicamente 0
material clinico, entre lamina e laminula, com a ajuda de reagentes e/ou corantes para a
visualiza¢do das estruturas fungicas, podendo muitas vezes ser conclusivo no diagnostico de
PCM, mas que sozinho, nem sempre ¢ suficiente a visualizacdo e identificagdo do fungo [26].

A técnica de reagdo em cadeia da Polimerase (PCR) foi a terceira metodologia mais
utilizada no diagndstico de PCM, representando 12,6%, demonstrando possuir elevada taxa de
sensibilidade e especificidade, na qual a reacdo pode amplificar regides do gene especifico do
DNA ribossomico 28S, gene ribossomico 5.8S (rRNA), espacadores internos transcritos (ITS)
1 e2, ARF, GP43, GP27 e HSP 70 [21, 17]. Os trabalhos obtidos nesta revisdo utilizaram duas
regides para amplificagdo, a glicoproteina gp43 e o fator de ribosilacdo de ADP parcial (arf),
que sao sequéncia de genes suficientemente capaz de diferencias as espécies de
Paracoccidioides sp. [13].

E notério que o diagndstico de certeza com visualizagdo do agente etioldgico através
das técnicas histologicas, exame a fresco ou cultivo é de grande ajuda, mas nem sempre é
possivel obter acesso ao local da lesdo, impossibilitando a coleta do material para analise [28].
A dificuldade na demonstragdo do agente etioldgico, aliada ao dificil crescimento na fase
micelial e sua confirmacdo na reversdo para a forma leveduriforme, faz das técnicas sorologicas
uma opgdo para diagnostico de PCM [18]. Nesta revisdo, a sorologia foi a quarta metodologia
mais utilizada (12,60%) com o uso das técnicas de Imunodifusdo dupla (80%), ELISA (10%) e
contra-imunoeletroforese (10%), sendo util no diagnostico de PCM, em especial quando néo se

€ possivel a visualizagdo das células de Paracoccidioides sp. [29].
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A imunodifusio dupla (DID) tem sido o método de escolha entre os métodos sorologicos
no diagnostico de PCM e tUnico validado, sendo simples, baixo custo e importante no
monitoramento, com especificidade de 65% e sensibilidade de 100% dependendo da
glicoproteina utilizada [30].

O uso de glicoproteinas especificas no diagndstico de PCM ¢ essencial, pois se tem
relato que o uso da glicoproteina gp43 da espécie de Paracocicioides brasiliensis na técnica de
imunodifusdo, tem demonstrando sensibilidade e especificidade de 97% e 100% [18].

Além da glicoproteina gp43, foi verificado por immunoblotting que 90% dos soros de
pacientes com PCM reagiam com componente de 70 kDa, do gene gp70, e que apos o
tratamento com antifingicos, as titulagcdes de anti-gp70 diminuiam, podendo assim ser utilizada
como marcador para doenga [31].

No entanto, a sorologia possui a desvantagem devido ao falso-positivo em individuo
imunocomprometido ou co-infectados com outras micoses [3]. Além disso, os avangos no
conhecimento da caracterizagdo do género de Paracoccidoides se conheceu uma maior
complexidade na utilizagdo da sorologia, pois niveis baixos ou a auséncia de expressao do gp43
pelo sistema imunolégico do individuo, pode levar a imprecisdo no diagnostico soroldgico [32].

O cultivo do agente etiologico é essencial para o diagnostico de infecgdes fungicas,
permitindo isolamento do agente causador e garantindo sua identificacdo, sendo este o padrdo
ouro no diagnostico micologico [33]. Nesta revisdo, a cultura do material clinico representou
apenas (10,3%), sendo o método menos relatado, possivelmente por apresentar lento
crescimento fingico, demorando 2-4 semanas para apresentar algum resultado [17]. Outro fato,
¢ a dificuldade do crescimento fingico na fase micelial e por ser um fungo dimérfico, se faz
necessario haver a reversdo para a forma leveduriforme, e assim, a confirmagdo do agente
etiologico de PCM [18].

Neste trabalho, foi possivel verificar o Estado de Sdo Paulo Rio de Janeiro e Minas Gerais
com o maior nimero de casos de PCM, seguidos de Mato Grosso, Para, Mato Grosso do Sul,
Espirito Santo e Parana. Este achado corrobora com a literatura, pois a regido sudeste do Brasil,
incluindo Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais e Espirito Santo, sdo areas que apresentam
um importante historico de alta endemicidade da doenca, onde o Rio de Janeiro possui o maior
numero de hospitalizagdes por PCM no Brasil [13].

Os dados obtidos nesta revisdo confirmam o Estado de Sdo Paulo com um dos maiores
indices de PCM no Brasil [3]. A incidéncia anual de PCM no Estado de Sao Paulo e Rio de

Janeiro tem sido de 0,96 e 0,71 respectivamente, e entre os anos de 1980 e 1990 a incidéncia
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na regido de Ribeirdo Preto-SP, variou de 1,5 a 3,7 casos/100.000 habitantes/ano [34] O Estado
de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul sdo conhecidos por apresentar elevada endemicidade,
sendo retratado na literatura que entre os anos de 1980 e 1999 houveram 422 casos, cerca de
22,2 casos por ano [35, 36].

Com relacdo ao caso que ocorreu em Pernambuco, a literatura relata que existem poucos
casos na regido nordeste do Brasil, devido ao clima semi-arido que dificulta a sobrevida do
fungo no ambiente. Entretanto, com a variedade de biomas brasileiros e a migragdo humana por
estes biomas, o cendario epidemioldgico tem mudado [13].

