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RESUMO:

A Paracoccidioidomicose (PCM) € uma micose endémica sistémica, causada pelo
fungo Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis). A infeccdo envolve
primariamente os pulmdes pela inalacao do fungo e pode disseminar-se para varios
orgédos e sistemas originando lesGes secundarias nas mucosas, nos linfonodos, na
pele e nas glandulas adrenais. Como néo é doenca de notificagcdo compulséria no
Brasil, a real prevaléncia da PCM néo pode ser calculada, porém é considerada a
terceira causa de morte por doenca infecciosa cronica. O diagnostico da doenca
pode ser realizado pelo exame micolégico direto, radioldgico, histopatologico e
soroldgico. Dos exames soroldgicos, a imunofluorescéncia € uma das técnicas com
grande assertividade no diagnostico. Com o objetivo de auxiliar o diagnéstico da
referida doenca, o presente estudo buscou desenvolver lamina de microscopia
especifica para realizagdo da técnica de imunofluorescéncia. Para o
desenvolvimento da metodologia foi utilizado o software CorelDRAW Graphics Suite
para realizacao do desenho grafico. Como resultado do presente estudo obteve-se
a realizacado do desenho grafico com 10 circulos, de diametro de 10mm cada, logo
foi realizada a impressao em papel adesivo tamanho A4, apoés foi inserido na lamina
de microscopia. As laminas foram encaminhas para o Instituto Lauro de Souza Lima,
Bauru, SP, para verificagcdo da metodologia realizada, no qual foi validado o produto.
Conclui-se que o presente trabalho pretendeu como um grande diferencial foi o
desenvolvimento de laminas de microscopia especifica e de baixo custo, objetivando
a deteccdo da doenca. Com a utilizacdo do dispositivo para o diagndstico de PCM
a preparacdo da lamina para o exame ficara muito simples, podendo deixar a
aplicacao da técnica mais rapida.
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1 INTRODUCAO

A Paracoccidioidomicose (PCM) é causada por fungos Paracoccidioides
brasiliensis (P. brasiliensis). A patologia tem prevaléncia na América do Sul,
especialmente no Sudeste e Sul do Brasil, na Argentina e no Paraguai. Predominio
em pessoas do sexo masculino e em idade produtiva geralmente lavradores e
trabalhadores rurais, onde séo infectados por inalacdo de suspensédo fangica nas
atividades laborais rurais (ANDRADE et al., 2019).

A descoberta da patologia ocorreu pelo Adolfo Lutz ano de 1908, que foi
caracterizada por apresentar lesées nas mucosas da gengiva, Ulceras, pode ainda
causar tosse e escarro. A doenca é sistémica podendo ser disseminada em todos
0s Orgaos, por esse motivo é imperativa o diagnéstico exato e precoce, pois a
tratamento dura por 2 anos (MENDES et al., 2017).

Por ser uma doenca de ndo necessidade de notificacdo compulsoéria, o
namero correto de casos nacionais ou internacionais sao incertos. Um grande
problema para deteccdo da doenca € a solicitagcdo de exames especificos para o
diagnéstico, quanto mais cedo o diagndstico melhor sera o progndstico do paciente,
o diagnostico tardio pode levar a morte do individuo (MARCHIORI et al., 2011).

A Paracoccidioidomicose (PCM) é a principal micose sistémica no Brasil, com
maior frequéncia nas regides sul, sudeste e centro-oeste. Em temperatura ambiente
apresenta-se na fase filamentosa, sua forma infectante, que ocorre na natureza. Em
tecidos humanos e em culturas mantidas a 37°C apresenta-se na fase
leveduriforme, sua forma patogénica (TEIXEIRA et al., 2019).

A PCM é observada principalmente em trabalhadores rurais adultos, do sexo
masculino, em contato constante com a vegetacao e solo, na faixa etaria entre 30 e
59 anos. A predominancia de homens em relacédo as mulheres afetadas pela PCM
ocorre devido ao possivel efeito protetor hormonal, este definido pela presenca de
receptores para estrogenos na parede do fungo (BORGES-WALMSLEY et al.,
2012).

A contaminacdo ocorre quando propagulos da fase micelial do fungo séo
inalados, instalando-se nos alvéolos pulmonares, onde se transformam em células
leveduriformes, produzindo a infec¢do. O fungo pode, entédo, se disseminar por via
hematogénica e, ou, linfatica para qualquer parte do organismo. O fungo também
pode instalar-se na pele e mucosas por inoculacdo traumatica (CAVALCANTE et al.,
2014).

