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“Não desejar o mal ao próximo é ser caridoso apenas pela metade. 

A verdadeira caridade consiste em lhes desejarmos o bem, 

e em nos sentirmos felizes com o bem que lhes acontece.”

Allan Kardec



Prece de Cáritas 
(25 de dezembro de 1873, ditada por Cáritas)

Deus, nosso Pai, que sois todo Poder e Bondade, dai a força 
àquele que passa pela provação, dai a luz àquele que 
procura a verdade; ponde no coração do homem a 

compaixão e a caridade!
Deus, dai ao viajor a estrela guia, ao aflito a consolação, ao 

doente o repouso. 
Pai, dai ao culpado o arrependimento, ao espírito a 

verdade, à criança o guia, e ao órfão o pai!
Senhor, que a Vossa Bondade se estenda sobre tudo o que 

criastes. Piedade, Senhor, para aquele que vos não conhece, 
esperança para aquele que sofre. Que a Vossa Bondade 

permita aos espíritos consoladores derramarem por toda a 
parte, a paz, a esperança, a fé.

Deus! Um raio, uma faísca do Vosso Amor pode abrasar a 
Terra; deixai-nos beber nas fontes dessa bondade fecunda e 

infinita, e todas as lágrimas secarão, todas as dores se 
acalmarão.

E um só coração, um só pensamento subirá até Vós, como 
um grito de reconhecimento e de amor.

Como Moisés sobre a montanha, nós Vos esperamos com os 
braços abertos. Oh Poder! Oh Bondade! Oh Beleza! Oh 
Perfeição! E queremos de alguma sorte merecer a Vossa 

Divina Misericórdia.
Deus, dai-nos a força para ajudar o progresso, a fim de 

subirmos até Vós; dai-nos a caridade pura, dai-nos a fé e a 
razão; dai-nos a simplicidade que fará de nossas almas o 
espelho onde se refletirá a Vossa Divina e Santa Imagem.

Que Assim Seja.
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A paracoccidioidomicose (PCM) é uma doença granulomatosa sistêmica,

causada pelo Paracoccidioides brasiliensis, um fungo imperfeito e termodimórfico

(Franco et al., 1987, 1989). Esse agente etiológico apresenta-se sob a forma de

levedura em tecidos do hospedeiro ou quando cultivado à temperatura de 35-37°

C e, sob a forma de micélio à temperatura ambiente, com variação de 4° a 28° C

(Restrepo, 1985; San-Blas & San-Blas, 1985). De acordo com San-Blas e

colaboradores (1980), a temperatura parece ser o fator determinante no

dimorfismo do fungo, embora fatores nutricionais também possam estar

envolvidos na regulação deste fenômeno (Paris et al., 1985).

A micose é endêmica no Brasil e em outros países da América Latina

(Restrepo et al., 1973; Restrepo, 1985; Wanke & Londero, 1994). No Brasil, as

regiões de maior incidência estão localizadas nos Estados de São Paulo, Mato

Grosso do Sul, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Paraná (Marques et al., 1983;

Franco et al., 1989; Wanke & Londero, 1994). Confinada a essas regiões tropicais

e subtropicais, a infecção é primeiramente associada às comunidades rurais e

agrícolas, incluindo animais silvestres, como o tatu (Bagagli et al., 1998; Vergara

& Martinez, 1998-1999; Bagagli et al., 2003; Corredor et al., 2005). A relação

entre o P. brasiliensis e o meio ambiente ainda não está totalmente esclarecida,

mas acredita-se que o micélio seja a forma saprobiótica do fungo na natureza,

que sob certas condições produziria conídios, estruturas de reprodução

assexuada e de propagação da espécie. Os conídios, presentes no solo, água e

plantas à temperatura ambiente, são considerados atualmente as formas

infectantes (Restrepo, 2002).

No Brasil, é estimado que 10% da população esteja infectada, mas a

incidência da doença é de 1 a 3 para cada 100000 habitantes (Marques et al.,

1983). A taxa de exposição é equivalente em homens e mulheres; entretanto, a

infecção ativa é predominante no sexo masculino. A menor freqüência de doença

no sexo feminino pode decorrer do fato de que o P. brasiliensis contém um

receptor citoplasmático para estrógeno que, na presença de estradiol, inibe a

conversão de micélio para a levedura patogênica (Restrepo et al., 1984; Salazar

et al., 1988), aliada a possível menor exposição à reinfecções e menor incidência

de co-morbidades.
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Trabalhadores rurais, geralmente estão inseridos em estratos sociais de

baixos níveis sócio-econômicos, apresentam alto grau de desnutrição e

tabagismo. Além disso, o alcoolismo é um hábito muito comum nessa população

(Martinez & Moya, 1992). Esses fatores supracitados são considerados condições

de risco pré-existentes e representam fatores de grande importância para a

transformação de infecção para doença, e para a progressão da doença, uma vez

que interferem na formação do granuloma e nos mecanismos de defesa do

hospedeiro (Camargo & Franco, 2000).

A infecção humana ocorre, com maior freqüência, pela inalação de

conidiósporos, que, na fase miceliana, atingem os bronquíolos terminais e

alvéolos pulmonares, onde se transformam em leveduras, que são as formas

patogênicas. Assim, as lesões primárias da PCM ocorrem com mais freqüência

nos pulmões, dando origem a uma infecção subclínica, que pode evoluir para cura 

ou tornar-se latente na presença de resposta imune eficiente, ou ainda,

disseminar para outros órgãos, por via hematogênica ou linfática, causando

doença grave (Giraldo et al., 1976; Londero & Severo, 1981; Restrepo, 1988;

Montenegro & Franco, 1994; Bethlem et al., 1999).

Embora o contágio ocorra, notadamente, pela via aérea, as vias

transcutânea e mucosa não devem ser desconsideradas (Montenegro & Franco,

1994), devido à possibilidade de invasão através de pele ou mucosas (Franco &

Montenegro, 1982), ocasionando lesões secundárias em membranas mucosas,

pele, linfonodos e glândulas adrenais (Brummer et al., 1993). 

A infecção subclínica com P. brasiliensis, é caracterizada pelo contágio do

indivíduo com o fungo, detectado no teste intradérmico com paracoccidioidina

positivo, em indivíduos sem nenhuma manifestação clínica da doença ou achado

histopatológico positivo, ou na presença de seqüela pulmonar cicatricial, que

ocorrem em até 60% da população nas áreas endêmicas (Bagatin, 1986; Franco

et al., 1993). Em contraste, a paracoccidioidomicose define uma doença

caracterizada por manifestações clínicas em um ou mais órgãos e que pode

evoluir para lesões fúngicas ativas ou seqüela tardia (Mendes, 1994).

A classificação das formas clínicas da PCM utilizada atualmente foi descrita

por Franco et al. (1987), e aprimorada por Mendes (1994), e considera fatores tais 

como topografia das lesões (Motta & Pupo, 1936), história natural da doença

(Giraldo et al., 1976; Londero, 1986) e apresentação clínica dos pacientes

(Negroni & Negroni, 1965; Barbosa, 1968; Franco et al., 1987).
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A PCM tem como principais apresentações clínicas as formas aguda e

crônica (Franco et al., 1987). A forma aguda ou subaguda, também chamada

juvenil, ocorre predominantemente em crianças, adolescentes e adultos jovens.

Geralmente se desenvolve a partir de lesão primária não detectada, a qual se

dissemina rapidamente pelas vias linfática e hematogênica para órgãos linfóides e 

hematopoiéticos, isto é, baço, fígado, linfonodos e medula óssea, constituindo

quadro infeccioso grave (Mendes et al., 1988).

A forma crônica da doença, que se desenvolve a partir do complexo

primário ou do foco quiescente (reinfecção endógena), geralmente afeta adultos

do sexo masculino, com idade superior a 30 anos. Apresenta quadro clínico de

duração prolongada, normalmente acima de seis meses, onde se pode dizer que

o comprometimento pulmonar é constantemente observado e o comprometimento

tegumentar (cutâneo e/ou mucoso) é freqüente. As lesões podem permanecer

localizadas (unifocal) ou disseminarem-se para vários órgãos (multifocal), e a

gravidade é variável (Franco et al., 1987; Franco et al., 1993; Mendes, 1994;

1997).

Classificação clínica da Paracoccidioidomicose.

1. Paracoccidioidomicose infecção
2. Paracoccidioidomicose doença

2.1.Forma Aguda
2.1.1. Moderada
2.1.2. Grave

2.2.Forma Crônica
2.2.1.  Unifocal Leve

Moderada

Grave

2.2.2.  Multifocal Leve

Moderada

Grave

3. Forma residual (seqüela)
______________________________________________________________________
Adaptado de Franco et al. (1987).
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Segundo Marques (1994), o significado clínico das lesões cutâneas

depende do seu número, padrão e localização. Lesões múltiplas, inicialmente do

tipo pápulo-acneiforme, sugerem disseminação hematogênica do P. brasiliensis e

refletem a gravidade da doença, enquanto que lesões de localização peri-oral e

peri-ganglionar são conseqüentes à progressão de lesões inicialmente localizadas 

na cavidade oral ou à invasão cutânea a partir de gânglios abscedados.

Inoculação direta na pele é possibilidade rara com único caso comprovado

descrito na literatura (Castro et al., 1982). Basicamente, a freqüência, o número e

a característica das lesões cutâneas são conseqüências da interação parasita-

hospedeiro, incluindo a imunopatogênese das lesões, o sítio envolvido e a

duração do curso da doença. 

A caracterização dos padrões morfológicos das lesões cutâneas na PCM

não é facilmente estabelecida devido ao polimorfismo clínico da doença, à

dinâmica de evolução da lesão, e também ao critério dermatológico utilizado.

Entretanto, lesões ulceradas são consideradas as mais prevalentes de todas,

podendo apresentar um padrão semiológico característico que é a aparência de

úlceras limpas, não infectadas secundariamente e com a presença de pontilhado

hemorrágico que imita a assim denominada “estomatite moriforme”, auxiliando o

diagnóstico clínico (Sampaio et al., 1998; Dillon & Marques, 1990; Marques et al.

2007). As lesões cutâneas são mais freqüentes no segmento cefálico e presentes

ao redor do nariz e da boca (Londero & Ramos, 1972; Sarosi & Davies, 1979;

Marques et al., 2007).