Esta revisdo aponta a maior incidéncia de PCM no sexo masculino (42,1%), em
comparacdo com o sexo feminino (10,5%), sendo a faixa etaria de 41 a 50 anos a mais frequente
para homens e para as mulheres a faixa de 31 a 40 anos de idade, dados estes que corroboram
com outros estudos, sendo descrito a maior incidéncia de PCM entre homens com 30 a 50 anos,
e incidéncia de 10 a 15 homens para 1 mulher [3, 24, 29, 37].

Esta menor incidéncia no sexo feminino pode estar relacionando a resisténcia a infecgao
de Paracoccidioides sp. devido modulacdo hormonal, pois o horménio estradiol inibe a
transformacdo da forma micelial para a forma levedurifome, essencial para a infeccdo,
sugerindo assim, que o complexo proteina-estradiol modula a expressdo da proteinas de
Paracoccidioides sp., ndo observado no hormoénio testosterona, mais encontrado no homem

[38].

4. CONSIDERACOES FINAIS

O método mais utilizado para diagnostico de PCM tem sido histopatoldgico. A maior
quantidade de casos tem sido relatada no sudeste do Brasil, especificamente Sdo Paulo e Rio de

Janeiro, com maior incidéncia no sexo masculino entre faixa etaria de 51-60 anos.
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Resumo

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose granulomatosa, sistémica, causada por
fungos do género Paracoccidioides, com elevados indices nos paises da América Latina, em
especial no Brasil. O fungo possui o solo como habitat natural, que por meio da inalagao de
conidios e/ou propagulos infecta o ser humano. A PCM pode se comportar como PCM
infecgdo, PCM doenga, sendo esta na forma aguda/subaguda e cronica, além de unifocal ou
multifocal. PCM afeta especialmente homens com trabalho relacionado ao campo e devido a
modulagdo hormonal, as mulheres sdo as menos atingidas. O diagnostico dessa doenga pode
ser obtido por meio de métodos microbioldgicos e soroldgicos. Além disso, pode-se realizar
seu diagnoéstico por meio dos métodos moleculares, em especial via reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), porém, possui grande dificuldade devido a falta de padronizagdo. Diante
disso, este trabalho teve como objetivo realizar a detec¢@o molecular de Paracoccidioides sp.
em amostras de escarro em pacientes sintomaticos respiratorios do municipio de Rio Branco,
Acre, utilizando a técnica de PCR. Um total de 59 amostras de escarro foram coletados de
pacientes sintomaticos nas unidades de saude do municipio de Rio Branco. Todas as 59
amostras de escarro passaram pela técnica de nested-PCR com primers externos ITS5 e ITS4
e primers internos PbITSE e PbITSR, entretanto, somente um (1,69%) paciente apresentou
positividade para P. brasiliensis. Este paciente havia morado no interior do estado do Acre e
apresentava historico de atividade ligada a agricultura. A técnica de nested-PCR com os
primers acimas mencionados apresentou baixa sensibilidade (54,5%), entretanto, elevada
especificidade (100%) para diagnostico de PCM.

Palavras-chave: Paracoccidioidomicose, Diagnostico molecular, PCR.
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Abstract: Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic granulomatous mycosis caused
by fungi of the genus Paracoccidioides, with high rates in Latin American countries,
especially in Brazil. The fungus has the soil as a natural habitat, which by inhaling conidia
and / or propagules infects humans. PCM can behave like PCM infection, PCM disease,
being in acute / subacute and chronic form, in addition to unifocal or multifocal. PCM
especially affects men with field-related work and due to hormonal modulation, women
are the least affected. The diagnosis of this disease can be obtained through
microbiological and serological methods. In addition, its diagnosis can be performed
using molecular methods, especially via polymerase chain reaction (PCR), however, it
has great difficulty due to the lack of standardization. Therefore, this study aimed to
perform the molecular detection of Paracoccidioides sp. in sputum samples in
symptomatic respiratory patients in the municipality of Rio Branco, Acre, using the PCR
technique. A total of 59 sputum samples were collected from symptomatic patients in
health units in the municipality of Rio Branco. All 59 sputum samples underwent the
nested-PCR technique with ITSS and ITS4 external primers and PbITSE and PbITSR
internal primers, however, only one (1.69%) patient was positive for P. brasiliensis. This
patient had lived in the interior of the state of Acre and had a history of activity related to
agriculture. The nested-PCR technique with the aforementioned primers showed low
sensitivity (54.5%), however, high specificity (100%) for PCM diagnosis.

Keywords: Paracoccidioidomycosis. Molecular diagnosis. PCR.
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Introducio

A paracoccidioidomicose (PCM) ¢ uma micose sist€émica granulomatosa, que
possuir as espécies Paracoccidioides brasiliensis € P. lutzii, além de suas espécies
cripticas, P. americana, P. restrepiensis € P. venezuelensis como agente etiologico
(TURISSINE et al., 2017). Essas espécies sdo termodimorficas, encontrada na forma
micelial em solo que a partir da inala¢do de suas particulas fingica, ocorre reversdo para
forma leveduriforme, instalando-se assim a infec¢do (SESTARI et al., 2018; OLIVEIRA
et al., 2018).

A PCM afeta prioritariamente pessoas de regides tropicais e subtropicais da
América Latina, desde o sul do México a Argentina, sendo relatado 80% dos casos
proveniente no Brasil, classificada como a oitava causa de morte mais frequente entre as
doengas infecciosas e parasitarias cronicas (SANTOS et al., 2019).

E relatado que o Brasil apresenta incidéncia de internagdes de 7,99/1000 hab.,
numeros maiores que demais micoses, além de apresentar maiores relatos na regido sul,
sudeste e centro-oeste (HAHN et al., 2019.; TATAGIBA et al., 2018.; SHIKANAI-
YASUDA et al., 2017).

