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RESUMO

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

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

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

1. INTRODUCAO

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

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

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

PCM foi confirmada em 27% dos municipios brasileiros, causando internacdo em 4,3
por um milh&o de habitantes e é tida como a oitava causa mais frequente de morte por doenca
infecciosa e parasitaria cronica [4].

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

As espécies de Paracoccidioides sp. sdo termodimorficas e podem ser encontradas na
forma micelial em solo e vegetais, e na forma leveduriforme, a temperatura de 37 °C em tecidos
infectados [7]. Possui 0 ar como veiculo de dispersdo de seus esporos, que quando inalados, se
instalam nos pulma®es, cujo periodo de incubagédo pode variar de um més a muitos anos [3].

A PCM se expressa como uma pneumopatologia ligada a lesdes mucosas e cutaneas,
que quando instalado nos pulmdes, se transforma para forma leveduriforme. A partir do
parénquima pulmonar podera se disseminar via corrente sanguinea e sistema linfatico para
outros 6rgdos, como baco, figado, 0sso e sistema nervoso central [8]. A fase primaria da
infeccdo envolve normalmente individuos jovens, como doenca pulmonar limitada, que
dificilmente progride para o estado agudo/subagudo da doenca, diferente dos casos cronicos,
nos quais os individuos apresentam longos periodos de laténcia e que durante sua reativacao é
observado acometimento pulmonar e/ou de outros érgéos [9].

Na forma aguda/subaguda ha um predominio em criancas, adolescentes e jovens
adultos, com menor duracdo da sintomatologia e acometimento dos nddulos linfaticos, figado,
baco, medula dssea e, raramente, acometimento pulmonar e mucosa oral, diferente do
observado na forma crénica, com predominio em pacientes adultos com mais de 30 anos, com
longo periodo de sintomatologia e alta prevaléncia por envolvimento pulmonar e mucosas [10].
A doencga pode ser unifocal, com acometimento de um Unico 6rgdo ou multifocal com

acometimento de varios 6rgaos [11].
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Dentro do género Paracoccidioides existem cinco espéecies descritas, Paracoccidioides
brasiliensis (antigo grupo filogenético S1) com suas duas populagdes cripticas Sla e Sib,
Paracoccidoides americana (antigo grupo filogenético PS2), Paracoccidioides restrepiensis
(antigo grupo filogenético PS3) Paracoccidoides venezuelensis (antigo grupo filogenético PS4)
e Paracoccidioides lutzii (antigo Pb01) (TURISSINI et al., 2017). As espécies P. restrepiensis
e P. venezuelensis s&o geograficamente encontradas na Colombia e Venezuela, e P. brasiliensis,
P. americana e P. lutzii sdo amplamente distribuidos pela América Latina [13].

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

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

Técnicas moleculares tém sido utilizadas como ferramenta no diagnostico de diversas
doencas fungicas, possuindo resultados rapidos e eficientes [19]. No intuito de identificar e
diferenciar as espécies de Paracoccidioides spp. em amostras clinicas, tem-se utilizado primers
com base em sequéncias especificas do gene do fungo, como gp43, gp27 e ITS 1 e 2, especifico
para P. brasiliensis, e 0 gene HSP 70, especifico para P. lutzii [16, 20, 21, 22]. O diagnostico
rapido e preciso da paracoccidioidomicose € necessario para o inicio efetivo e especifico da
terapia, prevenindo assim, danos e sequelas aos pacientes acometidos [14].

Com o0 aumento dos casos de PCM nas Ultimas décadas, houve a necessidade de
inovacao nas técnicas de diagnostico, pois métodos tradicionais tém demonstrado serem poucas
sensiveis e/ou muito demorado para fechar diagndéstico rapido e fidedigno. Diante disso, este
trabalho objetivou realizar uma revisdo sistematica dos artigos que utilizaram métodos

tradicionais e moleculares no diagnéstico de PCM no Brasil.

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

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

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

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 RESULTADOS

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

revisdo sistematica (Figura 1).
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Estudos identificados: Descritores:
Google Académico n=6300 molecular diagnosis of
Science Direct =367 paracoccidioides in brazil,
Pubmed n=38 molecular diagnosis of
Scopus n=20 paracoccidioides in clinical
Scielo n=21 specimens in brazil.

IDENTIFICAGAO

TOTAL: N= 6.750 registros

Apés leitura dos titulos e presenca de duplicidade: n= 750

Artigos selecionados apés a leitura dos resumos: n= 201

|

Artigos com as informagoes de sexo, idade, localizagao
geografica, nimero de casos e método de diagnéstico

|

Artigos incluidos na revisao: n= 40

SELEGAO

INCLUIDOS ELEGIBILIDADE

Figura 1. Fluxograma da selecdo de artigos para Revisdo Sistematica sobre aplicacdo das técnicas de
diagnostico da Paracoccidioidomicose no Brasil.