Muitas pessoas são expostas ao fungo, mas apenas um pequeno número

desenvolve sintomas clínicos, sugerindo que tanto os mecanismos de imunidade

inata quanto adquirida parecem ser importantes na eliminação do fungo (Musatti

et al., 1994).

Histologicamente sabe-se que o P. brasiliensis causa inflamação

granulomatosa, com predomínio de resposta imune tipo Th1, caracterizada pelo

aumento de interferon-gama (IFN- ), interleucina-2 (IL-2) e fator de necrose

tumoral-alfa (TNF- ) e que resulta em eficiente ativação de macrófagos

(Travassos et al., 1995).

Uribe et al. (1987), estudando 40 biópsias realizadas em pacientes com

PCM, descreveram a patogênese das lesões cutâneas e mucosas. A presença do

fungo no tecido induz o influxo de polimorfonucleares (PMN), que circundam o

microrganismo, formando um microabcesso bem delimitado, com zona de
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supuração central. A incapacidade dos PMN em deter a multiplicação do fungo

determina a chegada de células mononucleares, na tentativa de controlar a

infecção. A ativação destas células resulta na formação das células epitelióides e

células gigantes que, não tendo conseguido destruir os fungos, morrem. Neste

momento, observa-se a formação de um tecido de granulação rico em vasos

sangüíneos, caracterizado por um infiltrado denso de linfócitos, histiócitos e

plasmócitos. Os fungos liberados atraem novos PMN, reiniciando um novo ciclo.

Explica-se, assim, o granuloma micótico misto, assinalado por reações

granulomatosas e supurativas. A reparação do tecido lesado por fibrose é

bastante comum na PCM (Uribe et al., 1987), o que representa um prejuízo

importante para a função do órgão acometido, especialmente os pulmões

(Mendes, 1994).

É provável que a fibrose, neste caso, esteja relacionada à ação das

citocinas produzidas localmente pelas células do granuloma, em especial os

linfócitos T e macrófagos (Shikama et al., 1989; Brito & Franco, 1994). Além

disso, o dano tecidual nas lesões de pele e mucosa oral dos pacientes com PCM

pode ser causado pela grande produção de TNF-a a partir de células fagocíticas

durante a interação com o P. brasiliensis e outros microrganismos (Chensue et

al., 1995; Sugita et al., 1997; Parise-Fortes et al., 2006), assim como a presença

de IL-10 (Pagliari et al., 2006) e fator transformador do crescimento-beta (TGF-ß)

(Parise-Fortes et al., 2006) detectados no infiltrado celular ao redor das lesões

granulomatosas, contribui para a evolução ou controle da PCM infecção

(Nishikaku & Burger, 2003).

Conforme o padrão de distribuição e organização dessas células

conseqüentes à resposta inflamatória frente ao P. brasiliensis, o granuloma na

PCM pode ser classificado em compacto ou frouxo. O granuloma compacto

apresenta área central, com células fúngicas englobadas por células gigantes

multinucleadas, rodeadas, eventualmente, por infiltrado neutrofílico, evidenciadas

com dificuldade e podendo apresentar sinais de inviabilidade. Na região periférica, 

há densos agregados de células epitelióides circundados por linfócitos (Brito &

Franco, 1994). No padrão de resposta granulomatosa dito frouxo, observam-se

menor número de células epitelióides e numerosas células polimorfonucleares

distribuídas ao redor da região central, que está ocupada por edema, exsudato

sero-fibrinoso e grande quantidade de fungos em ativa multiplicação (Montenegro

& Franco, 1994). 
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O P. brasiliensis apresenta uma complexa estrutura antigênica, com alguns

epítopos que se relacionam com patogenicidade e podem ser detectados tanto

em condições de cultivo, como de parasitismo. Puccia e colaboradores (1986)

identificaram uma glicoproteína de superfície do fungo com 43 kDa (gp43),

caracterizada bioquimicamente como uma glicoproteína rica em manose que se

liga a concanavalina A. Pode ser detectada também na forma secretada e este

pode ser um mecanismo de virulência e/ou escape pelo qual o fungo se utiliza

para evadir dos mecanismos de defesa do hospedeiro (Puccia et al., 1986). A

gp43 tem sido considerada como o principal componente imunogênico do P.

brasiliensis (Camargo et al., 1989), capaz de induzir tanto a produção de

anticorpos (Ac) específicos (Souza et al., 1998), quanto uma resposta de

hipersensibilidade do tipo tardio (DTH) (Travassos et al., 1995). Em 1994,

Vicentini e colaboradores demonstraram que a gp43 age como receptor, ligando-

se especificamente e em proporções eqüimolares à laminina, uma proteína da

matriz extracelular. O revestimento do fungo com laminina aumentava a virulência

do P. brasiliensis, resultando em uma doença mais grave e de progressão mais

rápida em modelo experimental utilizado. Os autores também aventam a

possibilidade de que esta ligação possa causar alterações intracelulares no fungo, 

aumentando sua capacidade de invasão e disseminação no organismo

hospedeiro, explicando o aumento da sua patogenicidade (Vicentini et al., 1994).

A expressão da gp43 varia na dependência da amostra e na forma do

fungo analisada (Mattar-Filho et al., 1997). Taborda e colaboradores (1998)

demonstraram que camundongos BALB/c inoculados com gp43 em adjuvante

completo de Freund apresentam uma resposta imune celular do tipo Th1,

produtora de IFN- e IL-12. O mapeamento do epítopo da gp43 identificou um

peptídeo contendo 15 aminoácidos (P10) como sendo o imunodominante na

resposta de hipersensibilidade tardia. A imunização com a gp43 e P10 leva a

proteção eficiente contra o desafio intratraqueal utilizando-se uma cepa virulenta

de P. brasiliensis, documentada pela diminuição no número e tamanho dos

granulomas, encontrados de forma bem organizada e compacta, contendo fungos

mortos em seu interior (Taborda et al., 1998).

Recentemente foi caracterizado outro antígeno secretado, uma proteína de

75kDa, com atividade de fosfatase, relacionada com o crescimento do fungo e

estabelecimento da PCM experimental (Xander et al., 2007). Além disso, o

reconhecimento dessa proteína por anticorpos monoclonais específicos foi
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devido, provavelmente, à maior imunogenicidade desse antígeno, levando à

inibição do crescimento fúngico por mecanismos fungistáticos ou por aumento na

produção de intermediários reativos do oxigênio por macrófagos ativados, o que

contribui para um efeito citotóxico.

O estabelecimento da infecção ou doença com maior ou menor gravidade

depende principalmente de fatores relacionados com a virulência do agente

infeccioso e com a resposta imune do hospedeiro, na qual podem participar uma

ampla variedade de células e moléculas, que atuam de forma sinérgica ou mesmo 

independente, estimulando ou reprimindo os mecanismos envolvidos no controle

da disseminação do parasito (Peraçoli & Soares, 1992). Além disso, diferenças

entre indivíduos quanto ao padrão de resposta imune ao P. brasiliensis são

importantes na determinação da progressão da doença e prognóstico clínico

(Oliveira et al., 2002).

Macrófagos são considerados importantes células do mecanismo inato de

resistência ao fungo por secretarem citocinas, principalmente TNF- , que tem

efeitos benéficos contra infecções fúngicas (Smith et al., 1990; Louie et al., 1994).

Essa citocina apresenta um amplo espectro imunorregulatório, metabólico e

inflamatório. Promove inflamação, possivelmente através da indução de

moléculas de adesão, fatores quimiotáticos para macrófagos e neutrófilos,

proteínas de fase aguda e geração de outras citocinas pró-inflamatórias, tais

como IL-1 e IL-6 (Vilcek & Lee, 1991).

O TNF- é considerado a citocina produzida mais precocemente em

resposta a vários estímulos, sendo detectado no soro de indivíduos saudáveis,

dentro de 2h após estímulo com LPS (Michie et al., 1988). Além disso, está

associado aos efeitos deletérios do LPS, indicando sua capacidade de influenciar

numerosas vias biológicas, que podem ser importantes na resistência a doenças

infecciosas (Desiderio et al., 1989). Essa citocina é capaz de induzir aumento na

atividade microbicida de monócitos/macrófagos e, devido a essa propriedade, tem 

sido amplamente estudada em micoses sistêmicas causadas por Blastomyces

dermatitidis (Brummer et al., 1988), Candida albicans (Kullberg et al., 1993;

Redmond et al., 1993), Cryptococcus neoformans (Flesch et al., 1989),

Histoplasma capsulatum (Bullock, 1993) e P. brasiliensis (Peraçoli et al., 2003).

Quando produzidas em quantidades adequadas, as citocinas pró-

inflamatórias exercem um papel benéfico como mediadores da resistência do

hospedeiro a agentes infecciosos. Entretanto, sua superprodução pode levar à
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toxicidade local e sistêmica (Levitz et al., 1994). A produção sérica elevada de

TNF- pode estar relacionada com efeitos sistêmicos não-protetores ou até

mesmo deletérios, como indução da febre, anorexia, diarréia e estado de

caquexia (Tracey & Cerami, 1994), já descritos na coccidioidomicose (Dooley et

al., 1994) e na tuberculose (Rook et al., 1987; Pereira et al., 2004).

Em estudo sobre a produção de TNF- por monócitos de sangue periférico

de pacientes com paracoccidioidomicose, Macedo (1999) demonstrou que os

níveis endógenos dessa citocina, detectados nos sobrenadantes de monócitos de

pacientes foram significantemente mais elevados do que os obtidos em indivíduos

sadios. A síntese dessa citocina foi maior nos pacientes com forma aguda em

comparação com os pacientes da forma crônica da micose, demonstrando o

estado de ativação dessas células, provavelmente devido ao estímulo da carga

antigênica do fungo, durante a doença ativa.

Benard e colaboradores (1996), avaliando pacientes de PCM na forma

ativa, demonstraram uma imunossupressão celular transitória em resposta a

antígenos de P. brasiliensis, que é reversível com tratamento e possivelmente

relaciona-se ao padrão de resposta Th2 no curso da doença.

Os níveis séricos de TNF- já descritos em doentes com PCM (Silva &

Figueiredo, 1991; Mendes et al., 1991; Silva et al., 1995), bem como a elevada

produção endógena dessa citocina por monócitos de pacientes com doença ativa,

sugerem o papel do TNF- na patogênese dessa micose. Parise-Fortes e

colaboradores (2000), estudando a produção de citocinas inflamatórias na PCM

experimental do hamster, verificaram que o TNF- , produzido em altos níveis

durante a infecção pelo P. brasiliensis, poderia ser responsável não só pelo

mecanismo de defesa contra o fungo nas primeiras semanas de infecção, como

também poderia contribuir para a patogênese da doença. Nas fases mais tardias

da infecção, os níveis elevados de TNF- pareceram desempenhar um papel

lesivo, sendo provavelmente responsáveis pelas alterações observadas no estado 

geral apresentado pelos animais, culminando com a morte dos mesmos.