O aumento no nimero de casos de PCM vem sendo registrado em alguns Estado
da regido Norte, sendo estes locais submetidos a area de coloniza¢do, como Mato Grosso,
Tocantins, Para, Rondonia e Acre, acreditando-se que PCM possa ser uma micose
emergente (MARTINEZ, 2017). O estado de Rondonia tem demonstrado uma potencial
zona endémica para PCM, apresentando 9,4 casos por 100.000 hab. (MARTINEZ, 2015)

No estado do Acre, somente trés estudos fazem relado de infeccdo por
Paracoccidioides spp, dois deles utilizaram a leitura da rea¢do de intradermorreagdo a
paracoccidioidina como inquérito epidemioldgico, apresentaram indices de positividade

a PCM de (34,1%) e (41,5%) respectivamente (FIGUEIREIDO, 2005.; FIGUEIREIDO
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2011). Realizando a andlise de 17 amostras de escarro de pacientes suspeitos de
tuberculose pulmonar, Perreira (2009) relata a presenca de um caso positivo por métodos
classicos e que por meio de sequenciamento, demonstrou 93% de identidade com
Paracoccidioides brasiliensis.

O diagnostico laboratorial de rotina de PCM ¢ feito por métodos classicos, com
observagdo direta do material clinico e cultivo micologico (SANTOS et al., 2018). Na
sorologia, o emprego de antigenos e anticorpos ¢ amplamente util e ddo suporte ao
diagnéstico, com o uso da imunodifusdo dupla, apresentando elevada sensibilidade e
especificidade (WANKER, AIDE, 2009).

Além disto, métodos moleculares também sdo utilizados, como a técnica de reagao
em cadeia da polimerase - PCR (SAN-BLAS, NINO-VEGA, 2008; GOLDANI, WIRTH,
2017), porém, ainda ndo ¢ disponivel na rotina de diagnoéstico de PCM (SHIKANAI-
YASUDA et al., 2017).

As técnicas moleculares sdo estabelecidas como metodologias sensiveis e
especificos no diagnostico de diversas doencas infeciosas, obtendo a vantagem da
liberagdo de resultados rapidos (BABADY et al., 2011).

Apesar da gravidade a nivel de saude publica, PCM continua no grupo de doengas
negligenciadas e sem exigéncia para notificacdo compulsoria, com isso, ndo ha dados
precisos de incidéncia ou prevaléncia e que devido os poucos estudos no estado do Acre,
este trabalho teve por objetivo verificar a presenga de Paracoccidioides sp. em amostras
de escarro de pacientes sintomaticos respiratdrios do municipio de Rio Branco — Acre,

por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
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Material e Métodos

Coleta das amostras e dados epidemiologicos

Esta pesquisa foi desenvolvida nas Unidades de Referéncia de Atengdo Priméria
(URAP), Claudia Vitorino, Augusto Hidalgo de Lima, Ary Rodrigues, Centro de Saude
Barral y Barral e Hospital das Clinicas do Acre — FUNDACRE, do municipio de Rio
Branco/AC, no periodo de 2018-2019. Foram coletadas amostras de escarro de pacientes
sintomaticos respiratorios atendidos em uma destas unidades de satde e dados
epidemiolégicos com Questionario (APENDICE 1) onde foram obtidas informacdes
como: idade, sexo, moradia, ocupagdo anterior e atual, grau de instrucao, uso de fumo e
bebida, sintomatologia e doengas anteriores.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas

do Acre —-HCA/FUNDHACRE, com numero do parecer 2.987.220 (ANEXO I).

Processamento das amostras

As amostras foram processadas no Laboratorio de Microbiologia da Universidade
Federal do Acre, seguindo as recomendacdes de biosseguranga (BORDA et al., 2009). O
escarro foi transferido para tubo falcon de 15 mL e adicionado 1 mL do fluidificante n-
acetil cisteina 1% e 4 mL de citrato de sodio, sendo homogeneizado e centrifugado por
15 minutos a 10.000 rpm. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento acondicionado

em criotubo e armazenado em freezer a -80 °C (LIMA et al., 2007).
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Extragdo de DNA do escarro

As extracdes de DNA das amostras de escarro foram realizadas utilizando o Kit
DNeasy UltraClean Microbial Kit (Qiagen), seguindo as recomendagdes do fabricante.
Apos este processo, as amostras F305, F201, HL302, AR202, BB03 foram quantificadas
no equipamento Quibit 4 Fluorometer (Invitrogen).

Os produtos da extracdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1 %
corados com Syber Safe (Invitrogen) (tampao TBE Ix sob 100 volts por 1 hora) para
verificar a integridade do DNA e o resultado foi fotodocumentado utilizando-se um

equipamento Quantum ST4 (THEODORO et al., 2005).

Amplificagdo de DNA fungico

Os primers utilizados para a deteccdo de Paracoccidioides sp. estdo descritos na
Tabela 1. A nested-PCR ocorreu com a utilizacdo de primers externos ITS 5 e ITS 4 ¢
posterior ciclagem com primers internos PbITSE e PbITSR.

Cada 25 pL da solugdo de reacdo para PCR consistia de 1,25 U/uL de Taqg DNA
polimerase (Ludwig Biotecnologia), 1X de solugdo tampao, 1,5 mM de Mg?, 0,2 uM de
dNTPs (Qiagen), 0,4 mM de cada primer (Exxtend), 1,25 pg /ul de BSA e foi utilizado
em torno de 20 a 60 ng de DNA .

Tabela 1. Primers utilizados para realizacio de PCR e nested-PCR para detectar a

presenga de Paracoccidioides sp. em amostras de escarro de pacientes sintomaticos
respiratorios.

