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Cantigo Negro

Vem por aqui" - dizem-me alguns com os olhos doces
Estendendo-me os bracos, e seguros

De que seria bom que eu 0s ouvisse

Quando me dizem: " vem vem por aqui!"

Eu olho-os com olhos lassos,

(H4, nos olhos meus, ironias e cansagos)

E cruzo os bracos,

E nunca vou por ali...

A minha bgléria é esta:

Criar desumanidades!

N&o acompanhar ninguém.

- Que eu vivo com 0 mesmo sem vontade

Com que rasguei o ventre a minha mée

Se ao que busco saber nenhum de vés responde
Por que me repetis: "vem vem por aqui!"?

Prefiro escorregar nos becos lamacentos,
Redemoinhar aos ventos,

Feito farrapos, arrastar os pés sangrentos,

Air por ai...

Se vim ao mundo, foi

Somente para desflorar florestas virgens,

E desenhar meus proprios pés na areia inexplorada!
O mais que fagco néo vale nada.

Como, pois, sereis vos

Que me dareis machados, ferramentas e coragem
Para eu derrubar os meus obstaculos?...

Corre, nas vossas veias, sangue velho dos avos,
E vds amais o que € facil!

Eu amo o Longe e a Miragem,

Amo os abismos, as torrentes, os desertos...

Eu tenho a minha Loucura !
Levanto-a, como um facho, a arder na noite escura,
E sinto espuma, e sangue, e canticos nos labios...

Ah, que ninguém me dé piedosas intengdes,
Ninguém me peca definigdes!

Ninguem me diga: "vem por aqui*!

A minha vida é um vendaval que se soltou,
E uma onda que se alevantou,

E um atomo a mais que se animou...

N&o sei por onde vou,

N&o sei para onde vou

Sei que ndo vou por ai!"

José Régio
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RESUMO

Introducdo. A paracoccidioidomicose (PCM) é micose endémica na América Latina
causada por fungos do género Paracoccidioides. O exame micoldgico do escarro € um
meétodo rapido, barato e de simples execucdo que permite diagnosticar a doenca. Poucos
estudos tém avaliado a sensibilidade deste método diagnéstico bem como a quantificacao
do fungo no escarro e sua relacdo com a gravidade do paciente. Este estudo teve por
objetivo avaliar estes parametros no escarro de pacientes com PCM no momento do
diagnostico. Métodos. Foi realizado um estudo transversal em 24 pacientes com a forma
cronica da PCM atendidos no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu
— UNESP entre janeiro de 2018 a julho de 2019. Eles coletaram uma ou mais amostras de
escarro no momento do diagndéstico para a realizagdo de exame micologico direto (MD) e
homogeneizado (MH), exame citopatoldgico (CP) e cultura. Nas amostras positivas para
MH foi realizada a quantificacdo do fungo. Para comparacéao de sensibilidade dos métodos
foi utilizado o teste Q de Cochran. Foi utilizado teste de Qui- quadrado ou Exato de Fisher
para varidveis categoricas e teste de Mann-Whitney para as continuas independentes e
correlacdo pelo teste de Spearman. Analise de correspondéncia multipla foi utilizada para
avaliacdo multivariada. Foi considerado significativo valores de p menores que 0,05.
Resultados. A sensibilidade geral do MH foi superior ao do MD (78,1 vs 34,1%; p<0,01).
Na comparacédo geral entre os métodos, o MH (80,0%) teve sensibilidade maior que MD
(40,0%) e CP (46,7) e nao diferiu da Imunodifuséo dupla — IDD (53,3%) [p<0,01]. MD, CP
e IDD néo diferiram entre si. Houve associacdo entre a positividade do MD e IDD, presenca
de lesdes cutaneas e padrao misto de les6es na radiografia de torax. A positividade do MH
se associou com valores elevados da velocidade de hemossedimentacéo e padréo alveolar
de lesBes na radiografia de térax. Maior carga fungica no escarro se associou com idade
acima de 65 anos, hemoptise e presenca de nddulos maiores que 0,6 cm e cavidades no
raio-x de térax. Conclusdes. Este estudo demonstra a vantagem de se realizar o exame
MH de escarro como método padréo para diagnostico de PCM, em especial na primeira
amostra coletada.

Palavras chave: Paracoccidioidomicose, micologico direto, micolégico homogeneizado,

citopatologico, diagnéstico.
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ABSTRACT

Introduction. Paracoccidioidomycosis (PCM) is endemic mycosis in Latin America caused
by fungi of the genus Paracoccidioides. Sputum mycological examination is fast,
inexpensive and simple method that allows the diagnosis of the disease. Few studies have
evaluated the sensitivity of this method as well as the fungal quantification of the sputum
and its relationship with the severity of the patient. This study aimed to evaluate these
parameters in the sputum of PCM patients at the time of diagnosis. Methods. A cross-
sectional study was carried out on 24 patients with the chronic form of PCM treated at the
University Hospital — Botucatu Medical School — UNESP between January 2018 to July
2019. They collected one or more sputum samples at the time of diagnosis for the performing
direct (DM) and homogenized (HM) mycological exam, cytopathological (CP) exam and
culture. In samples positive for HM, the fungus was quantified. To compare the sensitivity of
the methods, the Cochran's Q test was used. Chi-square test or Fisher's Exact test was
used for categorical variables and Mann-Whitney test for continuous and correlation by
Spearman test. Multiple correspondence analysis was used for multivariate evaluation. P
values less than 0.05 were considered significant. Results. The sensitivity of HM was higher
than that of DM (78.1 vs 34.1%; p<0.01). In the comparison among the methods, HM
(80.0%) had a higher sensitivity than DM (40.0%) and CP (46.7) and did not differ from
Double Immunodiffusion - DID (53.3%) [p<0.01]. MD, CP and DID did not differ. There was
an association between DM and DID positivity, presence of skin lesions and a mixed pattern
of lesions on chest radiography. HM positivity was associated with high values of erythrocyte
sedimentation rate and alveolar pattern of lesions on chest radiography. Higher fungal load
in sputum was associated with age over 65 years, hemoptysis and the presence of nodules
larger than 0.6 cm and cavities in the chest x-ray. Conclusions. This study demonstrates
the advantage of performing the sputum MH exam as a standard method for diagnosing

PCM, especially in the first sample collected.

Keywords: Paracoccidioidomycosis, direct mycological, homogenized mycological,

cytopathological, diagnosis.
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1. INTRODUCAO
1.1 Aspectos gerais da paracoccidioidomicose

A paracoccidioidomicose (PCM) € micose sistémica granulomatosa, causada por
fungos termo-dimorficos do complexo Paracoccidioides brasiliensis, constituido pelas
espécies P. brasiliensis — e suas espécies cripticas S1, PS2, PS3 e PS4 e a espécie P. lutzii
(M. Confinada a América Latina, € endémica em area que se estende do México a Argentina
(). Apesar de incompletos, os dados indicam maior incidéncia dessa micose no Brasil, onde
é diagnosticada com grande freqiiéncia no Estado de S&o Paulo ®). A PCM foi descrita pela
primeira vez por Adolpho Lutz ®) em 1908.

Uma das principais caracteristicas desse fungo imperfeito € o dimorfismo térmico.
Em temperatura ambiente apresenta-se na fase filamentosa, sua forma infectante, que
ocorre na natureza, com parede rica em B-glucana. Em tecidos humanos e em culturas
mantidas a 37°C apresenta-se na fase leveduriforme, sua forma patogénica, com parede
rica em a-glucana @,

Apesar de existirem areas endémicas bem definidas para este patdégeno, o nicho
ecoldgico de sua fase saprdbia continua mal caracterizado, devido ao pequeno numero de
vezes em que o fungo foi isolado do ambiente © ), ao longo periodo de laténcia da doenca
(") e ao pequeno numero de relatos da doenga em animais domésticos ® ou selvagens ©
10).

