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PASSOS, A N - Avaliagdo da aplicabilidade da técnic a de
immunoblotting para a pesquisa de anticorpos circulantes anti-
Paracoccidioides brasiliensis e anti- Histoplasma capsulatum em

laboratorio de Saude Publica.

Resumo

Nos ultimos anos, a frequéncia das infeccbes fangicas invasivas tem
aumentado substancialmente, tornando-se um problema emergente em
Saude Publica. O emprego de imunoensaios € de vital importancia no
diagnéstico dos processos infecciosos por Paracoccidioides sp e
Histoplasma capsulatum, visto que o isolamento e identificagdo bem como a
visualizagdo, por exame direto, destes patdgenos apresentam limitacdes
metodologicas. O uso simultdneo de mais de uma metodologia é
imprescindivel para rapida e eficiente elucidacdo da etiologia da doenca,
proporcionando um tratamento especifico e adequado. Neste estudo
padronizou-se 0 ensaio de immunoblotting (IB), visando a pesquisa de
anticorpos espécie-especificos, avaliando seu desempenho e aplicabilidade
na rotina de Laboratério de Saude Publica. Desta forma, realizou-se
alteracdes no protocolo de referéncia, priorizando a otimizacdo da
metodologia. Foram analisadas, por imunodifusdo dupla (ID) e 1B, amostras
de soro de pacientes classificados no critério de casos confirmados,
provaveis, suspeitos e descartados de paracoccidioidomicose (PCM) e
histoplasmose (HP); soros de individuos higidos e de pacientes com
aspergilose. Nas diversas avaliacdes, a sensibilidade do teste de ID para
PCM, variou de 69 a 91%; com especificidade de 100% e eficiéncia entre 90
e 99%. No método de IB a sensibilidade calculada ficou entre 75 e 96%; com
especificidade entre 93 e 100% e eficiéncia de 90 a 99%. Na pesquisa de
anticorpos anti-H. capsulatum, a ID apresentou sensibilidade entre 56 a
96%, especificidade de 100% e eficiéncia variando de 92 a 99%. Por sua
vez, a sensibilidade do IB foi de 100% em pacientes com HP pulmonar

aguda e de 36% nagueles com forma disseminada; a especificidade variou



de 79 a 87% e a eficiéncia entre 79 a 83%. Apesar das limitagOes, os
imunoensaios sdo ferramentas fundamentais para o diagndstico e
monitoramento das micoses sistémicas, principalmente quando métodos
mais sensiveis, como o IB, sédo utilizados em associacdo a ensaios mais
especificos, como a ID. Diante do exposto, sugere-se que o IB deva ser
empregado como método auxiliar e/ou confirmatério para PCM e HP
pulmonar aguda bem como a ID, utilizada na triagem e seguimento dos
pacientes. Estudos adicionais sdo necessarios para aprimorar o diagnostico
laboratorial da HP disseminada e, de forma geral, padronizar os métodos de

sorologia das micoses sistémicas em diferentes laboratérios.

Palavras-Chaves testes imunoldgicos, paracoccidioidomicose,
histoplasmose, imunodifusdo, western blotting, estudos de validagao.



PASSOS, A N - Evaluation of the immunoblotting assa  y applicability for
the antibodies detection anti- Paracoccidioides brasiliensis and anti-

Histoplasma capsulatum on Public Health Laboratory.

Abstract

In recent years, the invasive fungal infectious frequency has been increasing
substantially , becoming an emerging problem in Public Health. The use of
immunoassays is of vital importance in the diagnosis of infectious processes
by Paracoccidioides sp and Histoplasma capsulatum, since the isolation and
identification as well as viewing by direct examination of these pathogens
have methodological limitations. Simultaneous use of more than one
methodology is essential for fast and efficient elucidation of the disease
etiology, providing a specific and appropriate treatment. In this study we
standardized the immunoblotting (IB) assay in order to search for species-
specific antibodies, evaluating their performance and applicability in routine
Public Health Laboratory. Therefore, changes took place in the reference
protocol, prioritizing the methodology optimization. Were analyzed by double
immunodiffusion (ID) and IB, serum samples from patients classified on the
criterion  of confirmed, probable, suspect and dropped of
paracoccidioidomycosis (PCM) and histoplasmosis (HP), sera of healthy
individuals and patients with aspergillosis. In several evaluations, the ID test
sensitivity to PCM, ranged from 69 to 91%, with 100% specificity and
efficiency between 90 and 99%. In the IB method sensitivity was calculated
between 75 and 96%, with specificity between 93 and 100% and efficiency
90 to 99%. In anti-H. capsulatum antibodies search, the ID had a sensitivity
between 56 to 96%, 100% specificity and efficiency ranging from 92 to 99%.
In turn, the IB sensitivity was 100% in patients with acute pulmonary HP and
36% in those with disseminated form, the specificity ranged from 79 to 87%
and efficiency between 79 and 83%. Despite the limitations, immunoassays
are essential tools for the diagnosis and monitoring of systemic mycoses,
especially when more sensitive methods, such as IB, are used in

combination with more specific tests such as the ID. Given the above, it is



suggested that the IB should be used as an auxiliary method and / or
confirmation for PCM and acute pulmonary HP as well as ID, used in the
patients screening and follow-up. Additional studies are needed to improve
the HP disseminated laboratory diagnosis and, in general, to standardize the

systemic mycoses serology methods in different laboratories.