Pares
Gene Espécie/Regido Sequéncia de Referéncias
bases
ITS 5 Regido Universal 5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 3 560 pb White
ITS 4 e 5> TCCTCCGCTTATTGATATGC 3° gl (1520)
PbITSE Regiao 5 GAGCTTTGACGTCTGAGACC 3’
conservada para Theodoro
PbITSR Paracoccidioides 5 AAGGGTGTCGATCGAGAGAG 3’ 387pb  etal. (2005)

brasiliensis
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As amplificagdes foram realizadas em termociclador (Bio-Rad) nas seguintes
ciclagens. Para as reagdes utilizando os primers ITS5 e ITS4 foram: desnaturacdo inicial
de 94 °C por 5 minutos, seguida por 40 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 55 °C por 2 minutos,
72 °C por 2 minutos e uma extensao final de 72 ° C por 2 minutos (Figura 1).

Para os primers PbITSE e PbITSR as condi¢des foram semelhantes, exceto para
extensao final de 72 ° C por 5 minutos (Figura 2).

Todos os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
2% corados com Syber Safe (Invitrogen) (tampao TBE 1x sob 100 volts por 1 h) para
verificar a amplificagdo da sequéncia alvo e fotodocumentadas (Quantum ST4)

(THEODORO et al.,2005).

Sequenciamento

Os amplicons da amostra F305 deste estudo foram purificadas com o Kit EasyPure
PCR Putification (Transgen) e encaminhadas para o laboratdrio LacTAD — Laboratorio
Central de Tecnologia de Alto Desempenho em Ciéncias da Vida da UNICAMP —
Universidade Estadual de Campinas, para sequenciamento. A amostra foi submetida ao
sequenciamento por eletroforese capilar-Sanger, na plataforma 3730XL (Applied
Biosystems). Posteriormente, foi realizado o alinhamento das sequéncias com o algoritmo
ClustalW (THOPSON et al., 1994) e obtengdo da sequéncia consensus no software
BioEdit (HALL, 1999), e depositada na plataforma GenBank com numero de acesso
MT367708.
Andlise filogenética

A sequéncia (MT367708) de rDNA obtidas no sequenciamento foram comparadas
com varias outras sequéncias disponiveis no GenBank de rDNA de Paracoccidioides spp.

provenientes de ser humano, no qual também utilizaram a regido ITS para
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sequenciamento. Posteriormente, foi realizado o alinhamento das sequéncias com o
algoritmo ClustalW (THOPSON et al.,, 1994). A 4rvore filogenética foi construida
conforme neighbor-joining (NJ) (SAITOU, NEI, 1987). O software Mega 7.0 foi
utilizado para realizar o alinhamento das sequéncias e constru¢ao da arvore filogenética.

As seguintes espécies foram incluidas no alinhamento e construcdo da arvore
filogenética.

Tabela 2: Espécie, nimero de acesso de GenBank e Estado e/ou Pais das
sequéncias utilizadas para construcdo de arvore filogenética.

Espécie Numero de acesso Estado e/ou Pais
GenBank

Paracoccidioides (MT367708) Rio Branco, Ac, Brasil.
brasiliensis

Paracoccidioides (MN519724) Brasil
brasiliensis

Paracoccidioides (MH860706) Colombia
brasiliensis

Paracoccidioides (KT155885) Colombia
brasiliensis

Paracoccidioides (KX709842) Brasil
brasiliensis

Paracoccidioides (KX774411) Brasil
brasiliensis

Paracoccidioides (KX774410) Brasil
brasiliensis

Paracoccidioides (KJ540974) Caracas, Venezuela.
brasiliensis
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Paracoccidioides (KJ540973) Sao Paulo, Brasil.
brasiliensis

Paracoccidioides (KJ540971) Antioquia, Colombia
brasiliensis

Paracoccidioides (AB304414) Brasil
brasiliensis

Paracoccidioides (AY374339) Peru
brasiliensis

Paracoccidioides (AB304415) Brasil
brasiliensis

Paracoccidioides (AY374338) Colombia
brasiliensis

Paracoccidioides (AF322389) Brasil
brasiliensis

Paracoccidioides (AF038360) Canada
brasiliensis

Paracoccidioides (AY445662) Austria
brasiliensis

Paracoccidioides (AB038165) Argentina
brasiliensis

Paracoccidioides (AB038164) Argentina
brasiliensis

Paracoccidioides (KJ540978) Goias, Brasil
brasiliensis

Paracoccidioides (AB304436) Sao José, Costa Rica.
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brasiliensis
Paracoccidioides (AY374337) Brasil
brasiliensis
Paracoccidioides (AB304434) Sao José, Costa Rica.
brasiliensis
Paracoccidioides (AY374336), Brasil
brasiliensis
Paracoccidioides lutzii (NR _155022) Goias, Brasil.
Paracoccidioides lutzii (KJ540979) Goias, Brasil.
Paracoccidioides (AF092903) Brasil.
brasiliensis
Paracoccidioides (KJ540977) Goias, Brasil.
brasiliensis
Paracoccidioides (AB304443) Londrina, Parana, Brasil.
brasiliensis
Cryptococcus albidus (JQO70095) Nao relatado.
Cryptococcus gattii (NR _165941) China.

Sensibilidade e especificidade

A sensibilidade foi calculada pela razao dos casos positivos de PCM (A), dividido
pelo valor dos verdadeiramente positivos para PCM (A), somado aos resultados falso
negativo da técnica de nested-PCR (C), multiplicado por 100 (SOARES et al., 2002),
utilizando a seguinte formula A/(A+C)x100.