Admite-se que a infecgdo seja adquirida quando propagulos da fase micelial do fungo
sédo inalados, instalando-se nos alvéolos pulmonares. A seguir, o fungo passa a fase
leveduriforme, transformacgéo considerada fundamental para que se estabeleca a infecgcéo
1% 12 O fungo pode, entdo, se disseminar por via hematogénica e, ou, linfatica para

qualquer parte do organismo 3. A penetracéo cutanea direta do fungo é muito rara,
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apesar de ter sido documentada em alguns casos, em acidentes com espinhos e em
laboratorio (13,

Ao entrar no organismo, P. brasiliensis pode ser destruido imediatamente ou
multiplicar-se, produzindo uma les&o de inoculagéo e disseminando-se para linfonodos
regionais. A infeccéo paracoccidididica pode regredir ou progredir, dependendo de fatores
ligados ao fungo e ao hospedeiro. A regressédo pode ser acompanhada de destruicao de
todos os fungos, formando-se cicatriz local estéril ou se acompanhar da persisténcia de
focos quiescentes, com fungos viaveis. A progressao da infeccdo determina o aparecimento
de sinais e sintomas, o que caracteriza a doenca ativa %. Os focos latentes podem
apresentar reativacao posterior, denominada reinfeccdo enddgena, e levar a doenca ativa
(13).

A PCM se apresenta sob trés formas clinicas principais: forma aguda ou subaguda,
forma crénica e forma residual. A forma aguda ou subaguda, também chamada forma
juvenil responsavel por 20 a 25% dos casos, acomete em geral criancas, adolescentes e
adultos jovens, caracteriza-se por apresentar instalacdo mais rapida, de algumas semanas
a poucos meses e envolvimento predominante do sistema reticulo endotelial, isto €, baco,
figado, nodulos linfaticos e medula 6ssea. Nessa forma clinica as manifestagfes
pulmonares séo raras e a presenca de lesbes de mucosa das vias aerodigestivas superiores
€ pouco frequente. Nos tecidos (linfonodos, baco, figado e MO) sdo encontrados muitos
fungos em multiplicagéo e granulomas em geral frouxos. A forma cronica ou do adulto
ocorre em 75% a 80% dos casos, em geral acomete individuos com idade superior a 30
anos e gque apresentam historia clinica de longa duragédo, com frequéncia acima de seis
meses. As manifestacbes pulmonares sdo muito frequentes e em geral associadas ao
comprometimento de outros 6rgéos, tais como mucosa das vias aerodigestivas superiores,
pele e, por vezes, adrenais. As formas residuais, também denominadas sequelas, séo

observadas apoés tratamento e caracterizam-se pelas
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manifestacdes clinicas ligadas a fibrose de lesbes prévias, entre as quais destacam as
pulmonares em geral acompanhadas de enfisema e sindrome de Addison.®

Como néo é doencga de notificacdo compulséria no Brasil, a real prevaléncia da PCM
ndo pode ser calculada. Coutinho et al. 1®) estudaram 3181 6bitos 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 doenc¢a predominantemente cronica
ou repetitiva, entre as infecciosas e parasitérias, e a mais elevada taxa de mortalidade entre
as micoses sistémicas. Os autores também relataram que a taxa média de mortalidade
anual era de 1,45 para um milhdo de habitantes.

A PCM é observada em pacientes que tiveram ou encontram-se em contato direto e
prolongado com o solo, como os trabalhadores rurais @ 11 1), Predomina em individuos do
sexo masculino, com razdo de masculinidade de 7,2:1, e é mais prevalente na faixa etaria
entre 30 e 59 anos® 17 18), O estrogénio pode explicar a menor prevaléncia de PCM em
pacientes do sexo feminino, pois retarda ou impede as transicdes micélio- levedura e
conidio-levedura, necessérias para que o fungo atinja a fase patogénica, o que pode
explicar o reduzido nimero de mulheres afetadas pela doenca na idade adulta e a
observacdo da mesma prevaléncia em ambos 0s sexos em pacientes com idade inferior a
13 anos 719,

Os doentes com PCM revelam comprometimento imune celular especifico, isto €,
resposta deficiente a antigenos de P. brasiliensis, mas ndo a de outros agentes infecciosos
(20), Falhas na apresentacdo do antigeno, excesso de antigenos e de imunocomplexos
circulantes e deficiéncia de receptores para interleucina-2 (IL-2) parecem estar ligados a
uma resposta insatisfatéria das células T. O comprometimento da resposta das células T
se acompanhada de diminuicdo da atividade fungicida dos macrofagos. Portanto, os

pacientes apresentam comprometimento do braco Thl da resposta imune celular, com

baixos niveis de TNF-a, IFN-y e IL-2, associado a
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manutencdo ou a elevacdo da producdo de IL-5, IL-10 e TGF-B, que caracteriza a
exacerbacéo do brago Th2 2,

O tratamento da PCM contempla duas fases — tratamento inicial ou ataque e
tratamento de complementar. O tratamento inicial deve ser mantido até que se observe cura
clinica e normalizacdo da velocidade de hemossedimentagdo (VHS). O tratamento de
consolidacdo deve ser feito até um ano apds a negativacdo da sorologia (medida pela
imunodifusdo dupla ou contraimunoeletroforese), que caracteriza a cura soroldgica 2.

Diversas drogas demostraram ser eficazes no tratamento da PCM, incluindo os
derivados sulfamidicos, a associacdo sulfametoxazol-trimeotprim, também denominada
cotrimoxazol (CMX), Anfotericina B (AmB), e derivados azdlicos, tais como cetoconazol
(CTC) e itraconazol (ITC). Atualmente, as drogas mais utilizadas no tratamento séo o
itraconazol e o cotrimoxazol 3.

Um estudo comparando 130 pacientes tratados com CMX e 47 com ITC demonstrou
eficacia semelhante entre estas duas drogas no tratamento de ataque (98% vs 100%
respectivamente) e no de complementar (90% vs 100% respectivamente) 2. O ITC
apresentou cura clinica mais rapida que o CMX e menor incidéncia de manifestacfes
clinicas de efeitos colaterais ??. No entanto, devido a disponibilidade para uso oral e
intravenoso e distribuicdo gratuita nos Servicos vinculados ao Ministério da Saude, o CMX

€ hoje a droga mais utilizada no tratamento da PCM.

1.2. Diagndstico de pacientes com paracoccidioidomicose

O diagnostico de PCM ¢é estabelecido a partir da demonstragdo do
Paracoccidioides spp em materiais bioldgicos.

O exame direto realizado ao microscopio 6ptico (micolégico direto), com escarro
homogeneizado @4, permite a identificacdo do fungo devido a sua morfologia e a presenca

de exo-esporulacdes. Resultados falsos positivos podem ocorrer nas formas
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diminutas, que s&do confundidas com o Histoplasma capsulatum var. capsulatum e
Cryptococcus sp. pouco capsuladas. A sensibilidade do exame micolégico direto no escarro
tem sido pouco estudada e ndo se tem determinado exatamente quantas amostras devem
ser colhidas. No levantamento de 422 casos de PCM no Estado do Mato Grosso do Sul,
Paniago et al ®® encontraram 43,5% de sensibilidade do micoldgico direto de escarro
enguanto que Moreto et al *®, em 401 casos, demonstraram 62,5%. Neste Ultimo estudo
nao foi observado incremento de sensibilidade em amostras sucessivas de escarro.

Outros materiais clinicos como o raspado de lesdes tegumentares ou mucosas, bem
como as puncgdes aspirativas por agulha fina (PAAF) de linfonodos comprometidos também
podem ser analisadas por exame direto, apresentando elevada sensibilidade, devido a
grande quantidade de fungos neles presentes.