Key Words: immunological tests, paracoccidioidomycosis, histoplasmosis,

immunodiffusion, western blotting, validation studies.
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1. Introducao

Micoses profundas sdo infec¢cbes causadas por espécies fungicas
capazes de invadir, a partir de um foco ou complexo primario, diversos
tecidos do hospedeiro e provocar, muitas vezes, doenca sistémica. Algumas,
como a paracoccidioidomicose (PCM), tém potencial incapacitante; outras,
como a histoplasmose (HP), estdo associadas a aids; promovendo

importante impacto em Saude Publica.

1.1. Paracoccidioidomicose

A paracoccidioidomicose € doenca sistémica e tem como agente
etiolégico o fungo termo-dimoérfico Paracoccidioides sp. Até pouco tempo
apenas a espécie P. brasiliensis era conhecida, contudo, o avan¢o dos
estudos moleculares permitiu a identificacdo de uma segunda espécie, P.
lutzii, filogeneticamente distante da anterior (Carrero et al., 2008; Teixeira et
al., 2009). Ambas as espécies estdo envolvidas com desenvolvimento de
doenca humana, embora alguns estudos indiguem que diversos isolados
tenham diferengas em relagdo a viruléncia (Molinari-Madlum et al., 1999;
Fraga, 2008), resisténcia a drogas (Hahn et al., 2003; Abadio et al., 2011) e
correlacdo com origem geografica (Calcagno et al. 1998; Nino-Veja et al,

2000; Batista Jr., 2010).

Acredita-se, por ser o pulmdo o 6rgdo mais acometido, que
Paracoccidioides sp habite saprofiticamente o solo e/ou vegetais, produzindo
estruturas assexuadas na forma de artroconidios; 0s quais seriam
responsaveis pela infec¢do principalmente no trato respiratorio (Bustamante-
Simon et al., 1985; McEwen et al., 1987).

Sua relevancia em Saude Publica esta diretamente relacionada a um

conjunto de fatores, entre 0s quais se pode citar: a existéncia de extensas
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areas endémicas; o frequente comprometimento de individuos na fase mais
produtiva da vida; a possibilidade de ser considerada uma doenca
ocupacional, o longo tempo necessario para o tratamento dos doentes; a
elevada taxa de recidiva, principalmente devido as falhas e abandono do
tratamento, e as importantes sequelas detectadas em grande parte dos
pacientes. Todas estas condi¢cdes determinam um expressivo e elevado
custo socio-econémico para o Estado e/ou Federacdo (Marques et al., 1983;
Blotta et al., 1999, SES, 2008).

Em 18 de novembro de 1999, o Ministério da Saude instituiu pela
Portaria N°1339/GM, a Lista de Doencas relacionadas ao Trabalho, a ser
adotada como referéncia dos agravos originados no processo de trabalho no
Sistema Unico de Sautde, no qual a paracoccidioidomicose se inclui, para
uso clinico e epidemiolégico (Brasil, 1999).

Hotez et al. (2008) propuseram que a PCM integrasse a relacéo de
doencas tropicais negligenciadas da América Latina e Caribe com impacto
econdmico em Saude Publica. Segundo Martinez (2010), as caracteristicas
epidemiologicas, clinicas e sociais da PCM resultam em baixa visibilidade da
doenca como problema de Saude Publica, ndo havendo, assim, programas
governamentais direcionados para esta micose, salvo em alguns Estados,
como Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parana, Rondbnia e Sdo Paulo
(Bittencourt, 2002; Mato Grosso do Sul, 2005; Minas Gerais, 2008; SES,
2008; Mendes, 2010).

A distribuicdo geografica da PCM se restringe aos paises da
América Latina, ocorrendo desde o México até a Argentina, com maior
incidéncia no Brasil, com aproximadamente 80% dos casos; Colémbia,
Venezuela e Argentina (Brummer et al., 1993; Wanke e Londero, 1994;
Lacaz et al., 2002; Colombo et al., 2011).
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O numero de pessoas infectadas por Paracoccidioides sp nas
regibes endémicas é estimado em, aproximadamente, 10 milh&ées. A maioria,
no entanto, ndo apresenta sintomas clinicos evidentes, estima-se que cerca
de 1-2% dos individuos infectados desenvolvam a doenca. A falta de surtos
epidémicos, a grande dificuldade de isolar o micro-organismo na natureza, o
prolongado periodo de laténcia e as frequentes migracées das populacdes,
tornam praticamente impossivel a identificacdo do local preciso onde a
infeccdo foi adquirida (Restrepo, 1985; Calle et al., 2001; Restrepo et al.,
2001; Colombo et al. 2011).