A especificidade foi calculada conforme os pacientes verdadeiramente negativos,

sem PCM (D), divididos por falso positivos (B) que ¢ somado a falso negativos (B),
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multiplicados por 100 (SOARES et al, 2002), utilizando a seguinte formula
D/(B+D)x100.
Resultados
Coleta das amostras

Foram obtidos um total de 59 amostras de escarros de pacientes sintomatico
respiratorio atendidos nas Unidades Bésicas de Satide no municipio de Rio Branco-Acre.
A unidade Barral y Barral apresentou o maior nimero de amostras (34), seguida por Ary
Rodrigues (9), Claudia Vitorino (7), Augusto Hidalgo de Lima (6) e Fundacao Hospitalar

do Acre (3).

Extragdo de DNA do escarro

Ap6s a eletroforese em gel de agarose a 1% corado com Syber Safe (Invitrogen)
e fotodocumentadas (Quantum ST4) das 59 amostras de escarro, somente foi possivel
verificar a presenca da integridade de DNA em 46 (78%) amostras (Figura 3).

As amostras de DNA quantificadas tiveram os seguintes resultados: F305 - 11,1

ng/uL, F201 - 394 ng/pL, HL301 - 214 ng/uL, AR202 - 6,52 ng/uL e BB03 57,6 ng/uL.

BRBO1___BRB(2 W BBO4____BBO0S __BB06 BB07  BBOS _ BB09 _ BB10 BB11 __ BBI
-— -

BB13 BB14 BBIS BBl6 BBI7 BBIS BBIY BB20 BB21 BB22 BB30 BB31 BB25 BB23 BB27 BB

AR207AR206 CL307 CL310 CL200 CL308 CL309 HL311 AR205 HL302 BB28 AR202 F201 F30

' s
R -— . .
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BB33 BB34 BB3S BB26 BB02 HL303 HL304 CL306 AR209 AR203 HL300 HL301 AR208 AR201 CL203 CL2
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. - - A
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Figura 1. Resultado da eletroforese em gel de agarose (2%) de extracdo de DNA de
amostras de escarro de pacientes sintomaticos respiratorios do municipio de Rio Branco-
Acre utilizando o Kit comercial DNeasy UltraClean Microbial Kit (Qiagen). A presenga
banda indica o fragmento da regido do DNA:BB03, BB04, BB05, BB06, BB07, BB13,
BB14, BB15, BB16, BB18, BB19, BB22, BB31, BB25, BB23, BB27, BB24, AR207,
AR206, CL310, CL200, CL308, CL309, HL311, AR205, HL302, BB28, AR202, F201,
F305, BB33, BB34, BB35, BB26, BB02, HL.303, HL304, CL306, AR209, AR203,
HL300, HL301, AR208, AR201, CL203 ¢ CL 204.

Amplificagdo de DNA via PCR e dados epidemioldgicos
Todas as 59 amostras de escarro extraidas foram submetidas a amplifica¢cdes com

os primers ITS 5 e ITS 4, seguidos de nested-PCR com primers PbITSE e PbITSR (Figura

3)
ITS 5
3’end of —_—, S’end of
18S ITS1 .-515§§ ITS2 28S
rDNA — rDNA
ITS 4

Figura 2. Regido génica do rDNA dos fungos e dos primers universais para fungos
(ITS 1, ITS 2, ITS 5, ITS 4) e especificos para P. brasiliensis (PbITSE e PbITSR).

Para testar e especificidade da nested-PCR com os primers PbITSE e PbITSR,
foram utilizados DNA puro de Candida albicans e Cryptococcus sp. como controle
negativo e DNA de Paracoccidioides brasiliensis como controle positivo.

Das 59 amostras de escarro, somente a amostra F305 (1,69%) houve amplificacao
na nested-PCR, com fragmento de 387 pb. As amostras de Candida albicans e
Cryptococcus sp. ndo amplificaram, e o controle positivo de Paracoccidioides

brasiliensis amplificou com produto de 387 pb (Figura 5).
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Yivl
M CL307 CL308 CL310 F 201 CA PCM F 305 CY
" -

Figura 3. Amplificacdo de nested-PCR com primers PbITSE e PbITSR de DNA
extraido das amostras de escarro e culturas puras de fungos. M. marcador de peso
molecular 80-1031pb (Mass Ruler DNA Ladders); BB 06, BB 07, BB 08, BB09, BB10,
BB 11, BB12, BB 13, BB14, BB15, BB 16, BB17, BB18, BB19, BB20, BB21, BB 22,
BB 23, BB 24, BB 25, BB 26, BB 27, BB 28, BB 30, BB 31, BB, 33, BB 34, BB 35,
AR 201, AR 203, AR 204, AR 205, AR 206, AR 207, AR 208, AR 209, HL 302, HL
303, HL 304, HL 311, CL 200, CL 203, CL 306, CL 307, CL 308, CL 309, CL 310, F
201, (CA) Candida albicans; (PCM) Paracoccidioides brasiliensis (controle positivo),
(F 305) amostras de escarro de paciente; (CY) DNA do fungo Cryptococcus sp.; (B)
controle negativo.

Em relagdo a dados clinicos e sociodemograficos (Tabela 3), o paciente positivo
para P. brasiliensis ¢ do sexo masculino, 40 anos de idade, nasceu em Manuel Urbano,
interior do Acre e atualmente € residente no bairro Sdo Francisco, em Rio Branco-Acre
(Figura 6). Mora em area rural e trabalhou com jardinagem e agricultura até antes de seus
10 anos de idade. Durante sua vida realizou a pratica de pesca, caga e acampamento.

Apresentava queixa clinica de tosse produtiva e ferida na boca.
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Figura 4. Representagdo geografica da moradia anterior e atual do paciente positivo para
P. brasiliensis por PCR.