O exame citolégico particularmente a citoinclusdo do escarro em parafina também é
utilizada com coloracéo pela hematoxilina-eosina (HE) e pela prata (Gomori-Grocott), com
elevada sensibilidade 9. Além disso, o exame histopatoldgico de tecidos biopsiados
permite o reconhecimento do fungo empregando-se as coloragdes pela HE e pela prata.

Paracoccidioides spp também pode ser identificado através do seu cultivo em meios
como o Mycosel (BBL) ou Mycobiotic agar (Difco), SAHBHI (Difco), agar- Sabouraud ou
agar extrato de levedura. O crescimento do fungo é lento, em geral, demora de 15 a 20 dias
para formar coldnias aparentes no meio de cultura. Por esta demora no resultado, a cultura
tem sido pouco utilizada como método para confirmacao diagnéstica. Na atualidade, com o
uso das ferramentas moleculares e a descoberta de mais de uma espécie causadora da
PCM, a cultura ganhou forte interesse, pois é o unico modo de definir qual o agente da
infeccéao.

Métodos soroldgicos também séo utilizados para o diagnéstico da PCM. O teste

padronizado é a reagdo de imunodifusdo dupla em gel de agar (IDD), uma prova semi-
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quantitativa 7). Apresenta sensibilidade de 90% e especificidade de 100%, empregando
um preparado antigénico rico em gp43. Poucos sdo 0s casos de reacdo cruzada,
principalmente com o H. capsulatum. Este método também permite avaliar a gravidade dos
casos, pois titulos elevados sédo observados em pacientes mais graves.

A contra-imunoeletroforese € outro método soroldgico empregado, utilizando-se os
mesmos preparados antigénicos que a IDD; € mais sensivel que a IDD, mas apresenta a
mesma especificidade. Pode ser realizado de maneira semi-quantitativa. Outros métodos
como a reacao de fixacdo do complemento, reagcdo de precipitacdo em tubos, reacdo de

imunofluorescéncia indireta e os métodos imunoenzimaticos também podem ser utilizados

(13)

1.3 Justificativa do estudo

A PCM é uma doenca prevalente em populacées economicamente vulneraveis. No
Brasil, a maioria dos pacientes séo trabalhadores rurais que dependem exclusivamente do
atendimento oferecido pelo Sistema Unico de Saude (SUS). Além disso, a PCM tem
aumentado sua incidéncia em estados brasileiros com recursos em saude mais limitados,
como Rondénia e Tocantins. Este contexto tem trazido dificuldade quanto ao diagndéstico
da doenca, que embora seja simples, rapido e barato pelo exame micoldgico do escarro,
séo poucos os locais que dispde de profissionais treinados para a realizagdo deste teste.
Nestes estados, concentrados na regido norte do Brasil, existe maior prevaléncia de doenga
causada por P. lutzii, que sabidamente, tem baixa sensibilidade nos testes sorolégicos. Isto
tem trazido dificuldade para um diagndstico mais preciso e muitos pacientes acabam
recebendo terapia empirica, baseado apenas em dados clinicos e epidemioldgicos que
norteiam a suspeita da doenca.

Embora o exame micolégico direto, citopatoldgico e cultura de escarro em pacientes

com comprometimento pulmonar pela PCM sejam formalmente indicados para
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o diagnéstico da PCM, poucos estudos tem avaliado a sensibilidade destes testes, incluindo
0 numero de amostras que deve ser coletada. Também néo existe na literatura estudo que
tenha avaliado a quantificagdo do fungo no escarro e sua relagdo com a gravidade do
paciente.

A identificacdo do agente etiologico é fundamental para o melhor manejo das
doencas infecciosas. Na PCM é possivel visualizar fungos do género Paracoccidioides em
diversos materiais clinicos e por diferentes métodos tais como exame direto, citopatologico,
histopatoldégico e cultura. Neste contexto, o exame micolégico sempre teve grande
destaque pela sua facilidade de execucgédo, baixo custo e rapido resultado.

Por estes motivos, este estudo teve o objetivo de incrementar respostas diante dos

guestionamentos acima expostos.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Avaliar os métodos micolégicos em amostras de escarro para diagnoéstico de
pacientes com paracoccidioidomicose forma crénica.
2.2 Objetivos especificos
1) Avaliar a sensibilidade do exame micolégico direto de escarro a fresco e escarro
homogeneizado;
2) Avaliar a sensibilidade do exame citopatolégico do escarro utilizando-se a coloracao
de Gomori-Grocott;
3) Estabelecer um critério de quantificacdo do fungo no exame micoldgico
homogeneizado de escarro no momento do diagnéstico e sua relacdo com a

gravidade da doenca.
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1 Delineamento do estudo

Foi realizado um estudo transversal de pacientes com PCM admitidos no Servico de
Infectologia do Hospital das Clinicas da faculdade de Medicina de Botucatu — Universidade
Estadual Paulista (UNESP) de janeiro de 2018 a julho de 2019.

Os pacientes foram submetidos a coleta de escarro no momento do diagndstico para
a realizacao de exame micolégico direto a fresco e homogeneizado, exame citopatologico
e cultura. Quando possivel foram realizadas coletas sucessivas de amostras para avaliacao
de incremento de sensibilidade destes testes. Os dados clinicos foram obtidos no momento
da admisséo do paciente e através de consulta de prontuarios para obtencdo dos dados.

Todos os pacientes foram avaliados conforme o protocolo de atendimento do servico.

3.2 Populacao do estudo

Foram incluidos no estudo casos confirmados e casos provaveis da PCM. Foram
considerados casos confirmados os pacientes que apresentaram manifestacdes clinicas
sugestivas, nos quais formas tipicas da fase leveduriforme de Paracoccidioides spp foram
demonstradas em materiais clinicos (escarro ou biépsias de laringe, linfonodos, mucosa
oral, pele ou pulméo).. Foram considerados casos provaveis 0S pacientes que
apresentaram manifestacdes clinicas sugestivas e presengca de anticorpos seéricos
especificos demonstrados pela reacdo de imunodifusdo dupla em gel de agar (IDD). Todos

0s pacientes incluidos no estudo apresentavam forma crénica da PCM.
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3.3 Defini¢cdes

A classificacdo de forma clinica e gravidade foi realizada conforme Mendes et al :
a forma crbnica da PCM se caracteriza pela instalacéo lenta, em geral, superior a seis
meses. Compromete em geral individuos com idade entre 30 e 60 anos. Suas principais
manifestacbes sdo de comprometimento pulmonar, mucosa de vias aerodigestivas
superiores e pele. As adrenais também podem ser comprometidas e menos frequentemente
o sistema nervoso central. Os pacientes com forma crénica sdo classificados quanto a
gravidade em leves, moderados e graves. Os casos graves sao
definidos pela presenca de trés ou mais dos seguintes critérios: a) perda ponderal maior
gue 10% do peso habitual; b) comprometimento pulmonar grave; ¢) comprometimento de
outros 6rgdos como adrenais, sistema nervoso central e 6sseo; d) comprometimento de
linfonodos superficiais de caracteristica tumoral ou supurativo; d) reacédo de IDD maior que
1/64. Casos moderados sao aqueles que apresentam um ou dois dos critérios acima. Ja 0s
casos leves caracterizam-se pela perda ponderal menor que 5%, comprometimento
exclusivo de pulmdes, mucosa de vias aerodigestivas ou pele e reacdo de IDD com titulos
inferiores a 1/16.

Para a classificacdo da radiografia de térax na PCM, a imagem foi dividida em trés
partes (1) — a) terco superior: area limitada inferiormente por uma linha horizontal imaginaria
gue passa pela bifurcagdo da traquéia (carina), denominada linha 1 (L1); b) terco médio:
area que se inicia em L1 e que termina na linha imaginaria chamada linha 2 (L2) que divide
em duas partes iguais a area que se encontra entre a linha da carina (L1) e o diafragma; c)
terco inferior: area que se encontra entre L2 e o diafragma (figura 1). Os apices pulmonares,
delimitados inferiormente pela borda superior das claviculas, foram considerados como
parte dos tercos superiores, acima definidos.