Tipos distintos de citocinas estão claramente associados com gravidade de

diversas infecções (DiPiro, 1997) e o TNF- , entre outras, parece exercer um

papel central nessas doenças (Aguillon et al., 2002). Na literatura existem dados

que demonstram uma forte relação entre a concentração de receptores solúveis

para TNF (p55 e p75) com o estágio e progressão de doenças infecciosas
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(Kulseng et al., 1999). Entretanto, a correlação de tal citocina com a gravidade da

doença na paracoccidioidomicose ainda não foi estabelecida. 

No acompanhamento de pacientes com suspeita de PCM doença, nenhum

teste diagnóstico é superior ao isolamento do agente infeccioso de espécimes

clínicos (Camargo & Franco, 2000). Entretanto, essa situação ideal nem sempre é

alcançada.

Com relação ao diagnóstico da PCM, este pode ser obtido mediante testes

complementares ao exame clínico, como micológico direto, sorológico e

anatomopatológico. Cada uma dessas técnicas encerra vantagens e

desvantagens (Ricci et al., 2007).

Na tentativa de cultivo do fungo, as dificuldades residem no risco de

contaminação, na baixa sensibilidade e no longo tempo de incubação, que varia

de uma a três semanas (Sano et al., 2001). No método direto, a visualização do

fungo em material retirado da lesão tem baixa sensibilidade, principalmente se a

lesão é infiltrada ou secundariamente infectada (Salina et al., 1998).

Quanto à sorologia, várias técnicas e diferentes tipos de antígenos de P.

brasiliensis vêm sendo empregados no diagnóstico e no seguimento da

terapêutica dos pacientes (Martins et al., 1997; Ortiz et al., 1998; Del Negro et al.,

2000; Mamoni et al., 2002). No entanto, na década de 70, Fava Netto (1976) e

Negroni e colaboradores (1976) haviam documentado possíveis problemas sobre

os antígenos usados no diagnóstico sorológico; o que foi confirmado por

Albuquerque e colaboradores (2005), em trabalho sobre diferentes frações de

antígenos e sua relação com a especificidade e sensibilidade da técnica de

ELISA.

A confirmação da diversidade e complexidade da resposta imune humoral

em pacientes com paracoccidioidomicose e, a importância do emprego de

diferentes testes sorológicos para identificar as imunoglobulinas das classes IgG,

IgA e IgM específicas anti-P. brasiliensis foram enfatizadas por Martins e

colaboradores (1997). Segundo Del Negro e colaboradores (2000), pacientes com

diferentes formas clínicas apresentam variação na intensidade da resposta

humoral contra o fungo, sendo os níveis mais baixos e os mais altos observados

na forma crônica unifocal e na forma aguda, respectivamente. Estudando o perfil

sorológico de pacientes com as formas aguda e crônica de PCM, no período de

dois anos, os autores verificaram que o declínio nos níveis de anticorpos ocorria

paralelamente à melhora clínica. Apenas os pacientes com a forma crônica
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unifocal apresentavam negatividade sorológica após um ano de tratamento, em

comparação com as formas aguda e crônica multifocal. Concluíram que técnicas

como a contraimunoeletroforese e ELISA apresentam boa correlação com a

clínica e refletem a carga fúngica presente nos pacientes em casos de recidiva da

doença (Del Negro et al., 2000). Além disso, os níveis de anticorpos dos

pacientes também podem refletir uma associação entre a disseminação da

doença e a severidade de suas manifestações clínicas (Singer-Vermes et al.,

1993).

A identificação do fungo por meio de exame histopatológico tem sido

considerada “padrão-ouro” para o diagnóstico da doença, onde o achado da

célula mãe, circundada por inúmeras células filhas formando a imagem da “roda

de leme” é característico da exoesporulação múltipla do P. brasiliensis. O fungo

apresenta morfologia variada, com brotamento simples ou múltiplo, bem como

tamanho variado: em geral, mede de 6 a 20 m. As formas consideradas

volumosas medem, geralmente, de 12 a 30 m; e as diminutas, de 1 a 5 m

(Lacaz et al., 1991). Com relação à viabilidade do fungo, com base na

histopatologia e na coloração pela hematoxilina-eosina e impregnação pela prata,

as formas viáveis são as leveduras intactas com parede celular preservada,

possuindo forma bem arredondada e citoplasma basofílico, uniformemente

corado. As formas inviáveis são aquelas que exibem parede celular irregular, por

vezes rota, possuindo formas aberrantes e citoplasma eosinofílico (Restrepo,

2000). Nos granulomas pauci-parasitários, o agente etiológico é dificilmente

observado e, nas formas diminutas, pode ser confundido com outros fungos

dimórficos, como Histoplasma ssp e C. neoformans (Bialek et al., 2000; 2002a;

2002b).

Assim, o diagnóstico da PCM geralmente se baseia no exame

anatomopatológico, no exame microscópico direto, na habilidade de crescimento

do fungo em laboratório e nos testes sorológicos (Restrepo, 1984; Lacaz et al.,

1991). Entretanto, os recentes avanços na Biologia Molecular proporcionaram o

surgimento de várias técnicas de identificação e tipagem de patógenos. Por se

tratarem de métodos não-invasivos, seguros e de rápido diagnóstico, tais técnicas

vêm sendo cada vez mais aprimoradas e empregadas, ainda que em nível de

pesquisa, no diagnóstico de doenças fúngicas.

Uma grande aplicação da biologia molecular é a possibilidade de

identificação de certeza de um determinado patógeno, sem a necessidade de
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cultivo, com o uso da reação em cadeia pela polimerase, a PCR (Saiki et al.,

1985; Persing et al., 1993; Persing, 1996). Assim, essa reação tem sido descrita

como um método rápido, sensível e específico para a determinação de um grande

número de microrganismos (White et al., 1990; 1992) e, dessa forma, pode ser útil 

no diagnóstico da PCM (Goldani & Sugar, 1998).

Richardson & Kokki (1999) analisaram a técnica de PCR utilizada em

infecções sistêmicas causadas por Candida sp e demonstraram que, tanto a

cultura quanto a histopatologia, embora consideradas “padrão-ouro” para o

diagnóstico, não possuem sensibilidade suficiente em comparação com os

métodos moleculares.

A sensibilidade destas técnicas é considerada elevada, podendo, em certos 

casos, apresentar reação positiva se a amostra clínica contiver pelo menos uma

única célula do patógeno. Enquanto os métodos microbiológicos tradicionais

empregam meios e condições normalmente seletivas para o cultivo e proliferação

celular do agente patogênico; no método molecular, um fragmento específico de

DNA presente somente no patógeno, denominado seqüência-alvo, é amplificado

por processos químicos. A detecção dessa seqüência-alvo é feita por um conjunto 

de dois primers específicos, deduzidos a partir do conhecimento da seqüência de

nucleotídeos de genes particulares do patógeno. 

Protocolos específicos de identificação molecular para diversos grupos de

microrganismos são constantemente desenvolvidos, com especial ênfase aos

organismos não-cultiváveis ou de cultivo difícil ou demorado (Relman, 1993;

Persing et al., 1993; Goldani et al., 1995; Persing, 1996; Bialek et al., 2000; Sano

et al., 2001).

Uma variação da PCR, a técnica de Nested-PCR, consiste em um primeiro

ciclo de amplificação da seqüência alvo do DNA a partir de outer primers, gerando 

um amplicon de seqüência longa, e a seguir uma nova amplificação de uma

seqüência interna à primeira utilizando-se inner primers, gerando um amplicon de

seqüência curta. Esta técnica torna a reação de PCR ainda mais sensível, pois

permite a detecção de quantidades muito pequenas de DNA presentes na

amostra.

Yamakami e colaboradores (1996) utilizaram a Nested-PCR para detectar o 

DNA de Aspergillus fumigatus em soro de camundongos experimentalmente

infectados e em soro de pacientes com aspergilose invasiva e obtiveram a

detecção de fragmentos de DNA do fungo em 71% e 70%, respectivamente. Tais
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pesquisadores concluíram que a técnica utilizada apresenta alta sensibilidade e

especificidade, indicando a possibilidade de um diagnóstico seguro e precoce da

infecção por A. fumigatus.

Algumas regiões gênicas em particular, como as de DNA ribossomal

(rDNA), demonstram ser de grande utilidade para os protocolos de identificação

rápida pela PCR, devido ao fato de apresentarem, concomitantemente, regiões

constantes ou não-variáveis presentes em todos os fungos e regiões variáveis

(única para cada espécie), o que possibilita o design de primers universais, isto é,

que amplificam uma determinada região gênica em praticamente todas as

espécies fúngicas; e também primers e probes específicos, isto é, que amplificam

e hibridizam, respectivamente, DNA apenas da espécie alvo de interesse (White

et al., 1990)

Empregando esta estratégia, Bowman (1993) desenvolveu um sistema de

identificação molecular nas espécies patogênicas Coccidioides immitis, H.

capsulatum, B. dermatitidis e Tricophyton rubrum, fazendo uso de primers

derivados das regiões não-variáveis (universais) de rDNA, o qual amplifica

fragmentos de cerca de 600 pares de base (pb) em praticamente todas espécies

fúngicas. A discriminação entre as várias espécies pode, então, ser realizada

através de hibridização dot-blot com probes específicos derivados das regiões

variáveis. Estratégia semelhante foi também desenvolvida para C. neoformans

(Mitchell et al., 1994) e diversas espécies fúngicas patogênicas e oportunistas,

incluindo as pertencentes aos gêneros Aspergillus, Blastomyces, Candida,

Coccidioides, Cryptococcus, Filobasidiella, Histoplasma, Pseudallescheria e

Sporothrix (Mitchell et al., 2002; Haynes et al., 1995; Sandhu et al., 1995) e muitos 

outros microrganismos nos anos recentes.