Tabela 3. Varidveis do questionario aplicado ao paciente positivo para P. brasiliensis.

Cod. do Paciente F305
Idade 40 anos
Sexo Masculino

Municipio de nascimento
Municipios em que ja morou
Bairro onde atualmente mora
Qual de instrucao
Renda mensal
Fumante

Manuel Urbano — AC
Manuel Urbano/AC e Rio Branco/AC
Sao Francisco
Nao Ié nem escreve
Nenhuma renda

Nao

Uso de bebida alcoodlica Nao
Ja trabalhou em drea rural Sim
Ja trabalhou na agricultura Sim

Em qual fase da vida trabalhou na
agricultura
Profissao atual
Ja trabalhou em jardinagem
Sua casa possui jardim arborizado

Antes dos 10 anos de idade

Ajudante de fazenda
Sim
Nao



Ja realizou caca, pesca e
acampamento
Presenca de tosse e catarro
Febre e perda de peso
Ferida na boca ou labio
Ferida no nariz ou em outra parte do
corpo
Ja teve verminose
Ja teve cancer, tuberculose e
leishmaniose
Possui HIV/AIDS?

Sim
Sim
Nao
Sim
Nao
Sim

Nao

Nao
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Andlise filogenética

Paracoccidioides brasiliensis (AF092903)
Paracoccidioides brasiliensis (KJ540977)
Paracoccidioides brasiliensis (AB304443)
Paracoccidioides lutzii (NR 155022)
Paracoccidioides lutzii (KJ540979)
L Paracoccidioides brasiliensis (KxX709842)
Paracoccidioides brasiliensis (KJ540973)
Paracoccidioides brasiliensis (KX774410)
Paracoccidioides brasiliensis (MN519724)
Paracoccidioides brasiliensis (AB304436)
{Paracuccidioides brasiliensis (AB304434)
Paracoccidioides brasiliensis (KJ540974)
Paracoccidioides brasiliensis (AB304414)
— Paracoccidioides brasiliensis (MT367708)
Paracoccidioides brasiliensis (AF322389)
Paracoccidioides brasiliensis (KX774411)
Parzcaccidioides brasiliensis (KT155885)
Paracoccidioides brasiliensis (AY374337)
Paracoccidioides brasiliensis (AY374336)
Paracoccidioides brasiliensis (AY374339)
Paracoccidioides brasiliensis (AY374338)
Paracoccidioides brasiliensis (AB038165)
Paracoccidioides brasiliensis (MH860706)
Paracoccidioides brasiliensis (KJ540971)
Paracoccidioides brasiliensis (AB304415)
Paracoccidioides brasiliensis (AF033360)
Paracoccidioides brasiliensis (AB038164)

Paracoccidioides brasiliensis (KJ540978)

— Cryptococcus albidus (JQD70095)
[

——
0.050

Cryptococcus gattii (NR 165941)

Figura 5. Arvore filogenética construida a partir de sequéncias da regidio ITS do rDNA
de Paracoccidioides brasiliensis. Cryptococcus albidus e C. gattii foram utilizados como
grupos externos. Valores de Bootstrap foram de 3000 repeticdes. A barra indica o nimero
de etapas evolutivas com sequéncias divergentes. O isolado F305 estd destacado em

verde.
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Sensibilidade e especificidade

Foi verificado que a técnica de nested-PCR apresentou baixa sensibilidade

(54,5%), entretanto, elevada sensibilidade (100%).

Discussao

Das 59 amostras de escarro obtidas, 13 (22,03%) nao tiveram extragdo de DNA
bem-sucedido utilizando o kit de extracdo, possivelmente pela escassez de material
bioldgico, possuir pouco ou nenhum DNA flngico, ou até mesmo a auséncia de células
humana, além de que a qualidade e quantidade de DNA extraido podem ser afetadas pela
coleta do material, seu manuseio, transporte, armazenamento ¢ método de extracdo
(MELO et al., 2010).

A extracdo do DNA antecede a amplificacdo e possui extrema importancia para
se obter alta eficiéncia na amplificagdo durante a PCR, pois o DNA deve apresentar boa
qualidade, ser integro e com baixo nivel de contaminantes, além da quantidade suficiente
para ser utilizado nos processos seguintes, assim, se tem optado por realizar as extragdes
de DNA com protocolos pré-estabelecidos dos Kits comerciais, em especial nas amostras
de escarro, que apresentam diversos inibidores da polimerase (SUFFYS et al., 2001.;
MELO et al., 2010.; BRANCHER et al., 2018).

Atualmente, ha diversas variagdes para reacdo de PCR, uma vez que cada uma
responde melhor conforme a amostra clinica utilizada (WHITE et al., 2009). Entretanto,
para testes direto nas amostras clinicas para PCM, acredita-se que a técnica de nested-
PCR seja a mais indicado, pois aumentam a sensibilidade do método (KLUTTS,

ROBINSON-DUNN, 2011).
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Todavia, das 59 amostras de escarro de pacientes sintomadtico respiratorio,
somente a amostra F305 e controle positivo para P. brasiliensis apresentaram positividade
na nested-PCR, demonstrando possuir baixa sensibilidade (55,4%). Entretanto, ndo
houveram amplifica¢des de amostras negativas e nem dos fungos Candida albicans e
Cryptococcus sp. testados, apresentando com isso, boa especificidade (100%).