Estima-se que, a cada ano, a taxa de incidéncia na populacéo
brasileira seja de 1-3 casos por 100.000 habitantes e a de mortalidade de
1,4 por milhdo de habitantes. Até 2002, a PCM figurava como a oitava causa
de morte por doenca, entre infecciosas e parasitarias. (Coutinho et al.,
2002). Informac0es registradas durante o periodo de 2000 a 2009, junto ao
Sistema de InformacOes sobre Mortalidade, do Ministério da Saude,
demonstram que a infec¢do por Paracoccidioides sp ainda € considerada a
principal causa de mortalidade entre as micoses no pais, apresentando
média de 155,7 obitos/ano (Figura 1).

Mortalidade por micoses no Brasil*
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*Dados extraidos da internet. Fonte: Ministério da Saude. DATASUS. Disponivel em: http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/tabcgi.exe?sim/cnv/obt10uf.def. Acesso em: 26/08/2011.

Figura 1: NUumero de Obitos por micoses no Brasil, no periodo de 2000 a
2009.
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No Brasil, a PCM é encontrada em praticamente todas as regides:
Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Norte, além de casos esporadicos relatados no
Nordeste. Entretanto, pelo fato de ndo ser doenca de notificacao
compulsoria, ndo € possivel determinar a real incidéncia e prevaléncia desta
micose no pais (Coutinho et al., 2002; Shikanai-Yasuda et al., 2006;
Colombo et al., 2011). Soma-se a ndo obrigatoriedade de notificagcéo, o fato
de que os poucos dados disponiveis baseiam-se, principalmente em
inquéritos epidemiolégicos bem como na experiéncia de servicos de
referéncia no atendimento de pacientes com a doenca (Lacaz et al., 1959;
Londero, 1982; Marques et al., 1983; Wanke e Londero, 1994; Mangiaterra
et al., 1996; Fava e Fava Netto, 1998; Silva-Vergara e Martinez, 1998; Blotta
et al., 1999; Rodrigues, 2004; Fornajeiro et al., 2005; Kamikawa, 2011).

No Brasil, a regido Sudeste é considerada, por diversos autores,
como area de grande endemicidade para PCM (Coutinho et al., 2002;
Barrozo et al., 2009; Wanke e Aidé, 2009; Barrozo et al., 2010).

Coutinho et al. (2002), avaliando a mortalidade da PCM, observaram
0 registro de 1.707 obitos (53,7% entre as micoses sistémicas), com média
de 106,7 Obitos/ano na regido Sudeste, demonstrando que a taxa de
mortalidade nesta regido € estimada em 1,81 habitantes/milh&o. Prado et al.
(2009) avaliaram a mortalidade por micoses sistémicas como causa primaria
de morte ou em associacdo com aids no Brasil, no periodo de 1996 a 2006,
verificando que as taxas mais elevadas relacionadas a PCM foram

encontradas nos Estados de Sdo Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro.

Santo (2008) analisou a tendéncia da mortalidade relacionada a
PCM no Estado de S&o Paulo pela avaliagdo das causas multiplas de morte,
considerando todos o0s Obitos ocorridos entre 1985 e 2005, cujas
declaracbes de causa-mortis informassem a micose em qualquer linha ou
parte do atestado médico. Segundo o autor, das 24 Dire¢cdes Regionais de

Saude (DIRs) do Estado de S&o Paulo, 15 apresentaram, no total de
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mencgdes de PCM, coeficientes superiores a 2,66; evidenciando-se valores
de 8,73 em Botucatu, 7,74 em Sao Jodo da Boa Vista e 7,25 em Barretos.
Entretanto, as DIRs com maior mortalidade relacionada a doenca foram as
de Campinas, com 223 obitos; Capital, com 212; Sorocaba, com 203;
Piracicaba, com 119; Sdo José do Rio Preto, com 114; S&o Jodo da Boa
Vista, com 109 e Ribeirdo Preto, com 107 mortes.

A regido central do Estado de Sao Paulo é responséavel pela maior
frequéncia de relatos da doenca (Marques et al., 1983; Blotta et al., 1999;
Santo, 2008; Kamikawa, 2011).

Marques et al. (1983) definiram Botucatu e regido como importante
area endémica da micose. Avaliando a procedéncia dos pacientes atendidos
nas enfermarias de Dermatologia e de Moléstias Infecciosas do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da UNESP - Campus de Botucatu, entre
1968 a 1980, verificaram que 80% eram procedentes da regido centro-
sudoeste do Estado de S&o Paulo. Destes, 14,2% residiam no municipio
Botucatu, 12,8% em S&o Manuel e 10,7% em Avaré.

Blotta et al. (1999) realizaram estudo clinico-epidemiolégico
analisando 584 pacientes atendidos pelo Hospital Universitario da
Universidade de Campinas (HU-UNICAMP, Campinas, Sao Paulo), no
periodo de 1988 a 1996. Segundo a autora, 89,7% dos individuos eram
provenientes do Estado de S&o Paulo; destes, 47,9% residiam em
Campinas, 11,9% em Sao Jodo da Boa Vista, 11,5% em Limeira, 8,1% em
Jundiai, 6,1% em Piracicaba, 5,9% em Sorocaba e 8,6% em cidades

proximas a Campinas.