A infeccéo envolve primariamente os pulmdes pela inalacdo do fungo e pode
disseminar-se para varios 6rgdos e sistemas originando lesdes secundarias nas
mucosas, nos linfonodos, na pele e nas glandulas adrenais. Diante de um quadro
de paciente apresentando linfadenomegalia generalizada associada a febre e perda
ponderal, além da paracoccidioidomicose, varios diagndsticos diferenciais devem
ser pensados: doencgas granulomatosas (tuberculose, sarcoidose), infecgdes virais
(mononucleose, toxoplasmose, rubéola, citomegalovirus) e tumores (principalmente
em idosos) (MARCHIORI et al., 2011).

Nas areas endémicas, a forma crbnica do adulto mais frequente é de
disseminacdo multifocal, com envolvimento dos pulmdes, linfonodos, pele e
mucosas. Essa forma tem evolugéo crénica com diagnostico tardio. Tosse, dispneia
e perda de peso associada a lesdes cutaneas e das mucosas sdo evidentes e
constituem as queixas principais da doengca (MARCHIORI et al., 2011).



Quando os fatores ligados ao volume do inoculo, viruléncia do agente e
capacidade de resposta imune do hospedeiro, o complexo pulmonar pode ser
eliminado, evoluir para doenca progressiva ou para estado de equilibrio agente
hospedeiro, o denominado foco quiescente com fungos viaveis. E possivel a
ocorréncia transitéria de disseminacgéao linfo-hematogénica do fungo, bem como a
instalacdo de focos quiescentes metastaticos em diferentes 6rgaos e sistemas
(MARQUES, 2013).

A presenca de lesdes orocutaneas (tegumentares) especificas é de grande
importancia, tanto pela frequéncia com que ocorrem quanto por seu valor
diagndstico e significado clinico. Raros, porém, sao os estudos que quantificaram e
qualificaram as lesGes cutdneas ou tegumentares na PCM. Estudos detectaram
lesGes cutaneas em 30% de pacientes jovens, com menos de 14 anos de idade e
portadores de PCM forma juvenil. Identificaram lesdes em 31,2% de 144 pacientes,
independente da forma clinica. Em 166 pacientes, detectou a presenca de lesdes
cutaneas em 54,2% deles. Esses estudos corresponderam a analise retrospectiva
de prontuarios, produto do registro de achados de diferentes observadores ao longo
do tempo, portanto sujeito a viés de afericdo (MARQUES, 2013).

A classificacdo de forma clinica e gravidade € de acordo com sua historia
natural e condi¢Bes clinicas do paciente nas formas aguda ou subaguda e crénica.
As manifestacfes clinicas dependem da viruléncia da cepa infectante do P.
brasiliensis, do grau e do tipo de resposta imunolégica desencadeada, dos tecidos
infectados e, especificamente, de caracteristicas intrinsecas do seu hospedeiro
(SHIKANAI et al., 2017).

Como néo € doenca de notificacdo compulséria no Brasil, a real prevaléncia
da PCM néo pode ser calculada, porém é considerada a terceira causa de morte por
doenca infecciosa cronica (CASTRO et al., 2013).

Segundo Coutinho et al. (2012) estudaram 3181 ébitos por PCM no Brasil
entre 1980 e 1995 e demonstraram a grande magnitude e a baixa visibilidade dessa
micose, destacando que constituia a oitava causa de morte por doenca
predominantemente cronica ou repetitiva.

Na clinica, o diagnéstico € baseado na observagédo de sintomas e sinais
clinicos e apoiado por analises laboratoriais microbiolégicas e patolégicas. Das
andlises laboratoriais, os exames sorolégicos além da importancia no auxilio
diagnaostico, também avaliam a resposta ao tratamento e as recidivas da doenca. As
técnicas sorologicas disponiveis para o diagndstico sao a imunodifusado radial dupla,
imunofluorescéncia, contra-imunoeletroforese, ELISA e immunoblotting (CASTRO
et al., 2013).

A identificacdo do agente etiologico é fundamental para o melhor manejo das
doencas infecciosas, sendo o diagndstico assertivo € uma importante ferramenta
para os médicos, pois pode aumentar a qualidade de vida do paciente, além disso,
pode informar ao profissional de saude sobre o progndstico da doenca, auxiliando
na avaliacdo da evolucao do tratamento (CAVALCANTE et al., 2014).

A imunofluorescéncia é um valioso instrumento auxiliar no diagnostico
laboratorial por ser uma técnica suficientemente simples e rapida, que apresenta
melhores resultados em termos de sensibilidade e especificidade que as demais
técnicas disponiveis para o diagnostico laboratorial (MENDONCA, et al., 2016).