Das 59 amostras, 6 (10,17 %) amotras foram positivas por outros métodos de
diagnédstico para PCM: 4 (66,7%) amostras pelo método padrao ouro e 2 (33,3%) por
imunodifusdo dupla (dados ndo publicados). Entretanto, somente 1 (16,7 %) dessas
amostras foi possivel obter positividade pelo método da nested-PCR, possivelmente por
ser a amostra que apresentavam um maior nimero de células de Paracoccidioides sp. na
microscopia, o que aumenta a possibilidade de extracdo de DNA flingico bem-sucedido.

A baixa sensibilidade da nested-PCR pode ser atribuido a falha na extragdo de
DNA fungico, devido a poucas células ou auséncia nas amostras, além da falta de
purificacdo de DNA das amostras, o que possibilita que os inibidores de PCR possam
atuar (SUFFYS et al., 2001) e que segundo Massi (2016), a padronizagdo da extracdo de
DNA em amostras de escarro possibilita a obtengdo de DNA purificado, livre de
interferentes para a PCR.

Assim, por mais que o resultado de testes moleculares sejam conhecidos por
altasensibilidade, (MELO et al., 2010).

Trabalho publicado por Massi et al. (2016) utilizando a técnica de nested-PCR em
amostra de escarro para pesquisa de PCM apresentou melhor sensibilidade no
diagnéstico, pois das 49 amostras de escarro, 13 (26,5%) apresentaram positividade, com
isso, recomendasse a implementagao simultanea de outros primers durante a nested-PCR,

como os primers interno PbITSE e PbITST para pesquisa de P. lutzii (HRYCYK, 2018),
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uso de primers para demais regides de Paracoccidioides spp. como gp43 (GOMES et al.,
2000), HSP70 (TEIXEIRA et al., 2013) para amplifica¢des diretas.

Entretanto, por mais que a PCR convencional apresente um 6timo custo-beneficio,
a qPCR traria possivelmente melhores resultados (MASSI et al., 2016). Pois utilizando
estd técnica com primers para regido Pb27 em amostras clinicas, Rocha-Silva et al. (2018)
obteve 94% de sensibilidade e 100% de especificidade.

Foram obtidas duas amplificagdes na nested-PCR, a amostra F305 e controle
positivo para PCM, apresentando ambos fragmentos de 387 pb, além de ndo amplificar
os demais fungos testados. A metodologia adotada nesta pesquisa ¢ similar aos dados
obtidos por Theodoro et al., (2005), no qual realizando pesquisa de P. brasiliensis em
amostras de solo com a utilizagdo dos primers PbITSE e PbITSR, que sdo derivadas de
regides conservadas para pesquisa deste fungo, obtiveram amplificagdes com fragmento
de 387 pb para DNA de P. brasiliensis e negativas para demais fungos.

O sequenciamento e pareamento com dados disponiveis no GenBank relata que a
amostra F 305 possui 97% de similaridade com Paracoccidioides brasiliensis, além de
ser geneticamente similar a sequéncias de P. brasiliensis do Brasil, Colombia e
Venezuela. Além do mais, ¢ diferente geneticamente dos demais fungos, como
Cryptococcus albidus e Cryptococcus gatti. Com isto, ¢ notorio observar que esta
metodologia apresenta boa especificidade e com ajustes, pode ser utilizada para pesquisa
de Paracoccidioides spp.

O Estado do Acre ¢ uma das 27 unidades federativas do Brasil, com populagao
estimada em pelo IBGE (2019) de 881.935 pessoas, no qual, 201.280 mil pessoas sdo
provenientes da zona rural (2010) e sua economia ¢ baseada na exploragdo de recursos
naturais € no setor primario. Rio Branco ¢ capital do estado, com maior nimero de

habitante (336.038), diferente de Manuel Urbano, que € o 19° em numero de habitantes
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(7.981) (IBGE, 2019). Todos os 6 pacientes positivos para Paracoccidioides sp. relataram
jé terem morado no interior do Acre, sendo 2 em Sena Madureira, 1 em Cruzeiro do Sul,
1 Manuel Urbano e 2 Xapuri (dados nao publicados).

O paciente positivo na nested-PCR ¢ do sexo masculino, acima de 39 anos de
idade, baixa renda, morou na zona rural, trabalhou como agricultor e jardinagem, além de
realizar as praticas de pesca, caga e acampamento. Com isso, esse paciente cria um perfil
ideal para que possa ocorrer o contato com as particulas fingicas de Paracoccidioides
spp. € causar a infec¢do, dados estes sdo condizentes com o que estd disponivel na
literatura, pois PCM afeta principalmente o sexo masculino, acima de 30 anos e aqueles
que possuem atividade ligada a agricultura, além da pratica de caga e pesca, e com queixas
clinicas de tosse, presenca de catarro e lesdo na boca, sendo essas caracteristicas comum
na PCM (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017.; MACEDO et al., 2019.; SANTOS et al.,
2019).

Alguns autores relataram que uso de cigarro e bebida alcoolica possam contribuir
para a infeccdo por P. brasiliensis (RODRIGUES et al., 2010). No entanto, o paciente
relatou que nunca fumou e fez uso de bebida alcoolica, contrariando o que esté disponivel

na literatura (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).
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Conclusao

Somente um paciente foi diagnosticado com PCM utilizando a metodologia de
nested-PCR, demonstrando baixa sensibilidade, entretanto, com elevada especificidade,
pois ndo ouve resultados falso-positivo e nem amplificacdo de demais fungos testados.

Por mais que apresente baixa sensibilidade, o uso dos primers externo ITS 5 e
ITS4 e primers interno PbITSE e PbITSR pode ser empregue para pesquisa de P.
brasiliensis, pois na analise de sequenciamento apresentou 97% de similaridade para P.
brasiliensis.

O paciente em questdo faz parte do grupo de risco relatado pela literatura, pois ¢
do sexo masculino, acima de 30 anos, morado de zona rural, e relatar a pratica de
agricultura.