Em relação ao P. brasiliensis, várias metodologias de biologia molecular já

foram empregadas, como a análise do padrão de RAPD (random amplified

polymorphic DNA) para caracterização de isolados (Soares et al., 1995; Calcagno

et al., 1998; Kurokawa et al., 2005), a clonagem e expressão de genes

codificadores de epítopos antigênicos da gp43 (Cisalpino et al., 1996) e o

sequenciamento do gene da gp43 na busca de polimorfismos informativos (Morais 

et al., 2000). Várias regiões gênicas do P. brasiliensis foram seqüenciadas, como

as do gene da actina, gp43, p27 e de rDNA (Goldani et al., 1995; Cisalpino et al.,

1996; McEwen et al., 1996; Sandhu et al., 1997; Hebeler-Barbosa et al., 2003),
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abrindo possibilidades para a dedução de pares de primers específicos a serem

utilizados na PCR, tanto para materiais clínicos como para amostras fúngicas.

Goldani & Sugar (1998) salientaram que a PCR tem sido o método mais

sensível, específico e rápido na detecção de uma variedade de microrganismos e

que poderia ser ferramenta útil no diagnóstico precoce da PCM. Inicialmente,

foram clonados e seqüenciados fragmentos de DNA específicos para o P.

brasiliensis (Goldani et al., 1995), representados por dois genes: um que codifica

a glicoproteína exo-celular gp43 (Puccia et al., 1986) e outro que codifica a

glicoproteína p27 (McEwen et al., 1996). Além dos primers empregados para a

amplificação do gene da gp43 e p27, são utilizados também primers específicos

do DNA ribossomal (rDNA), baseados nas regiões ITS (internal transcribed

spacer), como as regiões 5.8S e 28S. Nesse sentido, Motoyama e colaboradores

(2000) propuseram a utilização de primers que amplificaram a região 5.8S do

DNA e sugeriram o emprego de duplo PCR, utilizando esses primers, para o

diagnóstico da PCM.

A utilidade da PCR como método diagnóstico da PCM foi demonstrada por

meio de primers sensíveis e específicos, capazes de detectar a partir de 10

células fúngicas/ml de amostra clínica de escarro em pacientes com a forma

pulmonar da doença. A capacidade de detecção do DNA do P. brasiliensis em

todas as amostras de escarro avaliadas se correlacionou com o exame

microscópico positivo (Gomes et al., 2000). Bialek e colaboradores (2000)

desenvolveram uma técnica de Nested-PCR, usando primers derivados da gp43,

cujo produto amplificado continha 196 pares de bases. Concluiu-se, com esse

trabalho, que a técnica apresenta alta sensibilidade, sendo sua aplicação muito

útil para o diagnóstico da PCM em tecido humano, e também alta especificidade,

uma vez que não amplificou o DNA de H. capsulatum em órgãos de

camundongos infectados por este patógeno.

O melhor conhecimento acerca da biologia molecular do P. brasiliensis tem

aberto amplos caminhos para o uso de técnicas modernas na identificação do

fungo em amostras constituídas de material biológico, tais como as análises

moleculares de fungos provenientes de isolados humanos e de amostras de solo

(Camargo & Franco, 2000; Theodoro et al., 2005; Terçarioli et al., 2007).

O sistema desenvolvido por Theodoro e colaboradores (2005) para

detecção molecular de fungo no solo foi realizado através de Nested-PCR da

região 5.8S-ITS rDNA, cujos primers internos específicos foram desenhados com
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base na diversidade de uma coleção de diferentes isolados de P. brasiliensis

(clínicos e de tatu) da região de Botucatu. Este sistema também se mostrou

eficiente na detecção da infecção em animais silvestres atropelados (Richini-

Pereira et al., 2007). Dessa forma, seu emprego parece ser interessante na

análise de materiais clínicos para diagnóstico em grupo de pacientes com formas

ativas da PCM. 

No intuito de contribuir para um melhor conhecimento dos padrões de lesão 

e evolução clínica deste grupo, lado a lado com o diagnóstico clínico,

histopatológico e molecular, a quantificação de citocinas circulantes de relevância

clínica, o isolamento fúngico nos materiais de biópsias desses pacientes e a

análise do isolado obtido com relação ao seu perfil molecular da gp43 parecem

ser de extrema importância e necessidade para estudos clínicos, epidemiológicos

e imunológicos.

Em vista dos resultados obtidos na literatura até o momento, torna-se

importante a análise de tais dados com o objetivo de aprimorar e consolidar a

técnica de detecção molecular do P. brasiliensis, de aumentar a sensibilidade e

especificidade no diagnóstico e de auxiliar a melhor caracterização da gravidade

da doença.
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Resumo

Siqueira, K. Z. Detecção molecular de Paracoccidioides brasiliensis em amostras
de tecido e sangue periférico de pacientes portadores de Paracoccidioidomicose.
Correlação com perfis histopatológico, sorológico e produção de TNF- . Tese
doutorado. UNESP/Botucatu. 2008. 

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma doença granulomatosa sistêmica,
causada pelo Paracoccidioides brasiliensis, um fungo imperfeito e termodimórfico.
Embora o contágio ocorra principalmente pela via aérea, as vias transcutânea e
mucosa não devem ser desconsideradas, devido à possibilidade de invasão
através de pele ou mucosas. 

No presente estudo, a detecção molecular de P. brasiliensis por Nested-
PCR foi realizada em fragmentos de biópsias de lesões cutâneo-mucosas de
pacientes com PCM ativa e comparada a outras técnicas utilizadas como rotina
no diagnóstico dessa micose. Para tanto, amostras de 29 pacientes atendidos no
Serviço de Dermatologia, da Faculdade de Medicina de Botucatu/UNESP, foram
coletadas no período de abril/2004 a abril/2007. 

Na análise histopatológica observou-se granulomas compactos bem
organizados, algumas vezes ao lado de áreas contendo granulomas frouxos mal
definidos. Tal técnica foi positiva em todas as amostras avaliadas, com presença
de grande quantidade de células fúngicas em 65,5% dos casos, algumas com
multi-brotamentos.

Para as análises sorológicas, na técnica de ELISA, 74,1% dos casos
apresentaram títulos de 1/12800, 11,1% apresentaram 1/3200, 3,7%
apresentaram 1/800 e 11,1% foram negativos. Já para imunodifusão (ID), 3,5%
apresentaram título de 1/512, 55,1% apresentaram títulos de 1/32, 3,5%
apresentaram 1/16, 3,5% apresentaram 1/8, 10,3% apresentaram 1/4, 6,9%
apresentaram 1/2 e 17,2% foram negativos.

Foi observado um aumento nos níveis de TNF- , nos pacientes na forma
grave, produzido por monócitos não estimulados, em comparação à forma leve e
moderada, e ao controle. A produção desta citocina por monócitos estimulados
com LPS também se mostrou gradativamente maior quanto maior a gravidade
dos pacientes. Além disso, na análise do seguimento dos pacientes nota-se uma
diminuição significativa nos níveis da citocina no período 60 dias pós-início do
tratamento em comparação com o período pré-tratamento.

O resultado do processamento e análise das amostras de biópsia dos
pacientes, através da PCR, seguida de Nested-PCR, foi de 56% de positividade;
enquanto que não se obteve positividade do DNA extraído das amostras de
sangue.

Diante dos dados apresentados, observa-se a possibilidade do uso de
ferramentas moleculares, como a Nested-PCR, na detecção do P. brasiliensis em
amostras biológicas de indivíduos infectados. Tais técnicas podem ser auxiliares
no diagnóstico da PCM, principalmente em casos onde os métodos usuais falham
ou requerem tempo demasiado.
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A paracoccidioidomicose (PCM) é uma doença granulomatosa sistêmica,
causada pelo Paracoccidioides brasiliensis, fungo imperfeito e termodimórfico
(Franco et al., 1987, 1989). Com distribuição endêmica no Brasil e outros
países da América Latina (Restrepo et al., 1973; Restrepo, 1985; Wanke &
Londero, 1994), esse agente etiológico apresenta-se sob a forma de levedura
em tecidos do hospedeiro ou quando cultivado à temperatura de 35-37°C, e
sob a forma de micélio à temperatura ambiente (4-28°C) (Restrepo, 1985; San-
Blas & San-Blas, 1985), 

As lesões primárias da PCM ocorrem com mais freqüência nos pulmões,
dando origem a infecção subclínica, que pode evoluir para cura ou tornar-se
latente na presença de resposta imune eficiente, ou ainda, disseminar para
outros órgãos, por via hematogênica ou linfática, causando doença grave
(Giraldo et al., 1976; Londero & Severo, 1981; Restrepo, 1988; Montenegro &
Franco, 1994; Bethlem et al., 1999).

A PCM tem como apresentações clínicas as formas aguda-subaguda e
crônica (Franco et al., 1987). A primeira, também chamada juvenil, ocorre
predominantemente em crianças, adolescentes e adultos jovens. Geralmente
se desenvolve a partir de lesão primária não detectada, que se dissemina
rapidamente pelas vias linfática e hematogênica para órgãos linfóides e
hematopoiéticos, constituindo quadro infeccioso grave (Mendes et al., 1988).

A forma crônica da doença é mais freqüente e se desenvolve a partir do
complexo primário ou do foco quiescente (reinfecção endógena). Esta
geralmente afeta adultos do sexo masculino, com idade superior a 30 anos.
Apresenta quadro clínico de duração prolongada, normalmente acima de seis
meses, onde se pode dizer que o comprometimento pulmonar é
constantemente observado e o tegumentar (cutâneo e/ou mucoso) é freqüente
(Marques et al., 1994). Tais lesões podem ser localizadas (unifocal) ou podem
se disseminar para vários órgãos (multifocal), com gravidade variável (Franco
et al., 1987; Franco et al., 1993; Mendes, 1994; 1997).

______________________________________________________________________
* Correspondência para Prof. Dr. Silvio Alencar Marques, Depto. Dermatologia e Radioterapia,
Faculdade de Medicina/UNESP, Campus de Botucatu, 18618-000 Botucatu, SP, Brasil.
Telefone: 55 0xx14 3811-6015. E-mail: smarques@fmb.unesp.br
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Histologicamente sabe-se que o P. brasiliensis causa inflamação
granulomatosa, com predomínio de resposta imune tipo Th1, tais como IFN e
TNF, que resulta em eficiente ativação de macrófagos (Travassos et al., 1995).
Tais células são consideradas importante mecanismo inato de resistência ao
fungo por secretarem TNF- , que tem efeitos benéficos contra infecções
fúngicas (Smith et al., 1990; Louie et al., 1994). 