As lesdes pulmonares observadas na radiografia simples de torax de pacientes com

PCM em atividade foram classificadas em trés padrdes: alveolares, intersticiais e
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mistas. Foi considerado padrdo intersticial as lesdes reticulares, caracterizadas por
opacidades lineares finas ou traves / bandas parenquimatosas grosseiras, nodulares,
caracterizadas por nddulos menores que 0,6 cm de didmetro ou reticulonodulares, no caso
da associacao dos dois achados anteriores. O padréo misto foi definido como a presenca
de lesdes alveolares e intersticiais ha mesma radiografia. Foi registrado o encontro de
outras les6es como nddulos maiores que 0,6 cm de didmetro, massas quando maiores que
3,0 cm, lesbes escavadas, bronquios de paredes espessadas, bronquiectasias,

espessamento e aderéncias pleurais e derrame pleural.

3.4 Coleta de dados clinicos

Foram coletadas as seguintes informac¢des dos pacientes no momento da incluséo
no estudo: dados demogréficos, manifestagbes clinicas da doenga, sintomatologia
respiratéria, alteracdes presentes nos exames de imagem pulmonar, dados laboratoriais
(velocidade de hemossedimentacdo, provas de atividade inflamatéria, IDD), exames

diagndsticos da PCM, tais como: MD, MH, citopatoldgico, histopatolégico e cultura.

3.5 Coleta de amostras de escarro
O escarro foi colhido em frasco estéril de boca larga, recomendando-se que o
paciente lavasse bem a boca e fizesse gargarejo com agua antes de expectorar. Todas as

amostras foram processadas no maximo até duas horas apés sua coleta.

3.6 Exame micoldgico direto do escarro
O exame micoldgico direto foi realizado no Laboratorio de Doencas Tropicais —
Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX), da Faculdade de Medicina de Botucatu —

UNESP, segundo as especificaces de Lacaz %9,
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Foi escolhida uma porcéo purulenta da amostra de escarro, que foi colocada em
lamina e, posteriormente, adicionado hidroxido de potassio (KOH) a 10%, para clarificacdo
do material. O escarro foi, entdo, examinado entre [amina e laminula em microscopio optico
no aumento de 40x.

Para o0 exame micolégico direto homogeneizado foi aliquotada porcao
correspondente a 10 pL de escarro, optando-se pela por¢do mais purulenta da amostra, e
misturado a 10 pL de KOH a 10%. Esta mistura foi agitada fortemente no vértex e depois
encuba em estufa, a 37°C, por um periodo de 30 minutos. ApoOs este processo, o material
centrifugado a 3000 rpm por 30 minutos. Ao final, o sobrenadante foi desprezado e o
restante do material colocado entre lamina e laminula para observacdo no microscépio
optico no aumento de 40x 24,

A amostra foi considerada positiva para Paracoccidioides spp quando houve
identificacdo de estruturas fangicas com multiplos brotamentos e parede celular

birrefringente 9.

3.7 Exame citopatoldgico do escarro

Amostra de escarro a fresco foi encaminhada para exame citopatolégico, no
Laboratério de Citologia do Departamento de Patologia da FMB — UNESP. Uma porcédo do
escarro, a parte mais representativa como pontos hemorragicos, purulentos e/ou partes
sélidas e espessas, foram colocadas em lamina e sobre esta, outra lamina deslizando o
material para obtencéo de dois esfregacos finos e homogénios. Uma lamina foi fixada em
alcool 95% para a coloracéo de Papanicolau e a outra seca no ar para coloragéo de Giemsa.
Ao material excedente no frasco foi adicionado fixador proprio para citoinclusdo o qual
formou um bloco Unico que foi posteriormente processado para inclusdo em parafina.

Cortes microfomo de 4 mm foram confeccionados e corados em HE e Gomori-Grocott.
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3.8 Quantificagao do fungo no escarro
A determinagédo da quantificacdo do Paracoccidioides spp no escarro foi feita pelo
exame micolégico homogeneizado, contando-se o numero de células fangica por campo

observado.

3.9 Cultura do escarro

Uma aliquota do escarro, optando-se por uma por¢cdo mais purulenta, foi
semeada em dois meios: Agar Sabouraud contendo cloranfenicol e em meio Mycosel (BBL).
Ambos foram colocados em estufa 35-37°C, durante um més para se obter o crescimento

fangico.

3.10 Aspectos éticos

Este projeto foi submetido para avaliagdo do Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP e aprovado pelo CAAE
25754519.9.0000.5411. Os pacientes que incluidos no estudo aceitaram participar da

pesquisa e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

3.11 Anélise estatistica

Para a comparacdo de sensibilidade do exame micolégico direto a fresco,
homogeneizado, citopatolégico de escarro e soroldgico foi utilizado o teste Q de Cochran,
seguido do teste de McNemar ou Binomial. Para a relagcdo entre a sensibilidade dos
exames, a quantificacdo do fungo no escarro e as caracteristicas clinicas e laboratoriais
dos pacientes foi feita uma analise bivariada onde as variaveis categéricas foram avaliadas
pelo teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher e as variaveis continuas pelo teste de Mann-

Whitney. Devido ao pequeno numero de pacientes, foi realizado uma
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Andlise de Correspondéncia Mdltipla para explorar as relacdes entre diversas variaveis
simultaneamente. Para este modelo foram incluidas as variaveis com carga fatorial maior
ou igual a 0,25 e a gravidade da PCM devido a sua importancia clinica. A inércia do sistema
foi calculada para cada dimensdo G9. Também foi realizada correlagdo pelo método de
Spearman.
Todas as analises estatisticas foram realizadas em programa SPSS IBM®, versado
23. Foram consideradas significativas aquelas com valor de p menor que 0,05 e como

tendéncia entre 0,05 e 0,09.
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4. RESULTADOS

4.1 Descri¢cdes do grupo

Foram avaliadas 84 amostras de escarro de 57 pacientes atendidos no

Servico de Infectologia da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB), Sao

Paulo, Brasil, no periodo de marco de 2018 a outubro de 2019. No total, 44

homens e 13 mulheres tiveram amostras encaminhadas ao Laboratorio de

Moléstias Infecciosas (Ml) para diagnéstico da PCM. A forma clinica do grupo

foi descrita na tabela 1.

Tabela 1. Distribuicdo da forma clinica dos 57 casos que tiveram amostras de

escarro coletadas diagnostico da PCM.

Forma clinica N° de Doencas Masculino Feminino
casos Associadas
Paracoccidioidomicose 24 10 20 4
Tuberculose 11 3 9 2
Criptococose 5 2 3 2
Disturbios auto-imunes 4 0 3 1
Infecgbes virais 3 1 3 0
Infec¢Bes bacterianas 2 0 1 1
Neoplasias 2 0 1 1
Aspergilose 2 0 1 1
Histoplasmose 2 1 1 1
Total 57 - 44 13

Dos 24 casos admitidos de PCM, 19 eram casos novos e 5 eram

considerados como reativacado da doenca. A idade variou de 35 a 77 anos. A

maior incidéncia da doenca ocorreu entre 40 e 60 anos para os homens e 48 e

55 anos para as mulheres. A prevaléncia do sexo para taxa de masculino e

feminino foi de 5:1. Dos 24 pacientes admitidos, 10 casos (41,6%) tinham
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outras doencas associadas, sendo a imunossupressao (29,1%) foi a condicao de
base mais frequente, e a doenca mais prevalente foi a Tb (16,7%) nos casos de
PCM. Como desfecho, 6 casos (25%) vieram a Obito no decorrer do estudo.