Rodrigues (2004) avaliou, por inquérito epidemioldgico, municipes

de Pratania, Sdo Paulo, por meio de reacdes intradérmicas, usando como
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antigeno paracoccidioidina. A autora encontrou 51,2% de reatividade,
sugerindo elevada prevaléncia da infeccdo por P. brasiliensis na area
estudada. A observacao de que, entre criancas de cinco (5) a 13 anos de
idade, a taxa de reatividade era igual a 32,5%, representou um forte
indicativo da presenca do patégeno em Praténia, sugerindo que a localidade
€ uma importante area endémica para PCM.

Entre 1980 e 1999, a incidéncia da PCM no distrito de Ribeiréo
Preto, regido Nordeste do Estado, foi avaliada em 2,70 casos para cada
100.000 habitantes/ano. Neste estudo de coorte com 1000 pacientes,
Martinez (2011) demonstrou que 50% eram municipes de Ribeirdo Preto;
36% eram moradores de cidades vizinhas a Ribeirdo Preto e 14% eram do

Estado de Minas Gerais.

Kamikawa (2011) demonstrou que 60% dos municipios do Estado
apresentam ao menos um paciente com anticorpos circulantes anti-P.
brasiliensis, detectados por imunodifusédo dupla em gel de agarose. A autora
observou que a maioria dos pacientes sorologicamente reagentes para P.
brasiliensis concentram-se nas macro-regides de Campinas, Sao Paulo e
Grande Sao Paulo, Sorocaba e Séo Joédo da Boa Vista. Contudo, as maiores
taxas de reatividade foram observadas nos municipios de Piracicaba,
Franca, Aragatuba e Presidente Prudente. A autora, por sua vez, ressalta
qgue nado foram incluidas no estudo, amostras de pacientes atendidos nos
servicos de referéncia de importantes polos endémicos da doenca como

Botucatu, Ribeirdo Preto, Araraquara e Bauru.

A variedade de manifesta¢gbes clinicas da PCM pauta-se tanto em
fatores relacionados ao fungo, como viruléncia, carga flangica,
patogenicidade e composicdo antigénica; quanto ao hospedeiro, como
susceptibilidade genética, faixa etaria, género, ocupacdo profissional,
tabagismo, etilismo, desnutricdo, raca/etnia, tempo de exposicdo ao

patogeno e deficiéncia do sistema imunolégico (Londero, 1982; Marques et
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al., 1983; Franco, 1987; Martinez e Moya, 1992; Brummer et al., 1993;
Kurokawa et al., 1998; Blotta et al., 1999; Santos et al., 2003; Verli et al.,
2005; Nogueira et al., 2006; Calich et al., 2008; Martinez, 2011).

A doencga acomete individuos em todas as faixas etérias, na grande
maioria das vezes, do sexo masculino, entre 30 e 50 anos de idade.
Diversos trabalhos demonstram que, apenas, de 3 a 10% dos pacientes com
PCM ativa apresentam faixa etaria inferior a 15 anos de idade (Brummer et
al., 1993; Marques, 1998; Blotta et al., 1999; Shikanai-Yasuda et al., 2006).

Segundo Stover et al. (1986), a incidéncia da PCM é 13 a 87 vezes
superior em homens que em mulheres. Por sua vez, Rodrigues (2004)
demonstrou ndo existir diferenca nas taxas de infeccdo por P. brasiliensis
entre individuos de ambos os sexos. Além disso, dados da literatura
demonstram haver aumento da prevaléncia/frequéncia da doenca na quinta
década de vida de pacientes do sexo feminino e que meninos e meninas
pré-puberes sdo acometidos igualmente pela doenca (Aristizabal et al.,
1998; Shankar et al., 2011). Este fato pode ser explicado pela agéo protetora
do hormonio B-estradiol que inibe o processo de transformacéo das formas
micelianas (infectantes) em levedura (parasitaria), conferindo protecédo as
mulheres em fase fértil (Restrepo et al., 1984; Stover et al., 1986; Aristizabal
et al., 2002; Shankar et al., 2011).

Os trabalhadores rurais sdo os mais comumente acometidos pela
doenca, com prevaléncia variando de 44,3 a 76,2% nas diversas populacdes
estudadas; atividades ligadas a construgdo civil também séo frequentemente
reportadas, em 5 a 20% dos casos (Marques, 1998; Blotta et al., 1999;
Bicalho et al., 2001; Godoy e Reichart, 2003; Paniago et al., 2003; Verli et
al., 2005).
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Botteon et al. (2002) demonstraram a existéncia de uma proporgéo
expressiva de pessoas residentes em area rural e reagentes frente ao
antigeno imunodominante de P. brasiliensis, ou seja, a gp43. Segundo os
autores, estes dados sugerem fortemente que estes individuos encontram-
se frequentemente expostos ao agente etioldgico da PCM, desenvolvendo
primeiramente a forma subclinica da doenca. No entanto, ha relatos de
casos em pessoas que desenvolveram a enfermidade sem nunca sairem de
areas urbanas (Brummer et al.,, 1993; De Camargo e de Franco, 2000;
Shikanai-Yasuda et al., 2006).