Entretanto, a produção elevada de TNF- pode estar relacionada com
efeitos sistêmicos não-protetores ou até mesmo deletérios, como indução da
febre, anorexia, diarréia e estado de caquexia (Tracey & Cerami, 1994), já
descritos na coccidioidomicose (Dooley et al., 1994) e na tuberculose (Rook et
al., 1987; Pereira et al., 2004). Os níveis séricos de TNF- descritos em
doentes com PCM (Silva & Figueiredo, 1991; Mendes et al., 1991; Silva et al.,
1995), bem como a elevada produção endógena dessa citocina por monócitos
de pacientes com doença ativa, sugerem o papel do TNF- na patogênese
dessa micose; embora a correlação entre níveis séricos de tal citocina com a
gravidade da doença na paracoccidioidomicose ainda não esteja estabelecida.

O diagnóstico da PCM pode ser obtido mediante testes complementares ao
exame clínico, como cultura, micológico, sorológico e anatomopatológico. Cada
uma dessas técnicas encerra vantagens e desvantagens (Ricci et al., 2007). 

Dessa forma, na tentativa de cultivo do fungo, as dificuldades residem no
risco de contaminação, na baixa sensibilidade e no longo tempo de incubação,
que varia de uma a três semanas (Sano et al., 2001). No método direto, a
visualização do fungo em material retirado da lesão tem sensibilidade variável,
principalmente se a lesão é infiltrada ou secundariamente infectada (Salina et
al., 1998). Diversas técnicas sorológicas utilizando diferentes antígenos de P.
brasiliensis vêm sendo empregadas para o diagnóstico e o seguimento da
terapêutica dos pacientes (Martins et al., 1997; Ortiz et al., 1998; Del Negro et
al., 2000; Mamoni et al., 2002). Entretanto, Fava Netto (1976) e Negroni e
colaboradores (1976) documentaram possíveis problemas sobre os antígenos
usados no diagnóstico sorológico; o que foi confirmado por Albuquerque e
colaboradores (2005), em trabalho sobre diferentes frações de antígenos e sua
relação com a especificidade e sensibilidade da técnica de ELISA. A
identificação do fungo por meio de exame histopatológico revela que, nos
granulomas pauci-parasitários, quando o agente etiológico é dificilmente
observado e, nas formas diminutas, pode ser confundido com outros fungos
dimórficos, como Histoplasma ssp e Cryptococcus neoformans (Bialek et al.,
2000).

Os recentes avanços em biologia molecular proporcionaram o surgimento
de várias técnicas de identificação e tipagem de patógenos: métodos não-
invasivos, seguros e rápidos empregados no diagnóstico de doenças fúngicas.
Em relação ao P. brasiliensis, várias metodologias vêm sendo constantemente
descritas (Soares et al., 1995; Cisalpino et al., 1996; Calcagno et al., 1998;
Morais et al., 2000; Kurokawa et al., 2005).

No intuito de contribuir para um melhor conhecimento dos padrões de lesão
e evolução clínica de pacientes portadores de PCM com lesões mucocutâneas,
lado a lado com o diagnóstico clínico, dados histopatológicos, quantificação de
TNF- , e isolamento fúngico nos materiais de biópsias, a ferramenta molecular
mostra-se de grande valor, com o objetivo de aprimorar e consolidar a técnica
de detecção molecular do P. brasiliensis, de aumentar a sensibilidade e
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especificidade no diagnóstico e de auxiliar a melhor caracterização da
gravidade da doença.

Nesse sentido o objetivo deste trabalho foi avaliar a presença do
P.brasiliensis, com a reação em cadeia pela polimerase (PCR), em fragmentos
de tecidos obtidos por biópsias de lesões mucocutâneas e sangue periférico de
pacientes com paracoccidioidomicose, apresentando diferentes formas clínicas
e graus de gravidade, e comparar com os dados histopatológicos, sorológicos e 
de produção de TNF-  obtidos dos mesmos pacientes.

MATERIAIS E MÉTODOS

Pacientes. Foram avaliados 29 indivíduos, com diagnóstico confirmado de
paracoccidioidomicose em atividade clínica, portadores de lesões em mucosa
e/ou pele, atendidos no Serviço de Dermatologia e Radioterapia, da FMB,
UNESP-Botucatu, nos períodos antes e após 30 e 60 dias do início do
tratamento específico. Os pacientes forneceram amostras de 10 ml de sangue
venoso periférico, coletados com heparina, para a obtenção de culturas de
monócitos e dosagem de TNF- por ELISA, e 2ml de sangue em três amostras
consecutivas, no período pré-início tratamento, coletadas com ácido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) potássico, para detecção molecular. As
amostras de tecido cutâneo e/ou mucoso (punch de 5 mm) foram obtidas, no
pré-tratamento, no momento do procedimento anestésico na coleta de biópsia
para estudo anatomopatológico. 
Estudo anatomopatológico. O material, fixado em formalina a 10% e incluído
em parafina, foi corado pelos métodos de hematoxilina-eosina (HE) e
impregnação pela prata (Método de Grocott-Gomori), onde foram analisadas as 
alterações presentes na epiderme e na derme, a morfologia predominante dos
granulomas, a presença e a intensidade da fibrose, as características do
infiltrado inflamatório e a presença de células fúngicas.
Cultura fúngica, PCR e seqüenciamento parcial do gene da gp43.
Fragmentos das amostras de biópsias coletadas foram utilizados para possível
isolamento de P. brasiliensis e cultivados em meio ágar Mycosel®, adicionado
de cloranfenicol (50 g/ml), por no mínimo sete dias a 37 C. A partir dos
isolados obtidos, realizou-se a extração de DNA, de acordo com McCullough e
colaboradores (2000), com o rompimento celular inicial com pérolas de vidro
estéreis (425-600 micras) [Sigma, St. Louis, MO, USA] em solução de sorbitol
1M e EDTA 125mM. Um fragmento de cerca de 1066pb do gene da GP43 foi
amplificado, utilizando o primer PC1 (5’ TCATCTCACGTCGCATCTCACATT
3’), sense, descrito por Gomes e colaboradores (2000), e o primer Exon 2 (5’
GCCCCCTCCGTCTTCCATGTCC 3’), antisense, delineado por Cisalpino e
colaboradores (1996). O perfil de ciclagem ocorreu sob as seguintes condições: 
40 ciclos de desnaturação a 94 C por 1min, anelamento a 60 C por 2min, e
extensão a 72 C por 2min. Uma etapa inicial de desnaturação a 94 C por 5min
e uma etapa final de extensão a 72 C por 7min também foram incluídas. Os
amplicons obtidos foram purificados empregando-se o kit comercial GFX PCR
DNA and gel band (GE Healthcare®) e o seqüenciamento foi realizado pelo
Centro de Genoma Humano, da Universidade de São Paulo (USP). As
seqüências foram alinhadas com auxílio de software Mega 4.0 para a análise
dos sítios polimórficos.
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Análise sorológica. O antígeno utilizado no teste da imunodifusão dupla em
gel de ágar (ID) e no ensaio imunoenzimático (ELISA) foi obtido a partir de uma 
mistura do antígeno filtrado de cultura e antígeno somático (Ag-FC/S),
conforme as especificações de Silva e colaboradores (1991).
Dosagem de TNF- . Realizou-se cultura in vitro de monócitos do sangue
periférico dos pacientes, obtidos nos períodos pré-tratamento (G1) e 30 (G2) e
60 dias (G3) pós-início do tratamento, na ausência (cultura não estimulada) ou
presença (cultura estimulada) de 10 g/ml de lipopolissacáride (LPS) de
Escherichia coli O55B5.
Extração de DNA de biópsia e sangue periférico. A extração das amostras
de tecido foi realizada empregando-se o protocolo in house de digestão
enzimática com proteinase K e purificações com fenol/clorofórmio/álcool
isoamílico, enquanto que a extração de sangue total foi realizada por kit
comercial (Qiagen®), conforme especificações do fabricante. 
Primers para PCR e Nested-PCR. Para as reações de PCR foram
empregados os primers ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) e ITS5 (5’-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAACG-3’) descritos por White e colaboradores
(1990), e, para Nested-PCR, os primers PbITSE (5’-
GAGCTTTGACGTCTGAGACC-3’) e PbITSR (5’-
AAGGGTGTCGATCGAGAGAG-3’), delineados por Theodoro e colaboradores
(2005).
Amplificação e detecção do DNA. As reações foram realizadas em volumes
totais de 25 l contendo 20 M de cada primer, 0,2 unidades da enzima Taq-
DNA-polimerase (Amershan Biosciences®), 60 M de cada desoxinucleotídeos
trifosfatados e 10ng de DNA fúngico em tampão de reação (10 mM de Tris a
pH 8, 1,5mM de MgCl2 e 50mM de KCl). A incubação foi realizada em
termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf®, Hamburg, Germany), de
acordo com o seguinte perfil de ciclagem: 30 ciclos de desnaturação a 94 C por 
1 min, anelamento a 60 C por 2 min, e extensão a 72 C por 2 min, para a PCR. 
Um ciclo de desnaturação inicial a 94 C por 5 min, e extensão final a 72 C por
7 min também foram incluídos. Para a Nested-PCR, desnaturação inicial a
94 C por 5 min, 30 ciclos de desnaturação a 94 C por 1 min, anelamento a
60 C por 2 min, extensão a 72 C por 2 min, e um ciclo de extensão final a 72 C
por 10 min. Controles negativos (água ultrapura estéril), bem como positivos
(DNA da amostra Pb18 de P. brasiliensis, isolado clínico de 1929) foram
incluídos em todas as reações realizadas.

RESULTADOS

Foram estudados 29 pacientes com diagnóstico confirmado de
paracoccidioidomicose, dos quais foram coletadas amostras de biópsia e de
sangue para detecção molecular do P. brasiliensis de 28 pacientes e, amostras
de sangue para cultura de células e dosagem de TNF- de 22 pacientes. Os
indivíduos foram classificados clinicamente segundo os órgãos e sistemas
comprometidos, história clínica e parâmetros de gravidade, de acordo com
Franco e colaboradores (1987) e Mendes (1994), sendo 83% da forma crônica
(FCM) e 17% da forma aguda-subaguda (FA-SA).