O diagnostico da doenca pode ser realizado pelo exame micolégico direto,
radiol6gico, histopatolégico e soroldgico. Dos exames sorologicos, a
imunofluorescéncia é uma das técnicas com grande assertividade no diagnéstico,
possuindo sensibilidade de 90% e especificidade de 100% (ANDRADE et al., 2019).

Um dos principais métodos de diagnéstico sorolégico da
Paracoccidioidomicose é a técnica de imunofluorescéncia, que o seu



desenvolvimento consiste na utilizacdo de lamina de microscopia composta de 10
circulos, cujo serd inserido em cada orificio os reagentes e a amostra sanguinea do
paciente para deteccéo da patologia (MENDES et al., 2017).

Os estudos sobre a paracoccidioidomicose continuam até nossos dias,
motivados pelas lacunas no conhecimento de seu ciclo biolégico, sua complexa
relacdo com o hospedeiro homem, objetivando melhor controle dessa endemia. O
objetivo do presente estudo buscou desenvolver lamina de microscopia especifica
e de baixo custo, para realizacao da técnica de imunofluorescéncia, para realizagao
do diagnéstico da Paracoccidioidomicose.

2 MATERIAIS E METODO

O presente trabalho foi realizado na Faculdade de Tecnologia de Bauru —
FATEC Bauru, Bauru, SP. Para o desenvolvimento da metodologia foi utilizado o
software CorelDRAW Graphics Suite para efetuar o desenho de 10 circulos, com

didmetro de 10mm cada, como pode ser observado na Figura 1.

Figura 1- Desenho grafico para impressao.
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Fonte: Arquivo pessoal.

Apos a elaboracao do desenho gréfico foi realizada a impressdo em papel
adesivo tamanho A4 do material poliéster metalizado, em seguida foi inserido na
lamina de microscopia tamanho 26x76 mm ponta fosca.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado do presente estudo pode ser observado na figura 2.

Figura 2- Desenho grafico e colagem na lamina.
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Fonte: Arquivo esoal.

Apos o desenvolvimento do desenho grafico, foi enviado para impressdo em
papel adesivo, que depois de impresso foi colado na lamina de microscopia para
assim poder ser realizado os devidos estudos sobre a utilizacdo desse novo método
proposto, como consta na figura 3.

Figura 3- LAmina de microscopia inseridas o impresso em papel adesivo.

Fonte: Arquivo pessoal.

Com afinalizag&o do estudo obtemos resultados positivos pois conseguimos
realizar desenvolvimento das laminas de microscopia utilizadas da técnica de
imunofluorescéncia para o diagnoéstico de Paracoccioidomicose consequentemente
0 que ja era previsto conseguimos entregar um produto de baixo custo. Com 0 novo
produto de diagnostico de paracoccidioidomicose, a confec¢cdo das laminas de
inspecao se tornard muito simples, tornando mais rapida a aplicacdo dessa
tecnologia, proporcionando assim um melhor atendimento aos pacientes pois ira ser
possivel a iniciacdo dos tratamentos mais rapido.



Com o aumento dos casos de PCM nas ultimas décadas, sdo necessarias
inovacgdes nas técnicas diagndsticas, pois os métodos tradicionais tém se mostrado
insensiveis e/ou demorados para um diagnostico rapido e confiavel.

O diagnoéstico rapido e preciso da paracoccidioidomicose é essencial para
iniciar o tratamento de forma eficaz e especifica, evitando danos e sequelas nos
pacientes acometidos.

O diagnostico de PMC pode ser feito por cultura e isolamento de fungos,
exame soroldgico, exame histopatolégico de pele e mucosas e observacdo de
radiografia de térax de envolvimento pulmonar. Histologicamente, a coloracdo de
hematoxilina e eosina (HE) muitas vezes falha em identificar a morfologia do
parasita, sendo necessario o uso de coloracdo de Grocott-Gomori e acido periodico
de Schiff (PAS). EImo de marinheiro” (PINHEIRO et al., 2021).

O diagnéstico diferencial da paracoccidioidomicose € particularmente
desafiador porque seus sinais e sintomas clinicos, bem como achados
histopatoldgicos e radiologicos, assemelham-se aos de outras doencas, como
coccidioidomicose, histoplasmose, tuberculose, tuberculose, doenca etc. Seu
tratamento inadequado pode trazer consequéncias prejudiciais para os pacientes
(WAGNER et al., 2021).

A paracoccidioidomicose em hospedeiros imunocompetentes pode se
manifestar de duas formas clinicas: aguda/subaguda e crénica. No entanto, achados
clinicos associados a PCM em pacientes infectados pelo HIV sugerem que formas
agudas e crbnicas da doenca podem ocorrer concomitantemente, o que pode
aumentar a gravidade clinica em pacientes coinfectados por HIV/PCM (SHIKANAI
et al., 2017).