A PCM se caracteriza pelo desenvolvimento de lesdes
granulomatosas com frequente evolugéo cronica, envolvendo pulmao, pele,
membranas mucosas e outros tecidos. Quando ndo diagnosticada e tratada
corretamente, 0 processo infeccioso causado por Paracoccidioides sp pode
levar a formas disseminadas graves e letais, com rapido e progressivo

envolvimento de diversos orgaos e tecidos (Franco, 1987).

De acordo com as manifestacdes clinicas e os parametros
imunolégicos da doenca, a PCM pode apresentar trés formas: PCM-
infeccdo, PCM-doenca e PCM-residual (Franco et al., 1987; Franco et al.,
1989; Mendes, 1994; Padilha-Gongalves, 1996; Shikanai-Yasuda et al.,
2006).

A PCM-infeccdo se refere a forma assintomatica da doenca; é
observada em individuos que apresentam positividade na intradermoreacéo

(IDR) frente a paracoccidioidina (Franco, 1987).

A PCM-doenca pode se apresentar sob a forma aguda (tipo juvenil)
e cronica (tipo adulto). A forma aguda apresenta manifestacdes clinicas mais
graves, acometendo jovens de ambos os sexos. Esta forma representa
menos de 10% dos casos da micose, que em geral, se origina de uma

infeccdo primaria e dissemina-se rapidamente por meio das vias linfaticas
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para o sistema monocitico-macrofagico, causando hepatoesplenomegalia e
possivel disfungdo medular. As lesdes em mucosas sédo pouco frequentes e
o comprometimento pulmonar é raro (Franco, 1987; Mendes, 1994; SES,
2008).

A forma crbnica caracteriza-se por apresentar evolugcédo lenta,
progredindo a partir de um Unico foco quiescente, podendo comprometer um
anico orgao (unifocal) ou se disseminar para outros o6rgdos (multifocal).
Acomete, principalmente, adultos do sexo masculino em idade produtiva,
entre 30 e 50 anos e representa cerca de 90% dos casos da PCM-doenca
(Franco, 1987; SES, 2008).

A PCM-residual constitui uma forma clinica importante pela
frequéncia com que se manifesta, mesmo apo6s tratamento eficaz. As
principais sequelas relacionam-se ao comprometimento pulmonar, adrenal,

laringeo, digestivo, encefalico e tegumentar (SES, 2008).

Em relagdo ao tratamento da PCM, varios antifungicos podem ser
utilizados, tais como anfotericina B, sulfamidicos e azdlicos. Diferente de
outras espécies fungicas patogénicas, P. brasiliensis é sensivel a maioria
das drogas antifungicas preconizadas, inclusive aos sulfamidicos (Shikanai-
Yasuda et al., 2006; SES, 2008). Todos os casos confirmados e provaveis
da micose devem ser tratados. A duragdo do tratamento esta intimamente
relacionada a gravidade da doenca e ao tipo de droga utilizada. Geralmente,
o tratamento € de longa duracéo, para permitir o controle das manifestacdes
clinicas e evitar as recaidas. O paciente deve permanecer em tratamento e
acompanhamento até a obtencdo dos critérios de cura, com base nos
parametros clinicos, radiolégicos e sorologicos (Shikanai-Yasuda et al.,
2006; SES, 2008).

Além da terapia antifungica especifica, o paciente devera receber

assisténcia para as condicbes gerais como desnutricdo, tratamento
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odontoldgico, doenca de Addison e co-morbidades (tuberculose, aids,
enteroparasitoses, infecgdes bacterianas pulmonares) (Shikanai-Yasuda et
al., 2006; SES, 2008). O custo meédio do tratamento por paciente é estimado
em R$ 1.258,00%, entretanto o valor social das complicacdes acarretadas
pela doenca nao tem sido adequadamente avaliado pela comunidade
cientifica e pelas autoridades de saude.

1.1.1. Diagnéstico laboratorial da paracoccidioidom icose

O diagnostico definitivo para a maioria das micoses, incluindo PCM,
€ a identificacdo do agente etioldégico pelo exame a fresco elou por
processos histolégicos e/ou o isolamento do fungo em cultura, este ultimo,
considerado o método padrédo-ouro (Lacaz et al., 2002; Shikanai-Yasuda et
al., 2006, SES, 2008).

No exame a fresco, especialmente em material de puncéo
ganglionar, formas parasitarias do fungo sdo geralmente abundantes e
apresentam aspectos caracteristicos de células globosas, ovais ou elipticas,
com 5 a 25 um de diametro, dupla parede birrefringente, com ou sem
gemulacdes e inclusbes citoplasmaticas. Em outros espécimes clinicos,
como escarro e/ou raspado de lesdes bucais, ocasionalmente, podem ser
observadas formas isoladas, diminutas, apresentando brotamento Unico,
com parede espessa e refringente. Neste caso, a distincdo com outras
espécies fungicas deve ser realizada, visando o diagnostico diferencial para
Candida sp, Cryptococcus sp e H. capsulatum (Mendes-Gianini e Melhem,
2001; Lacaz et al., 2002; SES, 2008).