Os dados anatomopatológicos de 29 pacientes, dos quais 18 (62%)
apresentavam lesões cutâneas e 11 (38%) apresentavam lesões de mucosa,
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demonstraram 100% de positividade para presença de P. brasiliensis.
Observou-se hiperplasia da epiderme e presença de numerosos
microabcessos de neutrófilos em 69% dos casos. Os granulomas epitelióides
freqüentemente apresentavam células gigantes multinucleadas, contendo
células leveduriformes do fungo, com gemulação múltipla. Plasmócitos foram
abundantes em 71,5% dos casos, enquanto eosinófilos e neutrófilos
apresentavam-se em quantidades variáveis. Grande quantidade de células
fúngicas foi observada em 65,5% dos casos, algumas com multi-brotamentos;
por outro lado, alguns casos apresentaram fungos esparsos e escassos
(34,5%). Ainda com relação às células fúngicas encontradas, em 95% dos
casos notou-se a presença de muitos fungos inviáveis e raros viáveis. Os
granulomas apresentaram-se compactos e bem organizados em 52% dos
casos avaliados, mas também foi observado granuloma frouxo em alguns
casos (17,2%), com aspecto desorganizado do infiltrado e raras fibroses.
Alguns fragmentos apresentaram um padrão misto, com presença de
granulomas compactos intercalados por granulomas frouxos (17,2%), onde se
observaram numerosas formas do fungo, livres ou no interior de células
gigantes, e em outros não foi possível observar a presença de granulomas
(13,6%). Na análise anatomopatológica, a presença de ulceração ocorreu em
38% dos casos e tecido necrótico foi observado em 7% dos casos.

Dos fragmentos de tecido obtidos de 28 pacientes, obteve-se cultura
positiva para o P.brasiliensis em dez amostras (D01 a D11, excluindo-se a
amostra D08), que foram mantidas a 36ºC (levedura) e a 25ºC (micélio). Dos
nove isolados seqüenciados, de forma bem-resolvida, obtiveram-se 1066
nucleotídeos. As seqüências tiveram seu início no sítio 121 (5’) e seu término
no sítio 1187 (3’), considerando as mesmas posições da seqüência total
depositada por Cisalpino e colaboradores (1996) [GenBank acess number:
U26160]. Para o alinhamento das seqüências desconsiderou-se o íntron, pois o 
objetivo foi detectar polimorfismos que pudessem alterar a seqüência de
aminoácidos da proteína. Dos 987 nucleotídeos analisados, observaram-se três 
sítios polimórficos (Tabela 1). Uma substituição de A para G foi encontrada no
isolado D03, na posição 556, levando à alteração do aminoácido de asparagina 
(N) para aspartato (D); outra substituição de A para T, no isolado D05, na
posição 689, o que levou à substituição do aminoácido glutamato (E) para
valina (V); e por fim, uma substituição de T para C, nos isolados D05, D07, D09 
e D11, na posição 1143, que se mostrou sinônima já que não alterou o
aminoácido codificado (serina).

Tabela 1: Representação das substituições de nucleotídeos e aminoácidos
encontradas no seqüenciamento parcial do gene gp43 de 10 isolados de P.
brasiliensis obtidos de pacientes com PCM.

Ácidos nucléicos Aminoácidos
posição
códon

Sítios con D01 D02 D03 D04 D05 D06 D07 D09 D10 D11 con sub

1 556 A . . G . . . . . . . N D
2 689 A . . . . T . . . . . E V
3 1143 T . . . . C . C C . C S S*

con: seqüência consenso; sub: substituição; sítios: posição do nucleotídeo referente às
seqüências depositadas no GenBank. 
*: substituição sinônima, do códon TCT para TCC.
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Nas análises sorológicas, de 27 pacientes avaliados, 74,1% apresentaram
título 1:12800, 11,1% apresentaram 1:3200, 3,7% apresentaram 1:800 e 11,1%
foram negativos para a técnica de ELISA. Utilizando-se a técnica de
imunodifusão (ID), de 29 pacientes, 3,5% apresentaram título 1:512, 55,1%
apresentaram 1:32, 3,5% apresentaram 1:16, 3,5% apresentaram 1:8, 10,3%
apresentaram 1:4, 6,9% apresentaram 1:2 e 17,2% foram negativos.

Nos dados de produção de TNF- , na fase pré-tratamento (G1), quando os
pacientes foram dicotomizados em forma crônica e aguda-subaguda, não
houve diferença significante nos níveis de TNF- produzidos e secretados
pelos monócitos cultivados com e sem estímulo (Figura 1). Entretanto, quando
os pacientes foram separados conforme sua gravidade (Figura 2), notou-se um
aumento nos níveis dessa citocina, produzidos pelos monócitos não
estimulados, nos pacientes na forma grave, em comparação à forma leve e
moderada, e com o controle. A produção de TNF- pelos monócitos
estimulados com LPS também se mostrou gradativamente maior quanto maior
a gravidade dos pacientes; entretanto, os níveis da citocina na forma grave não
foram estatisticamente diferentes daqueles produzidos pelos indivíduos
saudáveis.
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Figura 1: Comparação entre os níveis de TNF-  produzidos por monócitos de sangue 
periférico, estimulados ou não com LPS, de pacientes com paracoccidioidomicose,
nas formas crônica e aguda-subaguda. C (controle) e LPS (estimulado) 
* (p< 0,01) C X LPS (teste de Wilcoxon)
+ (p< 0,01) F.aguda-sub X F.crônica (teste de Mann-Whitney)
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Figura 2: Comparação entre os níveis de TNF-  produzidos por monócitos de sangue 
periférico, estimulados ou não com LPS, de pacientes com paracoccidioidomicose,
nas formas leve, moderada e grave.
* (p< 0,05) C X LPS (teste de Wilcoxon)
+ (p< 0,01) F.leve X F.grave; F.moderada X F.grave (teste de Mann-Whitney)

Além disso, realizou-se seguimento dos pacientes, através de coletas de
sangue periférico nos períodos de 30 dias (G2) e 60 dias (G3) após o início do
tratamento, para determinação dos níveis circulantes de TNF-a (Figura 3 e 4).
Dessa forma, pode-se verificar uma cinética de produção espontânea e
estimulada, ao longo do seguimento, comparando-se as formas clínicas (Figura
9) e os graus de gravidade (Figura 4).

Nota-se que, na comparação entre as culturas sem estímulo (C) e as
culturas estimuladas (LPS), existe um aumento estatisticamente significativo
nos níveis da citocina, observado na forma crônica da doença, nos três
períodos avaliados. Além disso, comparando-se a produção espontânea, nas
duas formas clínicas, observa-se maiores níveis de TNF-a na forma aguda-
subaguda, somente no período pré-tratamento. Já na avaliação da produção da 
citocina por células estimuladas com LPS, nos dois grupos determinados, não
se observaram diferenças estatisticamente significativas na produção de TNF-
(Figura 3).

Quando a comparação é feita nos períodos de coleta (G1, G2, G3), as
células sem estímulo, dos indivíduos na forma crônica da doença, produzem
níveis significativamente diferentes quando comparados entre si. O mesmo foi
notado para os pacientes na forma aguda-subaguda e também para as células
sob estímulo, em ambas as formas clínicas (Figura 3).

Não há diferenças estatísticas significantes quando se compara a produção
dessa citocina por monócitos de indivíduos saudáveis com os níveis secretados 
por monócitos de pacientes no período de 60 dias pós-tratamento (dados não
mostrados).

Com relação à Figura 4, pode-se observar que existe um maior aumento
nos níveis de TNF-a pelas células estimuladas, em comparação as células sem 
estímulo, nos pacientes na forma moderada, no período pré-tratamento, e
também nos pacientes na forma grave no período G2. Quando compara-se
entre si os graus de gravidade nos três períodos de coleta, observa-se

* *
+
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diferenças estatísticas em todos os graus de gravidade, nas células sem
estímulo; enquanto que, com relação as células estimuladas (LPS), a diferença
foi significativa somente nas formas leve e moderada. No entanto, a
comparação, entre os três grupos, dos níveis da citocina nas células
estimuladas somente apresentou significância estatística no período G1.
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Figura 3: Comparação da produção de TNF-a por monócitos de sangue periférico,
estimulados ou não com LPS, de indivíduos saudáveis e pacientes com
paracoccidioidomicose em atividade, nas formas aguda/subaguda e crônica, nos
diferentes períodos de coleta. 
* (p< 0,05) C X LPS (teste pareado – Prova de Wilcoxon); 
+ (p< 0,01) C(FA-SA) X C(FCM) (teste amostras independentes – Prova de Mann-Whitney);
# (p< 0,05) G1 X G2 X G3 (C – FCM e FA-SA; LPS – FCM e FA-SA) (teste de Friedman)
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Figura 4: Comparação da produção de TNF-a por monócitos de sangue periférico,
estimulados ou não com LPS, de indivíduos saudáveis e pacientes com
paracoccidioidomicose em atividade, nas formas leve, moderada e grave, nos
diferentes períodos de coleta. 
* (p< 0,05) C X LPS (teste pareado – Prova de Wilcoxon); 

 (p< 0,05) C(FL) X C(FM) X C(FG) (teste amostras independentes – Prova de Kruskal-Wallis);
# (p< 0,05) G1 X G2 X G3 (C – FCM e FA-SA; LPS – FCM e FA-SA) (teste de Friedman)

O resultado do processamento e análise das amostras de biópsia dos
pacientes, através da PCR, seguida de Nested-PCR, foi de 56% de
positividade; enquanto que não se obteve positividade do DNA extraído das
amostras de sangue (Figura 5).

Figura 5: Padrão de bandas visualizadas após reações de Nested-PCR das amostras
de sangue e tecido dos pacientes avaliados. Coluna: 1, marcador de 100pb; 2,
controle negativo; 3 a 13, amplificações das amostras com primers PbITSE e PbITSR;
14, controle positivo. A seta indica bandas com 387pb.
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DISCUSSÃO

No presente estudo, a detecção molecular de P. brasiliensis por Nested-
PCR foi realizada em fragmentos de biópsias de lesões cutâneo-mucosas de
pacientes com PCM ativa e comparada a outras técnicas utilizadas como rotina
no diagnóstico dessa micose. 

O diagnóstico baseia-se na identificação dos fungos em amostras
obtidas de tecidos orgânicos, mais precisamente de lesões de pele e/ou
mucosa dos pacientes, quando se visualiza e identifica a forma patogênica da
levedura do P. brasiliensis, caracterizada pela figura em “roda de leme”, com a
célula mãe circundada pelas células filhas (Lacaz et al., 1991). Nesse sentido,
a PCM é uma das poucas micoses sistêmicas cujo diagnóstico de certeza pode 
ser estabelecido pelo exame cito ou anatomopatológico.