Ap0s a andlise dos 40 artigos selecionados, foi observado que no Brasil é empregado
basicamente cinco técnicas de diagnostico para a paracoccidioidomicose, as técnicas
histopatoldgicas (47,12%), seguido do exame direto (18,39%), PCR (12,64%), sorologia
(11,49%) e cultura do material clinico (10,34%). Para os exames soroldgicos utilizaram-se com
maior frequéncia a técnica de imunodifusdo 80%, seguida da técnica de Elisa 10% e Inclusdo
de contra-imunoeletroforese 10%. Para analise, pode-se utilizar uma variedade de amostras
clinicas, como linfonodos, secrecdo de Ulcera, pus de lesdo, nddulos cervicais, escarro,

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

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

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

Em relacdo a distribuicéo de casos por sexo e faixa etaria, é evidente a maior incidéncia
de PCM no sexo masculino na faixa etaria de 41 a 51 anos de idade, seguido de 11-20 anos e
51-60 anos. A maior incidéncia de PCM no sexo feminino foi entre os 31-40 anos de idade. Em

27 casos ndo foram relatadas as idades dos pacientes (Figura 4).
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Figura 4. Distribuicéo de casos de Paracoccidioidomicose por sexo e faixa etéria no Brasil.

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

de exame direto, PCR, sorologia e por ultimo, cultura do material clinico.
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A técnica histopatogica permite a fragmentacao do tecido oriundo de biopsia e tem sido
aliada no diagndstico patolégico de PCM, podendo evidenciar a micromorfologia e reacéo
tecidual, com visualizacdo das células fangica em brotamento arredondadas, esférico ou oval
com dupla membrana birrefrigente ligados a célula mae, com vasto granuloma compacto,
repleto de células epitelidides contento fungos [24]. Por mais que seja invasiva e traumatica ao
paciente, a histopatologia possui elevada sensibilidade ao diagnéstico de PCM, pois se bem
realizada, contribui na visualizacdo do patdgeno e seu diagndstico [25]. Mas sempre que
possivel, deve-se aliar o diagnostico histopatol6gico ao cultivo micoldgico, para que possa
esclarecer e obter diagndstico definitivo [26].

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

A técnica de reacdo em cadeia da Polimerase (PCR) foi a terceira metodologia mais
utilizada no diagnostico de PCM, representando 12,6%, demonstrando possuir elevada taxa de
sensibilidade e especificidade, na qual a reacdo pode amplificar regides do gene especifico do
DNA ribossdmico 28S, gene ribossdmico 5.8S (rRNA), espacadores internos transcritos (ITS)
1e 2, ARF, GP43, GP27 e HSP 70 [21, 17]. Os trabalhos obtidos nesta revisdo utilizaram duas
regides para amplificacdo, a glicoproteina gp43 e o fator de ribosilacdo de ADP parcial (arf),
que sao sequéncia de genes suficientemente capaz de diferencias as espécies de
Paracoccidioides sp. [13].

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

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

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

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

No entanto, a sorologia possui a desvantagem devido ao falso-positivo em individuo
imunocomprometido ou co-infectados com outras micoses [3]. Além disso, 0s avancos no
conhecimento da caracterizacdo do género de Paracoccidoides se conheceu uma maior
complexidade na utilizagéo da sorologia, pois niveis baixos ou a auséncia de expressdo do gp43
pelo sistema imunolégico do individuo, pode levar a imprecisao no diagndéstico sorolégico [32].

O cultivo do agente etiologico € essencial para o diagndstico de infec¢bes flngicas,
permitindo isolamento do agente causador e garantindo sua identificacéo, sendo este o padrao
ouro no diagnoéstico micoldgico [33]. Nesta revisdo, a cultura do material clinico representou
apenas (10,3%), sendo o meétodo menos relatado, possivelmente por apresentar lento
crescimento fungico, demorando 2-4 semanas para apresentar algum resultado [17]. Outro fato,
é a dificuldade do crescimento fungico na fase micelial e por ser um fungo dimorfico, se faz
necessario haver a reversao para a forma leveduriforme, e assim, a confirmacdo do agente
etiologico de PCM [18].

Neste trabalho, foi possivel verificar o Estado de Sdo Paulo Rio de Janeiro e Minas Gerais
com o maior nimero de casos de PCM, seguidos de Mato Grosso, Pard, Mato Grosso do Sul,
Espirito Santo e Parana. Este achado corrobora com a literatura, pois a regido sudeste do Brasil,
incluindo S&o Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais e Espirito Santo, sdo areas que apresentam
um importante historico de alta endemicidade da doenca, onde o Rio de Janeiro possui 0 maior
numero de hospitalizacdes por PCM no Brasil [13].

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

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

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

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

Esta menor incidéncia no sexo feminino pode estar relacionando a resisténcia a infeccéo
de Paracoccidioides sp. devido modulacdo hormonal, pois o hormonio estradiol inibe a
transformacdo da forma micelial para a forma levedurifome, essencial para a infeccéo,
sugerindo assim, que o complexo proteina-estradiol modula a expressdo da proteinas de
Paracoccidioides sp., ndo observado no hormonio testosterona, mais encontrado no homem
[38].

4. CONSIDERACOES FINAIS

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

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