! Valor apresentado pela Dr.2 Maria Adelaide Mellington do Servico de Vigilancia em Saude do
Ministério da Saude, durante reunido ocorrida em 2007 para planejamento do Sistema de Vigilancia e
Monitoramento de Micoses Endémicas no Brasil (SVS-CGLAB-MS, 2007).
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O material obtido para citologia (escarro, lavado e escovado
brébnquico) quando corado pela técnica de Papanicolaou, revela a presenca
de células gigantes e de estruturas birrefringentes, sugestivas de fungos.
Entretanto, para melhor visualizacdo, recomenda-se a utilizacdo da
coloragdo pela prata (método de Gomori-Grocott), pois permite na grande
maioria das vezes, a observacdo do aspecto morfologico tipico de P.
brasiliensis, ou seja, oval, com formato tipico de roda de leme, em que a
célula-mée apresenta multiplas exo-esporulacdes, ou com aspecto de “roda
de leme”, visto que a célula-mae apresenta dois brotamentos. A presenca
destas estruturas fangicas nos esfregacos citolégicos, microabscessos ou
associado as células gigantes multinucleadas, confere valor patognomaénico
para estabelecer o diagnostico de PCM (Mendes-Gianini e Melhem, 2001;
Lacaz et al., 2002; SES, 2008).

O exame histopatolégico em tecidos, obtidos por bidpsia, utilizando
coloracdes especiais como o Gomori-Groccott ou acido periddico de Schiff
(PAS) pode auxiliar no diagnéstico da PCM por meio da observagédo do
agente etiolégico no interior dos granulomas. Estes sdo formados por células
gigantes multinucleadas e células epitelidides, cujo centro contém uma ou
mais células fungicas em contato com leucdcitos polimorfonucleares.
Importante salientar que na coloracdo de Hematoxilina-Eosina (HE) o fungo
nao é corado, observando-se a imagem negativa das células leveduriformes.
Neste caso, deve ser considerado o diagnostico diferencial com
Pneumocystis jiroveci, que também ndo é corado pela HE e apresenta
formas negativas do mesmo tamanho que P. brasiliensis, porém sem
brotamento (SES, 2008).

Para o isolamento de Paracoccidioides sp em cultura, recomenda-se
o emprego de meios enriquecidos com extrato de levedura, contendo
antibiéticos ou ainda, &gar infusdo de cérebro e coracdo (BHI) (Lacaz 1977;
Mendes-Giannini e Melhem, 2001; Lacaz et al., 2002). O material biol6gico
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semeado € incubado a 25-30°C crescendo lentamente (15 a 30 dias) sob a
forma de micélio, apresentando colénias brancas ou amarronzadas,
cotonosas ou glabrosas. Contudo, para o0 diagnostico definitivo e
identificacdo correta do micro-organismo é necessario realizar a reversao da
cultura do estagio filamentoso para leveduriforme. Nesta fase, o fungo pode
ser cultivado em meio Kelley a base de agar-hemoglobina, sendo incubado a
temperatura de 35-37°C (Lacaz et al., 1984; Brummer et al., 1993; Lacaz et
al., 1998; Mendes-Giannini e Melhem, 2001; Lacaz et al., 2002).

Contudo, em algumas situacdes o estado fisico ou clinico dos
pacientes impossibilita 0 acesso ao local da lesdo, impedindo assim a coleta
do material bioldgico. O tempo prolongado (2 a 6 semanas) necessario para
o crescimento e identificacdo dos fungos termo-dimoérficos em cultura,
também dificulta o diagndstico, provocando atraso na liberagcdo do resultado
e, consequentemente, na introducdo de medidas terapéuticas especificas
(Mendes-Giannini e Melhem, 2001; Lacaz et al., 2002).

A pesquisa de anticorpos circulantes especificos, empregando-se
técnicas imunoldégicas, possui papel fundamental no diagndstico presuntivo,
ou indireto, das micoses sistémicas; constituindo, na pratica, a mais
importante ferramenta do diagndstico laboratorial. Por vezes, o resultado
sorolégico se traduz na primeira indicacdo da natureza micoética da doenca,
principalmente naqueles individuos que ainda ndo apresentam sinais clinicos
aparentes. Além disso, a determinacdo do titulo de anticorpos circulantes
possibilita ao clinico avaliar a progressdo e/ou regressdo da doenca
(Mendes-Giannini et al., 1994; Mendes-Gianini e Melhem, 2001; Lacaz et al.,
2002; Camargo, 2008).

Ao longo dos anos, diversos estudos tém sido realizados visando a
obtencdo de antigenos padronizados, especificos, reprodutiveis e estaveis,
para serem utilizados no imunodiagnéstico da PCM (Fava Netto et al., 1969;

Blumer et al., 1984; Fava Netto, 1984; Burgos et al., 1985; Camargo et al.,
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1988; Assis et al., 1989b; Camargo et al., 1991; Blotta e Camargo, 1993; Da
Silva et al., 2001; Camargo et al., 2003).