Em relacédo a area de residéncia, 14 (58,3%) residiam em zona urbana,
cinco (20,8%) residiam em zona rural e os restantes dos pacientes (20,8%) néo
relataram a area de residéncia. Mas 10 pacientes (41,6%) que moravam em zona
urbana relataram contato com a zona rural, seja na infancia ou no trabalho. . A
principal atividade ocupacional observada se concentrava em area rural. Nove

(37,5%) pacientes relataram serem trabalhadores rurais ou lavradores.

4.2 Avaliacdo da sensibilidade dos exames diagnosticos

Neste estudo, foram avaliados 24 pacientes com diagnoéstico de PCM
admitidos entre 2018 e 2019. A mediana de idade foi de 55,0 anos [47,5 — 62,5],
com predominio de homens (83,3%). Infeccdo pelo HIV foi presente em trés
pacientes (12,5%) assim como neoplasia maligna, e um (4,2%) transplantado
renal. Quatro pacientes (16,7%) tinham tuberculose, sendo dois deles com
comprometimento pulmonar. Tabagismo foi presente em 75,0% dos pacientes e
etilismo em 29,2%. Todos 0s pacientes tinham a forma crénica da PCM, com
predominio de doenca moderada (62,5%) seguida de grave (25,0%) e leve
(12,5%). Além do comprometimento pulmonar presente em todos os pacientes,
também foi observada lesBes cutaneas (16,7%), linfonodomegalias (16,7%),
lesbes das mucosas das vias aerodigestivas superiores (12,5%) e laringe

(12,5%).
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Os dados de sensibilidade dos exames MD e MH sdo apresentados na
tabela 2. Dos 24 pacientes com PCM foram obtidas 41 amostras de escarro,
sendo que 13 individuos coletaram apenas uma amostra, 11 coletaram 2 e 4
coletaram 3. Na analise do total destas amostras, a sensibilidade do exame MH
foi superior ao MD (78,1 vs 34,1%; p<0,0001). Na analise por pacientes, MH
apresentou sensibilidade superior ao MD (75,0 vs 29,2%; p=0,003). Nos
pacientes que coletaram apenas uma amostra também revelou maior
sensibilidade do MH (72,0 vs 0,0%; p=0,001). Para os pacientes com duas
amostras coletadas, nao foi observado diferenca de sensibilidade entre MD e MH

e nem incremento da mesma em amostras sucessivas.

Tabela 2. Avaliacdo de sensibilidade do meétodo micologico direto (MD)
comparado ao homogeneizado (MH) de escarro para diagnéstico de
paracoccidioidomicose em 24 pacientes admitidos no servigo de infectologia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu nos anos de 2018 e
2019.

Método Diagnéstico MD (%)  MH (%)
Andlise por amostras (n=41) 34.1b 78.12
Andlise por pacientes
Primeira amostra —todos os pacientes (n=24) 29,2b 75,02
Pacientes com uma amostra (n=11) 0,0° 72,72

Pacientes com duas amostras (n=13)
Primeira 53,824 76,924
Primeira mais a segunda 69,234 92,324

Letras minusculas comparam a sensibilidade entre MD e MH (linhas) e mailsculas entre primeira a
primeira mais segunda amostras (colunas). Letras iguais indicam semelhanca (p>0,05) e letras

diferentes indicam desigualdade estatistica (p<0,05), sendo a > b.
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O exame citopatolégico de escarro foi realizado em 15 pacientes e
apresentou sensibilidade geral de 46,7%, sem incremento entre primeira e
primeira mais segunda amostras.

Quinze pacientes foram submetidos a exame histopatologico, 5 de
pulmao, 4 de laringe, 3 de mucosa de vias aerodigestivas superiores e 3 de pele.
A sensibilidade do histopatologico foi de 60,0% e ndo diferiu do exame
micolégico direto (40,0%, p=0,37) e nem do homogeneizado (73,3%, p=0,68).
Devido ao pequeno numero de pacientes que realizaram cito e histopatoldgico
nao foi possivel a comparacéo entre ambos.

Das 42 amostras de escarro isoladas em meios de cultura, ndo houve
crescimento de Paracoccidioides spp. por causa da contaminacao das placas.

Nos 15 pacientes que tiveram avaliacao de todos estes testes realizou- se
uma comparacao de suas sensibilidades. O exame MH teve sensibilidade de
80,0%, maior que MD (40,0%) e citopatoldgico (46,7%) e nao diferiu da IDD

(53,3%). MD, citopatoldgico e IDD nao diferiram entre si (Figura 1).
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Figura 1. Sensibilidade dos exames micologicos e citopatologicos de escarro e
imunodifusé@o dupla em gel de 4gar em 16 pacientes com paracoccidioidomicose.
Comparacdo entre sensibilidades pelo teste de Q de Cochran (p<0,001).
Sensibilidades seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (p>0,05) enquanto
gue seguidas de letras diferentes diferem entre si (p<0,05).

4.3 Associacdo da sensibilidade dos exames diagnésticos com as
caracteristicas epidemioldgicas, clinicas, laboratoriais e radioldgicas

A positividade do exame micoldgico direto de escarro se associou com a
presenca de leséo de pele (44,4 vs 0,0%, p=0,01), valores mais elevados de
velocidade de hemossedimentacéo (78,0 vs 23,5 mm/h, p=0,03), a positividade
da IDD (88,9 vs 37,5% p=0,03), conforme apresenta a tabela 3. Também titulos
mais elevados de anticorpos, medidos pela IDD, foram observados nos
pacientes com MD positivo (1:16 vs ndo reagente; p=0,03). Houve uma tendéncia
da associacao entre a positividade do MD e o padrdo misto de lesGes na
radiografia de térax (71,4 vs 23,1%; p=0,06). Na analise de correspondéncia
multipla, a positividade do MD associou-se com a presenca de lesdo de pele,
IDD positiva e padrdao de lesdo mista no raio-x de torax. A velocidade de
hemossedimentacdo mostrou um comportamento distinto, afastando-se das
demais variaveis principalmente na dimensao 2. O mapa perceptual apresentado
na figura 2 demonstra estas associagoes.

Em relagdo ao exame MH, a Unica variavel que demonstrou associacao
foi o padréo de leséo intersticial na radiografia de térax, conforme mostra a tabela
4. Esta condicéo foi mais prevalente nos pacientes com MH negativo (100,0 vs

23,5%; p=0,03). Nagueles com exame positivo prevaleceu o padréo



33

misto e alveolar. Foi observado uma tendéncia entre positividade do MH e
pacientes mais velhos (57,5 [49,5 — 65,5] vs 46,5 [43,5 — 52,5]; p=0,09) e valores
elevados de velocidade de hemossedimentacao (55,0 vs 0,0%; p=0,09). Na
analise de correspondéncia multipla, foi possivel observar a relacdo entre o
padrao intersticial e negatividade do MH, enquanto que lesfes alveolares no raio-
x de térax e valores elevados de hemossedimentacdo se associaram com a
positividade deste teste. O mapa perceptual apresentado na figura 3 demonstra
estas associacoes.
Tabela 3. Associacdo entre a positividade do exame micologico direto de escarro e
caracteristicas epidemiolégicas, clinicas, laboratoriais e radiograficas de 24 pacientes

com paracoccidioidomicose. Variaveis categoéricas sdo apresentadas como numero
absoluto e porcentagem e continuas como mediana, primeiro e terceiro quartis.