A identificacdo de patdgenos é fundamental para uma melhor gestdo de
doencas infecciosas. O diagnéstico sorolégico serve como uma ferramenta
importante para os médicos. Além disso, a sorologia pode informar os médicos sobre
0 prognéstico da doenca e ajudar a avaliar o progresso do tratamento
(CAVALCANTE et al., 2014).

Nos ultimos anos, a deteccdo por imunofluorescéncia tornou-se o método
preferencial para o diagnostico inicial de casos suspeitos de PCM devido as
vantagens de operacao simples, sem necessidade de equipamentos caros e alta
sensibilidade e especificidade (FRANCO et al., 2015).

Higuita-Gutiérrez, e colaboradores em 2019, realizaram uma meta-analise de
testes imunoldgicos, pois eles tém sido amplamente utilizados como alternativas
para o diagnostico de PCM e, além da andlise, permitem monitorar a evolugédo da
doenca e sua resposta ao tratamento. S&o mais simples e menos dispendiosos que
os testes moleculares, o que deve facilitar sua implementac&o. Os principais testes
imunolégicos incluem imunodifusdo em gel de agar (IDGA), imunofluorescéncia
indireta, ELISA, Western blot e Western Blot. Nesses testes, existem diferencas
significativas na obtencdo de antigenos e preparacdes de antigenos a partir de
misturas de antigenos brutos parcialmente purificados, como gp43, o que pode ter
implicagcdes no desempenho diagnostico, principalmente devido a reatividade
cruzada com outros microrganismos.

Técnicas de imunodiagndéstico baseadas na deteccao de antigenos fangicos
ou anticorpos do paciente sdo importantes para o diagnostico, e glicoproteinas de
43 kDa (gp43), 70 kDa (gp70), 27 kDa (gp27) e 150 kDa (gp150) sdao amplamente
utilizadas. Sabe-se que as glicoproteinas de 43 kDa, 70 kDa e 27 kDa s&o altamente
especificas no diagnéstico de PCM, respondendo em 90% dos pacientes com PCM
(CAVALCANTE, 2021).

Técnicas moleculares tém sido utilizadas como ferramentas para o
diagnostico de uma variedade de doencas flngicas com resultados rapidos e



eficazes. Para identificar e diferenciar espécies de Paracoccidioides em amostras
clinicas, foram utilizados primers baseados em sequéncias especificas de genes
fungicos, como gp43, gp27 e ITS 1 e 2 especificos para Paracoccidioides brasiliensis
(SOUSA et al., 2021).

As técnicas histopatologicas permitem o isolamento de tecido a partir de
biopsias e séo relevantes para o diagnostico patoldgico da PCM, permitindo a
visualizacdo da morfologia microscopica e resposta tecidual, visualizacédo de células
fungicas com brotamento redondo, esférico ou eliptico, com dupla membrana
birrefringente aderida a célula-méae, com grandes granulomas densos preenchidos
com células epitelioides contendo fungos. Apesar de sua inatividade e trauma para
0 paciente, a histopatologia € altamente sensivel para o diagnostico de PCM, pois
facilita a visualizagdo do patdgeno e seu diagndstico se realizado adequadamente
(CAVALCANTE, 2021).

Um estudo de Moreira et al. (2020) mostrou que a imunoprotedmica é
considerada uma ferramenta poderosa para a identificacdo de antigenos, e que 0s
antigenos sdo moléculas reconhecidas pelo sistema imunolégico, tornando-os
excelentes alvos para testes diagnosticos de doengcas causadas por
microrganismos. Possivel estudar quais antigenos sdo secretados por espécies
representantes do género Paracoccidioides. Além disso, essas analises permitem a
identificacdo de excelentes candidatos a biomarcadores para triagem
epidemioldgica, diagnostico e acompanhamento de pacientes. Tem sido observado
que diferencas nos perfis de exoantigenos entre espécies podem ser validadas, e
essas diferencas sdo essenciais para identificar biomarcadores especificos, funcbes
biol6gicas, homologia de exoantigenos, predicdo de epitopos e obtencdo de dados
mais precisos para cada Paracoccidioides spp.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Para o diagnostico da doenca pela técnica de imunofluorescéncia é
necessario a utilizacao de laminas de microscopia, cujo a comercializacdo € escassa
e custosa. Por essa razdo, o presente trabalho pretendeu como um grande
diferencial foi o desenvolvimento de laminas de microscopia especifica e de baixo
custo, no qual foi realizada e alcancgou o resultado esperado, com a elaboracéo do
produto de objetivando a deteccdo da doenca.
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