Recomenda-se em novos estudos a utilizagao de Kit de extragdo especificos para
amostra de escarro, purificagdo desse DNA via Kit para retirada de inibidores de PCR,
além da utilizag¢do de outros primers para pesquisa de demais espécies e outros genes do
fungo, no intuito de aumentar a sensibilidade do método para diagnostico de PCM. A
utilizacdo de PCR em tempo real possibilitar a pesquisa quantitativa, a possibilidade de
utilizar fragmentos menores e com isso, a melhor especificidade, além da utilizagao de
sonda para regides especificas de DNA, melhorando assim, a sensibilidade no diagnostico

de PCM.
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4. CONCLUSOES GERAIS

O levantamento bibliografico revelou que o exame histoldgico, seguido de exame
direto e PCR sdo os mais rotineiramente empregues para diagndstico de PCM no Brasil.
E que os estados de Sao Paulo e Rio de Janeiro apresentam os maiores relatos de PCM,
além dos maiores indices de PCM serem no sexo masculino, entre 51-60 anos de idade.

A técnica de nested-PCR com os primers internos PbITSE e PbITSR
demonstraram possuir baixa sensibilidade para diagnostico de PCM a partir de amostra
de escarro, entretanto, apresentou elevada especificidade.

O projeto de pesquisa “Estudo clinico, epidemiolégico, soroldgico e molecular da
Paracoccidioidomicose Pulmonar em Rio Branco,Acre,Brasil” deve continuar, no intuido
de realizar novas coletas, assim, colaborar para compreensdo da distribuicdo e real

conhecimento da endemicidade de PCM no Estado do Acre.



Apéndice 1

Questionario Aplicado
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Estudo clinico, epidemiologico, sorologico e molecular da Paracoccidioidomicose

Pulmonar em Rio Branco, Acre, Brasil

Numero de registro:

Data:

VARIAVEIS INVESTIGADAS TABULACAO

SPSS

1. Variaveis ligadas ao entrevistado
1.1 Idade (anos): Idade
1.2 Sexo: [1Masculino [JFeminino Sexo
1.3 Raga: Raca
[/Branco [INegro [/Pardo []Asiatico [Jindio [JOutro [JDesconhecido
1.4 Estado civil Estcivil
(0)Solteiro (1) Casado ou com companheiro fixo (2) Separado (3)
Outros
1.5 Municipio de nascimento: Natural
1.6 Estado de nascimento: UF
1.7 Quais os municipios em que morou ? Locmoram
1.8 Bairro onde mora atualmente: Bairro
1.9 Grau de instrugdo Instruc
(0)Nao 1€ nem escreve (1) Nao 1€, mas escreve o nome (2)
Fundamental incompleto; (3) Fundamental completo; (4) Médio
incompleto; (5) Médio completo; (6) Superior incompleto; (7)
Superior completo;
2.0 Renda Mensal r-mensal
(0) Nenhuma renda; (1) < 1 salario minimo(SM); (2) 1 a 3 SM;
(3)>3a6SM; (4)>6 SM
3- Variaveis ligadas a infec¢do
3.1- Fuma ha quantos anos? T-fumante
(0)Nao fuma
3.2- H4 quanto tempo usa bebida alcoolica? U-alcool
(0)Nao uso bebida alcodlica
3.3 - Qual a sua ocupagdo profissional atual? Ocupacgio
3.4 - Vocé ja morou em area rural: [1Sim "/Nao Resrural
3.5 — Vocé ja trabalhou na agricultura ?[1Sim "INao Agricul
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3.6 — Em qual fase da sua vida vocé trabalhou com agricultura?

(0) Nunca trabalhou; (1) Antes dos 10 anos de idade; (2) Entre 10 e
20 anos de idade; (3) Entre 21 e 30 anos de idade; (4) A partir dos 31
anos de idade

Faseagri

3.7 — Vocé trabalha ou ja trabalhou com jardinagem? []Sim
[INao

t-jardin

3.8 — Na sua casa tem jardim ou quintal arborizado? [1Sim
[INao

Jarboriz

3.9 — Pratica ou praticou alguma dessas atividades:
OBSEERVACAO: E PERMITIDO MARCAR MAIS DE UMA
OPCAO

3.9.1- PescallSim [I1Nao

Pesca

3.9.2 - Caga:[1Sim [INao

Caga

3.9.3 - Acampamento:[]Sim "INao

Camping

3.10 — Faz uso de alguma medicagao? [1Sim[INao
3.10.1 — Qual ?

Medicamento

4 — Sinais e sintomas atuais

4.1 — Tosse [JSim [INao

4.2 — Catarros [JSim [1N3o

4.3 — Perda de peso? [1Sim Nao

4.4 — Febre? [1Sim [I1Nao

4.5 — Ferida na boca ou no 1abio? [JSim [INao

4.6 — Ferida no nariz? [ISim [INao

4.7 — Ferida em alguma parte do corpo? [1Sim [INao

4.7.1 — Qual parte do corpo tem ferida?

4.8 — Tem algum caroco pelo corpo? [/Sim INao

4.8.1 — Onde tem caroco pelo corpo?/Sim [/Nao

5- Doengas Passadas

5.1- Ja teve verminose? (JSim [INao [Jdesconhecido

Verminose

5.2- Ja teve tuberculose? [1Sim [INdo [ldesconhecido

B

5.3 — Ja teve cancer?JSim [INao [Jdesconhecido

Cancer

5.4 — Leishmaniose?[1Sim [INao [Jdesconhecido

6 - Doencas atuais

6.1- HIV/ AIDS? [0Sim  [INio [1desconhecido

AIDS
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