L MD positivo MD negativo Valor de
Variaveis (np=09) (n:%S) D
Idade (anos) 53,0 [49,0 — 58,0] 58,0 [47,0 — 65,0] 0,81
Sexo masculino 09 (100,0) 11 (73,3) 0,25
Condicdes de base

Imunossupressao 03 (33,3) 04 (26,7) 1,00

Tuberculose 01 (11,1) 03 (20,0) 1,00

Tabagismo 08 (88,9) 10 (66,7) 0,35

Etilismo 04 (44,4) 03 (20,0) 0,36
Org&os comprometidos

Mucosa oral 00 (0,0) 03 (20,0) 0,26

Laringe 01(11,1) 02 (13,3) 1,00

Pele 04 (44,4) 00 (0,0) 0,01

Linfonodos 02 (22,2) 02 (13,3) 0,61
Sintomas respiratérios

Dispneia 05 (55,6) 08 (53,3) 1,00

Expectoracao

Branca 04 (44,4) 05 (33,3) 0,67

Amarelada 02 (22,2) 07 (46,7) 0,38

Hemoptoica 03 (33,3) 03 (20.0) 0,63
Gravidade da PCM

Leve 00 (0,0) 03 (20,0) 0,26

Moderada 05 (55,6) 10 (66,7) 0,67

Grave 04 (44,4) 02 (13,3) 0,15
IDD positiva 08 (88,9) 06 (40,0) 0,03
VHS elevada 07 (77,8) 04 (26,7) 0,03

Radiografia de torax
Padréo de lesdes
Alveolar 01 (14,3) 04 (30,8) 0,61
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total

Intersticial 01 (14,3)
Misto 05 (71,4)
Cavidades 03 (42,9)
Nodulos 03 (42,9)
Mais que 1/3 do parénquima 06 (85,7)

06 (46,2)
03 (23,1)
07 (53,8)
05 (38,5)

07 (53,8)

0,32
0,06
1,00
1,00

0,32

MD = micoldgico direto; VHS = velocidade de hemossedimentacgéo; IDD = Imunodifuséo dupla
em gel de agar; ND = soro néo diluido (puro); NR = soro ndo reagente.
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Figura 2. Mapa perceptual obtido pela analise de correspondéncia multipla para
testar as relacdes entre variaveis clinicas, laboratoriais e radiolégicas com a
positividade do exame micolégico direto de escarro de 24 pacientes com a forma

cronica da paracoccidioidomicose.
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Tabela 4. Associacdo entre a positividade do exame micolégico homogeneizado de
escarro e caracteristicas epidemioldgicas, clinicas, laboratoriais e radiograficas de 24
pacientes com paracoccidioidomicose. Variaveis categoéricas sdo apresentadas como
ndamero absoluto e porcentagem e continuas como mediana, primeiro e terceiro
quartis.

L MH positivo MH negativo Valor de
Variaveis (ﬁLZO) (nzgS) D
Idade (anos) 57,5 [49,5 — 65,5 46’55;3]’5 - 0,09
Sexo masculino 16 (80,0) 04 (100,0) 1,00
Condicdes de base

Imunossupressao 07 (35,0) 00 (0,0) 0,28

Tuberculose 04 (20,0) 00 (0,0) 1,00

Tabagismo 15 (75,0) 03 (75,0) 1,00

Etilismo 06 (30,0) 01 (25,0) 1,00
Org&dos comprometidos

Mucosa oral 02 (10,0) 01 (25,0) 0,43

Laringe 03 (15,0) 00 (0,0) 1,00

Pele 04 (20,0) 00 (0,0) 1,00

Linfonodos 03 (15,0) 01 (25,0) 0,54
Sintomas respiratérios

Dispneia 10 (50,0) 03 (75,0) 0,59

Expectoracao

Branca 06 (30,0) 03 (75,0) 0,13

Amarelada 08 (40,0) 01 (25,0) 1,00

Hemoptoica 06 (30,0) 00 (0,0) 0,53
Gravidade da PCM

Leve 02 (10,0) 01 (25,0) 0,43

Moderada 12 (60,0) 03 (75,0) 1,00

Grave 06 (30,0) 00 (0,0) 0,53
IDD positiva 11 (55,0) 03 (75,0) 0,61
VHS elevada 11 (55,0) 00 (0,0) 0,09
Radiografia de térax

Padréo de lesdes
Alveolar 05 (29,4) 00 (0,0) 0,53
Intersticial 04 (23,5) 03 (100,0) 0,03
Misto 08 (47,1) 00 (0,0) 0,24
Cavidades 10 (58,8) 00 (0,0) 0,21
Nodulos 08 (47,1) 00 (0,0) 0,24
Mais que 1/3 do parénquima 12 (70,6) 01 (33,3) 0.27

total
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MH = micoldgico homogeneizado; VHS = velocidade de hemossedimentacao; IDD =
Imunodifusédo dupla em gel de agar; ND = soro ndo diluido (puro); NR = soro ndo reagente.
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Figura 3. Mapa perceptual obtido pela analise de correspondéncia multipla para
testar as relagdes entre variaveis clinicas, laboratoriais e radiologicas com a
positividade do exame micolégico homogeneizado de escarro de 24 pacientes
com forma crénica paracoccidioidomicose.

4.4 Avaliagcao da carga fungica no micolégico homogeneizado de escarro

A quantificagdo da carga fungica no escarro foi realizada no exame
micolégico homogeneizado, portanto em 20 pacientes que tiveram este teste

positivo. A mediana de células fungica por campo foi de 9,5 células/campo [7,0
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— 25,5]. Os pacientes com micoldgico direto positivo tiveram maior carga fangica,
pelo exame homogeneizado, que aqueles com teste negativo (24,0 [10,0 — 35,0]
vs 6,0 [0,0 — 9,0]; p=0,004).

Houve uma correlacédo positiva entre carga fungica e idade (rs = 0,476;
p=0,03). A carga fungica foi maior em pacientes com escarro hemoptoico
comparados aqueles com escarro amarelado (22,5 [10,0 — 35,0] vs 6,0 [5,0 —
7,0], p=0,002), conforme mostra a tabela 5. A carga fungica ndo se diferenciou
entre pacientes com escarro amarelado e branco (6,0 [5,0 — 7,0] vs 12,0 [0,0 —
27,0]; p>0,05). Outro fator associado a maior carga fungica foi a presenca de
nodulos no exame de radiografia de térax (22,5 [8,0 — 43,5] vs 7,0 [2,5 — 11,0];
p=0,03). Sexo masculino, tabagismo e presenca de cavidades no raio-x de térax
apresentaram tendéncia para uma maior carga fungica. Na andlise de
correspondéncia multipla a maior carga fungica se associou com idade acima de
65 anos, escarro hemoptoico e presenca de cavidades e nddulos no exame de

imagem, conforme apresenta a figura 4.
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Tabela 5. Avaliacdo da carga fungica pelo exame micolégico homogeneizado de
escarro em 20 pacientes com paracoccidioidomicose conforme suas caracteristicas
epidemiologicas e clinicas. Carga fungica apresentada como mediana, primeiro e

terceiros quartis.

Variaveis Presente Ausente Val%r de
Sexo masculino 10,0 [7,0 — 24,0] 6,0 [5,0 - 6,0] 0,07
Condicdes de base
Imunossupressao* 10,0 [6,0 — 21,0] 9,0 [6,0 — 24,0] 0,86
Tabagismo 11,0[7,0 - 25,5] 55[2,5-7,5] 0,06
Org&os comprometidos 10,5 [7,0 — 21,0] 8,0 [5,5-22,5] 0,51
Mucosa oral 7,0 [0,0 —15,0] 9,0 [6,0 — 24,0] 0,42
Laringe 15,0 [9,0 — 27,0] 7,0 [6,0 — 21,0] 0,28
Pele 19,5[9,5 - 62,0] 8,0 [5,5-18,0] 0,12
Linfonodos 15,0 [0,0 — 27,0] 9,0[6,0 —21,0] 0,87
Sintomas respiratérios
Dispneia 9,0[6,0 — 24,0] 10,0 [6,0 — 21,0] 0,93
Expectoracdo 0,02
Branca 12,0 [0,0 — 27,0
Amarelada 6,0 [5,0-7,0]°
Hemoptoica 22,5[10,0 — 35,02
Gravidade da PCM 0,34
Leve-moderada** 8,0 [5,0— 21,02
Grave 10,5[7,0 — 24,0]?
IDD positiva 11,0 [6,5 - 31,0] 8,0[5,5-12,0] 0,26
VHS elevada 9,0[7,0-12,0] 9,0[0,0-27,0] 0,76
Radiografia de térax
Padréo de lesdes 0,29
Alveolar 7,0[6,0-9,0]?
Intersticial 7,0 [0,0 - 27,07
Misto 11,0 [8,0 — 38,0]?
Cavidades 12,5[9,0 — 24,0] 6,5[0,0 - 12,0] 0,07
Nodulos 22,5[8,0 — 43,5] 7,0[2,5-11,0] 0,03

IDD = Imunodifuséo dupla em gel de agar. VHS = velocidade de hemossedimentacao.
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*Imunossuprimidos = infec¢do pelo HIV, neoplasia maligna e transplante renal
**|_eve-moderada = dos 20 pacientes com MH positivo, apenas 2 apresentavam a forma
leve. Para permitir uma avaliagéo estatistica mais adequada, os pacientes com forma leve
e moderada foram agrupados.