Segundo Yaszabal (1971), P. brasiliensis apresenta em sua
constituicdo, uma multiplicidade de componentes antigénicos, alguns
préprios da espécie e outros comuns aos demais fungos. Estes antigenos
podem ser extraidos da parede celular do patdgeno, obtidos do conteudo
citoplasmatico (somatico ou citoplasmatico) ou ainda do filtrado de cultura

(metabdlicos ou exocelulares) (Restrepo et al, 1985).

Dados da literatura demonstram grande heterogeneidade entre as
metodologias utilizadas para a produgdo de antigenos de P. brasiliensis em
diferentes laboratorios. Entre as modificacdes encontradas, pode-se citar: a
escolha do isolado fungico, tamanho do inéculo inicial, meio de cultura
utilizado, periodo e forma de incubacdo (com ou sem agitacdo), temperatura,
entre outros. A variabilidade destes parametros, por sua vez, muitas vezes
interfere no produto final (Cano e Restrepo, 1997; Camargo et al., 1988; Del
Negro et al., 1991; Kloth et al., 2001; Camargo, 2008).

Neste sentido, o principal componente antigénico de P. brasiliensis é
a glicoproteina de 43 kDa (gp43); considerada desta forma, por ser
reconhecida no soro de praticamente todos os pacientes com PCM
(Camargo et al. 1989; Giannini et al., 1990; Travassos, 1994; Travassos et
al., 1995). Esta molécula encontra-se presente na parede celular do fungo e
relaciona-se diretamente com mecanismos de invasdo celular no tecido
hospedeiro e com a patogénese da doenca (Vicentini et al., 1994). A gp43
apresenta varias isoformas, com ponto isoelétrico (pl) basico de 6,85 a 5,8
sendo o principal antigeno especifico purificado para utilizagdo em ensaios
sorologicos (Puccia et al., 1986; Brummer et al., 1993; Campos et al, 1995;
Mattos Grosso et al., 2003).
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O outro componente antigénico considerado marcador de infec¢ao por
Paracoccidioides sp é a glicoproteina de 70 kDa, conhecida como gp70.
Esta molécula possui polissacarideos como componentes predominantes,
interferindo, in vitro, na inibicho da fagocitose e localizando-se
principalmente no compartimento intracelular do fungo, embora pequena
guantidade possa também ser detectada em filtrados de cultura
(sobrenadante) (Unterkircher, 1988; Mattos Grosso et al., 2003). A gp70 é
reconhecida por aproximadamente 95,0% dos soros de pacientes com PCM
em atividade (Puccia et al., 1986; Camargo et al., 1989; Silva et al., 2008).
No entanto, segundo observacdo de Camargo et al. (1989), a terapia
antifngica pode estar envolvida na reducdo do reconhecimento desta

fracdo.

Entre os ensaios soroldgicos existentes, a imunodifusédo dupla (ID) em
gel de agarose tem sido o método utilizado com maior frequéncia na rotina
dos laboratdrios clinicos para o diagnostico da PCM. Esta técnica oferece
baixo custo operacional, sensibilidade variavel (60-100%), especificidade e
valor preditivo proximos de 100%, além de permitir a avaliagdo da eficicia
terapéutica através do acompanhamento dos titulos de anticorpos
especificos (De Camargo e de Franco, 2000; Elias-Costa et al., 2000;
Mendes-Giannini e Melhem, 2001; Camargo, 2008). Segundo Siqueira
(1982), os resultados obtidos a partir desta técnica podem variar devido a
diferentes parametros; entre os quais a preparacao antigénica utilizada, a

manifestacao clinica da doenca e o inicio do tratamento.

Na ID, quando se utiliza como antigeno filtrado de cultura obtido a
partir de células leveduriformes de P. brasiliensis frente a soros de pacientes
com suspeita clinica da doenca, é possivel detectar até trés linhas de
precipitacdo. O aparecimento de uma linha proxima ao orificio do antigeno é
observado em aproximadamente 95 a 98% dos soros de pacientes
portadores de doenca ativa, sendo esta, a Ultima a desaparecer apos a

instauracdo da terapia antifungica. O numero de bandas observadas esta
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intimamente relacionado a severidade da doenca (Siqueira, 1982; Mendes-
Giannini et al., 1994).

Os testes imunoenziméticos, como ELISA ou immunoblotting (IB),
tém sido utilizados para a deteccdo de anticorpos em quase todas as
micoses sistémicas, sendo em todas. Segundo Giannini et al. (1990), a
determinacdo da resposta IgG anti-gp43 é utilizada ndo apenas para o
diagndstico confirmatério da PCM, mas também como um mecanismo para o
acompanhamento da eficdcia do tratamento ao qual o paciente foi
submetido. Os autores verificaram que empregando provas mais sensiveis,
cCoOmo 0s ensaios imunoenzimaticos, foi possivel detectar a presenca de
anticorpos anti-gp 43 em todos os pacientes no momento do diagnostico
clinico. Observou-se, ainda, que pacientes com a forma aguda da doenca
possuiam indices elevados de IgG. Anticorpos da classe IgM anti-gp43
foram detectados em 100% dos pacientes portadores da forma aguda e em
apenas 46,6% dos pacientes com a forma crbnica. A deteccdo de anticorpos
circulantes anti-gp43 diminuiu com a melhora clinica promovida pelo uso de

medicamentos especificos.