A histopatologia das lesões fúngicas é extremamente útil, porém, nem
sempre o diagnóstico é conclusivo. A dificuldade da técnica surge quando as
lesões são pauci-fúngicas e há predomínio das formas diminutas ou inviáveis
do fungo. Nesse estudo, utilizou-se as colorações de hematoxilina-eosina (HE)
e prata-metanamina (método de Gomori-Grocott) para avaliação das amostras,
o que resultou em visualização de processo inflamatório crônico
granulomatoso, associado a infiltrado de células mononucleares, plasmócitos,
eosinófilos e neutrófilos. 

A resposta granulomatosa foi representada por granulomas compactos
bem organizados, algumas vezes ao lado de áreas contendo granulomas
frouxos mal definidos, explicada pela textura frouxa da derme e do cório,
principalmente nas mucosas, onde, em geral, a inflamação paracoccidióidica é
granulomatosa e mal definida, com formação de granulomas frouxos (Franco &
Montenegro, 1982). Segundo Montenegro & Franco (1994), o granuloma
presente na PCM pode apresentar forma complexa, com lesões pouco
definidas, contendo grande quantidade de fungos, ou lesões epitelióides bem
definidas, que circunscrevem os poucos fungos presentes.

As distintas manifestações clínicas observadas no tegumento dos
pacientes correspondem à expressão morfológica de eventos
imunopatológicos, que se estabelecem no curso da infecção, a partir da
interação do P. brasiliensis com as células do hospedeiro, resultando na
produção de citocinas e seus efeitos sobre a formação, intensidade e
manutenção da resposta granulomatosa.

Teorias sobre a importância da resposta imune inata na proteção ou
imunopatogenia, e o padrão da resposta imune adaptativa nas infecções
fúngicas, dão embasamento a idéias sobre o fato de que a amplitude da
resposta inflamatória inicial pode influenciar o prognóstico da doença. Em
resposta a microrganismos, as células do hospedeiro liberam citocinas como
IL-1ß, TNF-a e IFN- , que são responsáveis pela comunicação célula-célula e
quimiotaxia de leucócitos para os sítios inflamatórios (Dustin, et al., 1986).
Como sugerido na literatura (Calich & Blotta, 2005), essas citocinas e muitas
outras podem exercer um papel preponderante na patogênese da PCM.

A importância do TNF-a na resistência à infecção pelo P. brasiliensis e
na formação de granulomas na PCM experimental foi demonstrada em
camundongos deficientes do gene para o receptor p55 do TNF-a. Esses
animais infectados com a cepa Pb18 do fungo, por via intravenosa, não
desenvolviam granulomas pulmonares e as lesões eram constituídas por
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infiltrado inflamatório contendo poucas células polimorfonucleares,
mononucleares e grande número de células fúngicas. Esses resultados
refletem o comprometimento dos mecanismos de defesa dos animais,
associado à incapacidade de desenvolver reações granulomatosas, eficientes
para conter a multiplicação fúngica (Souto et al., 2000). Também tem sido
demonstrado que o TNF- atua na defesa contra o fungo através da indução
no aumento da permeabilidade vascular e no acúmulo de macrófagos nos
tecidos, bem como na sua diferenciação em células epitelióides, favorecendo a
formação de granulomas mais compactos e, consequentemente, menor
disseminação fúngica (Figueiredo et al., 1993; Souto et al., 2000; Gonzalez et
al., 2003).

Assim, é possível que nas lesões apresentadas pelos pacientes na fase
pré-tratamento, constituintes da parede celular do fungo poderiam ser
responsáveis pela indução da síntese de TNF-a, que resultaria no
desenvolvimento da rede de citocinas inflamatórias, iniciando o recrutamento
de monócitos e sua diferenciação no sítio da lesão.

O dano tecidual, comumente observado em pacientes com PCM, pode
ser decorrente da presença do P. brasiliensis nos tecidos, que estimula a
produção de TNF- pelas células fagocíticas, levando à lesão tecidual através
da produção exacerbada de metabólitos intermediários do oxigênio,
colagenases, fibroblastos e das moléculas de adesão, por essas células
ativadas. Assim, na paracoccidioidomicose, como em outras doenças
granulomatosas como tuberculose (Bean et al., 1999) e esquistossomose
(Chensue et al., 1995), o TNF- parece estar envolvido na proteção contra os
agentes infecciosos, através da indução da atividade fungicida de fagócitos
mononucleares, na iniciação e manutenção da resposta granulomatosa, como
também na imunopatogênese tecidual.

No presente estudo foi avaliado a produção sistêmica de TNF- por
monócitos de sangue periférico de pacientes com PCM, nos períodos pré-
tratamento e 30 e 60 dias pós-tratamento. Os resultados demonstraram
produção endógena elevada dessas citocinas por monócitos cultivados in vitro
sem estímulo, e indicam que essas células encontram-se ativadas in vivo,
durante a doença ativa. Esses resultados são semelhantes aos obtidos por
Peraçoli e colaboradores (2003) e Parise-Fortes e colaboradores (2006), que
verificam produção espontânea dessa citocina em pacientes com
paracoccidioidomicose em atividade. Além disso, nossos resultados de níveis
elevados dessa citocina nos pacientes com PCM nas formas mais graves,
parece estar envolvido no papel deletério do TNF- secretado em tais
circunstâncias. Níveis elevados de TNF- já foram detectados anteriormente
em pacientes com PCM (Mendes et al., 1991; Silva et al., 1995; Peraçoli et al.,
2003, Calvi et al., 2003, Parise-Fortes et al., 2006).

A severidade da PCM está relacionada à resposta imune do hospedeiro
e à virulência do agente infeccioso, uma vez que estudos demonstram a
ocorrência de uma imunossupressão celular na doença ativa (Restrepo et al.,
1978; Mota et al., 1988; Benard et al., 1996; Karhawi et al., 2000). Dessa
forma, a queda na produção de TNF- no seguimento dos pacientes no pós-
tratamento, avaliada nesse estudo, pode estar relacionada ao restabelecimento
da resposta imune celular no hospedeiro, uma vez que os níveis dessa citocina
produzidos por monócitos não estimulados, detectados no grupo G3 (60 dias
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pós-início do tratamento), não diferem estatisticamente dos níveis produzidos
por indivíduos saudáveis. 

Tal resposta pode estar relacionada à eficiência no tratamento
empregado, observada pela evidente cura das lesões e melhora no quadro
clínico geral do paciente nessa fase, que estaria atuando na eliminação do
fungo, com conseqüente diminuição do estímulo de monócitos para produção
de TNF- . Em trabalho experimental, Scavone & Burger (2004) demonstraram
a diminuição no número de fungos viáveis em baço e pulmões de
camundongos inbred suscetíveis, após o tratamento com Sulfametoxazol-
Trimetoprim (SMT-TMP), nas fases mais iniciais da infecção.

Técnicas baseadas na detecção de anticorpos também são
consideradas úteis para o diagnóstico de micoses sistêmicas, principalmente
na PCM e histoplasmose, e suas sensibilidades e especificidades dependem
do antígeno e teste utilizados (Cano & Restrepo, 1987; Múnera et al., 1989;
Ferreira-da-Cruz et al., 1990). Infelizmente, existem testes para detecção de
anticorpos que empregam antígenos inadequados, levando à reatividades
cruzadas com outras micoses (Camargo & Franco, 2000). Atualmente, a
imunodifusão dupla (ID) é empregada na rotina de laboratórios clínicos, devido
ao fácil manuseio, sua alta especificidade e uma sensibilidade de até 100%
(Cano et al., 1987). Assim, neste trabalho foram avaliados os resultados
obtidos através de ID para os pacientes avaliados. Os resultados obtidos
mostram que a maioria dos pacientes apresentou positividade nesta técnica,
demonstrando uma sensibilidade de 80%. 

Dos pacientes avaliados, cinco apresentaram resultados negativos.
Nossos resultados estão de acordo com Do-Valle e colaboradores (2001), que
detectaram resultados negativos em 28,5% de pacientes na forma juvenil e
7,3% na forma crônica. Segundo os autores, várias causas podem ser
responsáveis pela negatividade, entre elas: um efeito pró-zona devido ao
excesso de antígenos; a formação de imunecomplexos que oculta os epítopos;
a presença de anticorpos assimétricos que possam inibir a ligação secundária
em reações de precipitação; e os níveis de anticorpos abaixo da sensibilidade
do método. Neves e colaboradores (2003) relataram a falta de reatividade da
ID no soro de pacientes com PCM associada a produção de baixos títulos de
IgG2 com baixa-avidez dirigidos contra carboidratos.

Dos poucos pacientes com ID negativo encontrados em nosso estudo,
100% foram classificados na forma crônica da doença, com gravidade leve a
moderada, concordando com dados da literatura (Vidal et al., 2005) que
relataram a presença de negatividade em pacientes com forma crônica,
localizada e mais benigna da doença, além de possível diminuição na produção 
de anticorpos.

Imunoensaios de fase sólida, em especial ELISA, são amplamente
utilizados para quantificação de anticorpos tanto em clínica como em pesquisa.
São ensaios considerados seguros e extremamente sensíveis, que fornecem
resultados reprodutíveis (Camargo & Franco, 2000). Numa série de estudos,
Mendes-Gianini e colaboradores (1984) e Camargo e colaboradores (1984)
padronizaram um ELISA utilizando um antígeno de filtrado de leveduras do P.
brasiliensis, constituído principalmente por gp43, e encontraram 95-100% de
sensibilidade e 88-93,4% de especificidade.

Nos últimos anos, vários estudos demonstraram correlação entre a
severidade da doença e altos títulos de anticorpos (Biagioni et al., 1984; Robles 
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et al., 1990; Bueno et al., 1997; Del Negro et al., 2000). Essa associação pode
ser importante na avaliação do prognóstico e seguimento terapêutico.
Entretanto, Camargo & Franco (2000) demonstraram que alguns pacientes
podem ser negativos para detecção de anticorpos anti-gp43, no ELISA,
enquanto outros exibem níveis persistentes de anticorpos específicos no
seguimento da doença. Em recente trabalho, Bertini e colaboradores (2007)
também demonstraram um aumento nos títulos de IgG1 após o início do
tratamento e uma queda nos níveis de anticorpos anti-Pb1 - um lipídio
altamente expresso na superfície de leveduras - cinco meses pós-tratamento.
Em nosso trabalho, avaliou-se a detecção de anticorpos anti-gp43 pela técnica
de ELISA, no período pré-tratamento. Dos 27 pacientes analisados, obteve-se
89% de positividade, com títulos variando de 1:800 a 1:12800.