Letras comparam colunas. Letras iguais indicam semelhanca (p>0,05) e letras diferentes
indicam desigualdade estatistica (p<0,05), sendo a > b.
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Figura 4. Mapa perceptual obtido pela analise de correspondéncia multipla para
testar as relacdes entre variaveis clinicas, laboratoriais e radioldgicas com a
carga fangica do escarro de 20 pacientes com a forma crénica da
paracoccidioidomicose.
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5. DISCUSSAO

Neste estudo foram avaliado dois métodos de exame micoldgico em
amostras de escarro, o material clinico mais comumente coletado para
diagnéstico da PCM, uma vez que a maioria dos pacientes apresentam
comprometimento pulmonar. A sensibilidade do exame micoldgico direto no total
de amostras foi de 34,1%, inferior ao encontrado por Moreto (61,9%) @1 e por
Paniago (43,5%) ). Esta diferenca de sensibilidade pode estar relacionada a
gualidade da coleta do escarro, fator que nédo avaliado neste estudo.

Este estudo demonstra claramente que a sensibilidade do exame
micoldgico homogeneizado é superior ao direto, tanto na avaliacdo por amostras
guanto por paciente. Esta superioridade somente nao foi observada quando duas
amostras puderam ser coletadas. A vantagem do exame homogeneizado havia
sido descrita previamente por Lopes 4. Este autor foi quem propds esta técnica.
Em avaliacdo de 19 pacientes, no momento do diagnodstico da PCM, ele
observou sensibilidade de 68,4% para MD e 100,0% para MH. A centrifugacgéo e
homogeneizagcédo do escarro permitem clarear o material observado na lamina,
eliminando estruturas que podem dificultar a visualizacéo do fungo. Desta forma,
pequenas quantidades de fungo que néo séo identificadas no MD podem ser

observadas no MH. Este fato pode ser por
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nos observado ao identificar que a mediana de carga fingica em pacientes com
MD negativo, mas MH positivo, era pequena, com apenas seis células/campo.
Lopes também avaliou a carga fungica no escarro e observou mediana de cinco
células/campo em pacientes com MD negativo e MH positivo. Além da maior
sensibilidade do MH existe outra vantagem no uso desta técnica. Ela se
assemelha ao exame de baciloscopia de escarro, utilizado para o diagnostico de
tuberculose. A tuberculose € uma doenca endémica em toda a América Latina e
muitos laboratoérios ja se encontram preparados para a realizacdo deste teste,
fato que facilita a implementacdo do MH por estes servicos.

Embora este estudo nédo tenha encontrado uma sensibilidade do MH téo
elevada como Lopes, ele vem corroborar o beneficio do uso desta técnica para
o diagnostico da PCM, em especial, na primeira amostra de escarro coletada.
Todos os pacientes que coletaram apenas uma amostra tinham MD negativo
enquanto que 72,7% apresentaram MH positivo, indicando que diante de uma
Unica amostra existe grande vantagem desta Ultima técnica. Na PCM, é
relativamente frequente, se dispor de apenas uma amostra de escarro por
paciente. Isso se deve a dois principais motivos: pacientes com pouca
guantidade de secrec¢do respiratéria, que dificulta uma secunda coleta, e pela
impossibilidade de retorno frequente ao servico de saude, seja para consultas
ou coleta de exames. Muitos pacientes sao trabalhadores rurais e saidas
frequentes para atendimento médico ameacam a permanéncia no emprego.
Neste estudo, a principal razdo para a coleta de apenas uma amostra foi a
pequena producgdo de secrecdo. Embora os pacientes incluidos nesta pesquisa

tenham as condi¢cdes socioecondmicas acima descritas, a adesao ao
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tratamento é elevada (90,3%), no servico onde este estudo foi realizado, como
jA demonstrado anteriormente por Mendes e colaboradores 2, Entretanto, ha
locais onde a adeséao é baixa, como observado por Andrade e colaboradores na
regido Centro-Oeste do Brasil (44,6%) (3. Desta forma, € importante se
considerar a possibilidade de obtencdo de amostra Unica para o diagnostico.
Neste contexto, o uso de ferramentas de maior sensibilidade auxilia
sobremaneira o diagnéstico. O exame MH é uma possibilidade factivel para
contribuir neste cenario.

Este € o primeiro estudo que associa variaveis clinicas, laboratoriais e
radiolégicas com a sensibilidade dos exames micolégicos de escarro. A
positividade da IDD e os titulos mais elevados deste teste se associaram com a
maior sensibilidade do MD. Na infeccdo pelo Paracoccidioides spp, o
desenvolvimento da resposta imune celular, pelo perfil Th1/Thl7, € capaz de
conter o fungo com a ativacdo de células efetoras tais como macréfagos e
neutrofilos que o destroem. A elaboracdo de resposta com perfil Th2/Th9 é
inadequada para o controle e eliminacédo do agente, com subsequente evolucéo
para doenca 4 35, Embora os pacientes com a forma crénica tenham uma
polarizacdo mais proxima do perfil Th1/Th1l7, observa-se producéo elevada de
anticorpos que indica a menor habilidade destes individuos em combater o
fungo. Esta condicdo pode justificar a maior prevaléncia da visualiza¢do do fungo
em pacientes com IDD positiva. Outra associacao identificada neste estudo foi a
presenca de lesdes cutaneas e a maior sensibilidade do MD. Pode ser que as
lesbes de pele sejam um indicativo de maior disseminacdo da doenca ou

simplesmente de maior comprometimento pulmonar pela PCM.
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Outra associacdo encontrada foi entre o padrdo misto de lesGes na
radiografia de torax e a positividade do MD. As les@es intersticiais sdo as mais
caracteristicas na PCM em decorréncia da disseminacéo linfatica do fungo pelo
pulméo 13, A presenca de lesGes alveolares indica um processo inflamatério que
sai do intersticio e atinge as vias aéreas 5. No padrdo misto ocorrem lesdes
intersticiais e alveolares associadas indicando um exuberante processo
inflamatorio que pode levar a maior possibilidade de se identificar fungos no
escarro.

As alteracOes radiograficas também se associaram com o MH. Padrao
intersticial foi mais prevalente nos pacientes com MH negativo. Ao contrario das
lesdes alveolares, este padrdo esta associada a um processo menos exudativo
(36) que provavelmente ocasiona menor producdo de secreg¢do pulmonar e
consequente dificuldade em se visualizar o fungo no escarro. Um achado neste
estudo que reforca esta hipotese foi a associacao entre o padréo alveolar e a
positividade do MH observada na analise de correspondéncia mdultipla. Neste
sentido, valores elevados de VHS também se associaram a positividade do MH
sugerindo que nestes pacientes deva haver importante inflamacé&o nos pulmaoes.

A carga fangica no escarro € um parametro pouco avaliado nos estudos.
Foi possivel identificar apenas o trabalho de Lopes ©4. No entanto, este autor
apenas demonstrou que o0s pacientes com MD positivo tinham carga fangica
maior que aqueles com MD negativo, sem avaliar associagdo com demais
variaveis dos pacientes. Este achado de Lopes também foi observado neste
estudo, reforcando a superior sensibilidade do MH comparada ao MD.

Entretanto, aqui foram avaliadas associagdes entre as demais variaveis dos
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pacientes. Um interessante achado foi a associacéo entre idade, especialmente
maiores que 65 anos, e maior carga fungica. Individuos idosos sofrem um
processo de imunossenescéncia o qual € caracterizado pela manutencédo do
numero de células do sistema imune, mas com reducao de suas funcdes G"). As
principais alteracbes funcionais ocorrem com as células apresentadoras de
antigeno que reduzem sua capacidade de se comunicar com os linfocitos T e de
serem ativadas por componentes da imunidade inata. Este fenbmeno leva a
reducéo de resposta com perfil Thl e aumento do Th2 com consequente prejuizo
sobre o controle da infeccéo fungica 8 que pode explicar a maior carga fingica
encontrada no escarro de idosos.

As alteracdes radiologicas também se associaram com a carga fungica. A
presenca de nédulos maiores que 0,6 cm e cavidades foram mais prevalentes
em pacientes com maior quantidade de fungo no escarro. Marchiori e
colaboradores observaram a associacdo entre os achados radiolégicos e as
alteracdes histopatolégicas pulmonares na PCM. Eles identificaram que os
nodulos grandes e as cavidades apresentavam intenso processo inflamatério
exudativo, com preenchimento dos espacos alveolares e grande quantidade de
fungos 8. O escarro hemoptoico também se associou com maior carga flngica
neste estudo. Nas doencas granulomatosas, a hemoptise ocorre quando o
processo inflamatério presente nos granulomas atinge os vasos sanguineos
levando a rotura destes. Este é um sinal de grande comprometimento do
parénquima pulmonar que pode estar associado a maior liberacdo de fungo nas
secrec¢Oes respiratorias.

A maior limitacéo deste estudo refere-se a pequena amostra de pacientes

incluida nesta avaliagdo. Como a PCM néo apresenta incidéncia
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elevada, no periodo do estudo néo foi possivel a inclusdo de mais casos. Uma
amostra maior poderia trazer outras informacdes importantes ao entendimento
da sensibilidade dos exames de escarro na PCM.

Das amostras de escarro isoladas em meio de cultura, ndo houve
crescimento fungico ja que o material isolado ndo é estéril e contem diversos
microrganismos que contaminam o meio de cultura, em especial as espécies do
género Candida spp, Outra hipétese que vale a ser investigada, é sobre a
viabilidade fungica no momento do isolamento do material em meio de cultura o
gue pode ter impedido o crescimento do Paracoccidioides.

No presente estudo também foi observado uma tendéncia em niveis mais
elevados de PCR com micolégico direto positivo. A PCR € uma proteina de fase
aguda, produzida pelo figado em resposta a citocinas inflamatorias tais como IL-
6, IL-1, TGFB e TNF-a e participa do sistema imune inato para eliminacao de
agentes infecciosos 3 34, Também tem sido demonstrado seu papel como
preditor de gravidade para diversas doencas (2. Essa associacdo entre
biomarcadores de atividade inflamatoria e a positividade do exame micoldgico
direto podem indicar que a sensibilidade deste teste € maior para pacientes mais
graves.

E interessante notar que ndo foram encontradas estas associa¢ées com
a positividade do exame micologico homogeneizado de escarro. Este parece ser
um sinal indireto de que este teste, por ser mais sensivel, permite um diagnéstico
em fases mais precoces da doenca, que esta ainda ndo alcangou maior
gravidade.

A quantificagdo de Paracoccidoides spp no escarro do paciente foi

realizada neste estudo e por Lopes 3 até o momento. A tendéncia encontrada
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entre maior carga fingica e a extensao das lesdes pulmonares na radiografia de
térax € um indicativo que os individuos mais graves tenham maior quantidade de
fungo no escarro. Foi também evidenciado maior carga fungica nos pacientes
gue exibiam escarro esbranquicado ou hemoptoico comparado com aqueles que
apresentavam escarro amarelado. Associacao positiva também foi encontrado
entre 0s sexos, em que 0s homens tiveram maior carga fangica. Como néo foi
possivel uma analise multivariada para definir fatores de confusao, foi feito
analise entre as variaveis estudadas e observado que os homens referiram baixa
frequéncia de escarros amarelados. Talvez o sexo ndo tenha relacdo direta com
esta questdo. A explicacdo mais razoavel parece ser gue 0S escarros
esbranquicados e hemoptoicos contenham estruturas fdngicas mais
preservadas do que os escarros amarelados e nos quais predominam secrecdes
purulentas, em que a estutura fungica pode estar degradada, tornando mais
dificil sua visualizacéao.

A maior limitacédo deste estudo refere-se a pequena amostra de pacientes
incluida nesta avaliacdo. Embora ndo se saiba a real incidéncia da PCM,
acredita-se que nao seja elevada. No servico onde esta pesquisa foi
desenvolvida sédo admitidos cerca de 15 pacientes novos ao ano, dos quais 11 a
12 apresentam a forma crénica da doenca. Por este motivo, néo foi possivel no
periodo de 18 meses uma amostra maior de pacientes. Outro problema
encontrado, ja anteriormente comentado, foi a dificuldade de alguns pacientes
em obter amostras sequenciais de escarro, para que se possa ter uma analise
mais fidedigna no incremento da sensibilidade do diagnéstico da PCM. O que se
pode considerar é que a pequena amostra de pacientes deste estudo nao foi

suficiente para demonstrar a associacdo entre a gravidade da doenca com a
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positividade do exame micologico e com a carga fungica no escarro. No entanto,
alguns achados como a associag¢do com niveis de IDD e de VHS e a tendéncia
com a extensao das lesGes pulmonares na radiografia de torax trazem sinais de
gue exista esta associagao.

Diante dos resultados encontrados, este estudo traz a proposta da
realizacdo de exame homogeneizado de escarro como protocolo ao menos na
primeira amostra, devido a sua maior sensibilidade em substituir ao exame MD.
Além disso, naqueles pacientes com valores baixos de VHS, poucas areas
afetadas nos pulmdes e baixos titulos de IDD, ha maior probabilidade do exame
micolégico direto ndo ser suficiente para concluir o diagnéstico da PCM, devido
a baixa sensibilidade nestas condic¢des, o que seria forte indicativo para se utilizar
o exame homogeneizado de escarro. Pelos achados deste estudo, a carga
fungica pode ser um potencial preditor da gravidade da doenca, em especial da
lesdo pulmonar, porém estudos futuros, com maior casuistica de pacientes, sédo

necessarios para se definir seu uso clinico.
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6. CONCLUSOES

As seguintes conclusdes puderam ser obtidas do presente estudo:

A sensibilidade do exame MH €& maior que MD, em especial quando

apenas uma amostra de escarro € avaliada;

Amostras sequenciais de escarro nao aumentaram a sensibilidade do MD
e MH, porém pacientes que conseguiram obter duas amostras tiveram
maior sensibilidade para ambos 0s exames ja na primeira amostra

coletada;

Positividade da IDD, assim como titulos mais elevados deste teste,
presenca de lesdes cutaneas e padrdo misto de lesédo na radiografia de

torax se associaram com a maior sensibilidade do MD;

O padrao intersticial de lesé@o na radiografia de torax se associou com a
negatividade do MH; padréo alveolar e VHS elevado se associaram com

MH positivo;

Idade acima de 65 anos, hemoptise e presenca de nédulos maiores que
0,6 cm e cavidades na radiografia de térax se associaram com maior

carga fungica no escarro.
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