A porcentagem de indivíduos não reagentes pode estar relacionada,
como descrito na literatura, às reações cruzadas com outros antígenos
presentes na amostra testada, tal como observado no soro de pacientes com
histoplasmose e lobomicose (Mendes-Gianini et al., 1984; Camargo et al.,
1984; Cano et al., 1986; Puccia & Travassos, 1991), representando resultados
falso-negativos. A dificuldade em se obter uma técnica específica para o
diagnóstico definitivo na PCM também foi recentemente observada por
Albuquerque e colaboradores (2005), quando da padronização de um ELISA
através de purificação da gp43 e diminuição da reatividade cruzada com H.
capsulatum.

Sendo assim, a ocorrência de falso-negativos, a variação na
sensibilidade e especificidade dessas técnicas, e a diversidade e complexidade
da resposta imune humoral dos pacientes com PCM, sugerem que tanto a ID
quanto o ELISA devem vir acompanhados de testes mais específicos e
confiáveis para o diagnóstico e seguimento terapêutico (Gómez et al., 1998). 

Apesar de existirem várias técnicas importantes e extremamente
utilizadas na pesquisa de P. brasiliensis em fluidos biológicos suspeitos, os
métodos moleculares de detecção de DNA têm, cada vez mais, aberto
possibilidades para o diagnóstico de micoses sistêmicas. Estudos com
espécimes clínicos como sangue, líquido cerebrospinhal (LCR) e escarro, de
pacientes com diferentes infecções fúngicas indicam que a PCR é um método
mais sensível no diagnóstico de micoses invasivas quando comparado com
métodos de cultivo (Reiss et al., 1998). Em estudo empregando espécimes de
escarro, DNA de P. brasiliensis foi detectado através da PCR para o gene da
gp43 em 100% dos pacientes com infecção pulmonar (Gomes et al., 2000).
Goldani & Sugar (1998), utilizando primers para um fragmento específico de
62pb, foram capazes de detectar a presença do fungo no soro de
camundongos experimentalmente infectados. Bialek et al. (2000)
desenvolveram um Nested-PCR altamente sensível e específico para detecção
de um fragmento da gp43 em macerado de pulmão de animais infectados e
amostras clínicas de tecido. Este protocolo mostrou ser também útil na
detecção do patógeno em materiais parafinados de pacientes (Ricci et al.,
2007).

Entretanto, na pesquisa do fungo em amostras de sangue de pacientes,
coletadas no período pré-tratamento, nossos dados foram negativos na
totalidade das amostras testadas. Esse dado está de acordo com Charbel e
colaboradores (2006), que também não obtiveram êxito na detecção molecular
do P. brasiliensis em amostras de soro de pacientes, demonstrando a pouca
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utilidade desses espécimes no diagnóstico da PCM. A baixa taxa de detecção
aqui relatada pode estar baseada na observação da escassez de fungemia
pelo P. brasiliensis e de seu isolamento em culturas de sangue de pacientes e
animais infectados (Singer-Vermes et al., 1993). 

Protocolos diversos para detecção molecular de espécies fúngicas em
amostras de tecido humano ou animal são facilmente encontrados na literatura
(Hendolin et al., 2000; Bialek et al., 2000; 2001; 2002a; 2002b; Rickerts et al.,
2006). A maioria dos autores baseiam-se na região ITS, que compreende as
seqüências ITS1, 5.8S e ITS2 do DNA ribossomal, como alvo da amplificação
do material genético fúngico. Isso se deve ao fato dessa região conter domínios 
conservados e variáveis, presentes na maioria dos fungos, que facilitam sua
identificação (Iwen et al., 2002). Assim, ensaios baseados no DNA, utilizando a
região ITS como marcador molecular, demonstram grande potencial para o
diagnóstico de infecções fúngicas (Chen et al., 2002; Iwen et al., 2002).

Com o objetivo de associar uma ferramenta molecular ao diagnóstico de
P.brasiliensis em amostras de tecido, foi realizada uma reação de PCR,
seguida de Nested-PCR, em fragmentos de biópsias coletadas de lesões de
pele e/ou mucosa de pacientes com PCM. Os dados obtidos em nosso trabalho 
demonstraram que a Nested-PCR foi superior na detecção do fungo em
comparação com seu cultivo (15 de 27 amostras versus 11 de 28 amostras).
Por outro lado, na comparação da técnica molecular com o exame
histopatológico, não se observou a mesma positividade (15 de 27 amostras
versus 29 de 29 amostras). 

A não detecção, ou baixa produção, do produto desejado provavelmente
se deve à presença de outros materiais que competem com o DNA que se
deseja amplificar. Tais materiais incluem: DNA do paciente, excesso de
proteína, presença de contaminantes fúngicos ou bacterianos na amostra.
Todos esses fatores podem formar bandas inespecíficas que competem com o
DNA que se deseja amplificar (Innins & Gelfand, 1990). 

Os resultados aqui obtidos indicam que os métodos de diagnóstico
molecular da PCM são viáveis e já estão disponíveis para uso em rotina em
laboratórios clínicos; entretanto, não podem ser empregados como única forma
de diagnóstico e sim associados aos demais procedimentos de detecção
(cultura, sorologia, histopatologia, dados clínicos e epidemiológicos).

Além do uso no diagnóstico, as ferramentas moleculares podem ser
extremamente úteis em estudos filogenéticos. Dados da literatura apontam que
o P. brasiliensis tem demonstrado ampla variabilidade gênica quando analisado 
por técnicas como RFLP (restriction fragment length polymorphism), RAPD
(Soares et al., 1995; Niño-Vega et al., 2000) e cariotipagem eletroforética
(Montoya et al., 1997). Uma vez que as características morfológicas que
diferenciam as espécies não são claramente identificáveis nos fungos e podem
ser geneticamente isoladas antes de sua manifestação (Taylor et al., 1999),
torna-se necessário a caracterização dessas alterações genéticas entre os
isolados obtidos na natureza, de animais ou de espécimes clínicos. 

Nesse sentido, utilizando primers baseados no gene da gp43 (Gomes et
al., 2000; Bialek et al., 2000; Ricci et al., 2007) foi demonstrada uma
substituição de nucleotídeos, quando comparadas entre si seqüências do gene
da gp43 de 17 cepas de P. brasiliensis. Essas substituições foram agrupadas
em sítios informativos e não-informativos, demonstrando o alto grau de
polimorfismo desse gene.
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Outros trabalhos também têm demonstrado variações genéticas no
principal antígeno imunodominante do P. brasiliensis, a gp43. Através de
seqüenciamento de dois fragmentos do gene da proteína e comparação entre
isolados clínicos de pacientes com formas aguda e crônica da PCM, Morais e
colaboradores (2000) observaram grande polimorfismo do gene codificador da
gp43 entre os diferentes isolados. O mesmo foi observado por Matute e
colaboradores (2006), quando analisaram seqüências de DNA de oito regiões a 
partir de cinco genes nucleares codificadores, incluindo o gene da gp43, e
observaram variações de genealogia dos isolados, que puderam ser
distinguidos em três espécies crípticas.

Com o intuito de avaliar uma possível variação genética entre as
amostras e correlacioná-las às diferentes formas clínicas e resposta
imunológica dos pacientes com PCM, realizou-se o seqüenciamento parcial do
gene da gp43. Os isolados analisados foram obtidos através do cultivo de
fragmento das biópsias de pele e/ou mucosa. Os dados das análises e
comparações das amostras, entre si e com a seqüência consenso, mostram
uma substituição de aminoácidos, devido à troca de bases nessas posições,
em dois (D03 e D05) dos dez isolados. Observou-se também uma substituição
não-informativa nos isolados D05, D07, D09 e D11, que não resultou em
alteração do aminoácido em questão. Todavia, comparando-se os aspectos
clínicos, de resposta imune e as análises histopatológicas, sorológicas e de
produção de TNF- dos pacientes dos quais se obteve tais isolados
polimórficos, percebe-se que não há padrão com relação a esses parâmetros,
nos respectivos pacientes.

A análise do seqüenciamento dessas amostras demonstra que pode
haver alterações significativas na síntese da gp43 e que isso pode influenciar a
resposta imune contra o fungo e como o fungo reage aos mecanismos
protetores do hospedeiro. Entretanto, outros fatores inerentes ao indivíduo
infectado, podem interferir nessa interação, tais como fatores genéticos,
nutricionais e ambientais. 

Diante dos dados apresentados, observa-se a possibilidade do uso de
ferramentas moleculares, como a Nested-PCR, na detecção do P. brasiliensis
em amostras biológicas de indivíduos infectados. Tais técnicas podem ser
auxiliares no diagnóstico da PCM, principalmente em casos onde os métodos
usuais falham ou requerem tempo demasiado.

Em conclusão, o uso da técnica de Nested-PCR para detecção de P.
brasiliensis em amostras de tecido cutâneo e/ou mucoso é plausível e pode ser
utilizada como técnica auxiliar no diagnóstico da Paracoccidioidomicose. 

Nas formas mais graves da PCM, os níveis de TNF-a estão mais
elevados em comparação aos pacientes com formas leves e aos indivíduos
saudáveis, e diminuem a partir de 60 dias pós-tratamento. Além disso, na
forma aguda-subaguda, os níveis dessa citocina estão mais elevados em
comparação aos pacientes na forma crônica.

O seqüenciamento molecular parcial do gene da gp43 nas amostras
isoladas em cultura aponta polimorfismos informativos e não-informativos. Tais
alterações não se correlacionam aos dados de detecção molecular, aos níveis
de TNF-a avaliados e aos dados de histopatologia dos pacientes.
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Declaro que fui informado e esclarecido sobre o projeto de pesquisa intitulado
“Detecção molecular de Paracoccidioides brasiliensis em amostras de tecido e sangue
periférico de pacientes portadores de Paracoccidioidomicose. Correlação com perfis
histopatológico, sorológico e produção de TNF- ”.

A paracoccidioidomicose é uma doença infecciosa crônica, causada por um fungo,
o Paracoccidioides brasiliensis. A doença é grave, necessitando de tratamento e
assistência constante.

Fui informado que o referido projeto tem por finalidade avaliar a utilidade do
método na detecção do fungo que causa minha doença. O qual pode estar presente no
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