O método de ELISA tem sido adotado na pratica sorolégica devido
sua facil exequibilidade, possibilidade de automatizacdo, alta sensibilidade
(95 a 100%) e capacidade de detectar nanogramas de anticorpos por mililitro
de soro. Apesar disso, em relacdo ao imunodiagnéstico da PCM, esta
técnica ainda oferece grandes porcentagens de reatividade cruzada entre
outras micoses, como histoplasmose, aspergilose, candidiase, doenca de
Jorge Lobo, coccidioidomicose, eventualmente, com infec¢gbes causadas por
Mycobacterium sp; ou ainda, frente a soros de pessoas aparentemente
sadias, residentes em areas endémicas para PCM (Siqueira,1982; Camargo
et al. 1984, Elias-Costa et al., 2000; Botteon et al., 2002; Maluf et al. 2003;
Albuquerque et al., 2005).
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O ensaio de ELISA para o sorodiagnéstico da PCM foi utilizado pela
primeira vez por Arango et al. (1982) e depois, simultaneamente, por
Camargo et al. (1984) e Mendes-Giannini et al. (1984), que comprovaram a
existéncia de reatividade cruzada frente a soros heterélogos. Entretanto, os
autores demonstraram que a absorcdo dos soros de pacientes com PCM
com células de C. albicans ou H. capsulatum tornava a reacdo um pouco
mais especifica (Elias-Costa et al., 2000). Camargo et al. (1994) obtiveram
alta sensibilidade e especificidade quando empregaram anticorpos
monoclonais especificos para pelo menos dois epitopos diferentes da gp43,
utilizando ELISA de captura para detectar a presenca de anticorpos anti-

gp43 no soro de pacientes com PCM.

Botteon et al. (2002) realizaram o primeiro estudo epidemiolégico em
individuos doadores de sangue, residentes em area endémica, usando o
teste de ELISA para detectar anticorpos circulantes anti-gp43 de P.
brasiliensis, empregando como antigenos gp43 purificada e exoantigeno
obtido a partir da amostra B-339. Neste estudo, foram avaliados individuos
residentes na area rural de Londrina, PR e moradores de uma grande
metropole, S&o Paulo, SP. A anadlise dos resultados revelou que 21% das
700 amostras de soros provenientes de individuos da zona rural e 0,9% das
350 amostras de soro de individuos residentes em S&o Paulo foram
positivas para ambos o0s antigenos avaliados. Os autores demonstraram que
a absorcdo dos soros com antigeno de H. capsulatum reduziu para 12,8% a
reatividade do grupo rural, abolindo a reatividade do grupo urbano frente a
gp43.

Maluf et al. (2003) detectaram niveis de anticorpos anti-P.
brasiliensis em 27% das 680 amostras de soros de individuos saudaveis,
residentes nos municipios de Campo Mourdo, Maringa, Cianorte e
Umuarama, regido Noroeste do Parana, empregando o ensaio de ELISA
classico, frente a preparacao Ag7 (obtido a partir do isolado B-339).
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Diez et al. (2003), avaliaram a capacidade discriminatéria da
combinacdo de duas fracbes antigénicas purificadas de P. brasiliensis: o
antigeno recombinante de 27 kDa e a proteina de choque térmico de 87
kDa, empregando ELISA de inibicdo, no diagnéstico confirmatdrio de
pacientes com PCM. Foram avaliados soros de 37 pacientes, 40 soros de
individuos portadores de outras patologias (histoplasmose, aspergilose,
criptococose e tuberculose) e 50 soros de individuos saudaveis. Os autores
verificaram que a combinacédo de frac6es antigénicas purificadas propiciou
aumento significativo na sensibilidade da técnica (92%) comparado ao
emprego destas fracdes isoladamente: 49% de sensibilidade para o antigeno

recombinante de 27 kDa e 81% para a fracao de 87 kDa.

Visando minimizar os altos indices de reatividade cruzada e
melhorar a especificidade da técnica de ELISA para o diagndstico da PCM;
Albuquerque et al. (2005) empregaram como antigeno a fracéo de 43 kDa de
P. brasiliensis tratada com diferentes concentracdes de metaperiodato de
sédio. Os autores avaliaram também o comportamento de outros parametros
como a pré-absorcao dos soros testes com antigenos de C. albicans e/ou H.
capsulatum, bem como a diluicdo dos soros de pacientes com PCM na
presenca de galactose, o principal acucar entre fungos patogénicos.
Entretanto, mesmo apds todas essas adaptacdes, o melhor indice de
especificidade obtido foi de 84%, sugerindo que nenhum dos procedimentos
adotados foi suficiente na eliminagao da reatividade cruzada.

Camargo et al. (1989) e Restrepo (1992) verificaram, por
immunoblotting, que anticorpos IgG anti-P. brasiliensis reagiram contra
quatro componentes fangicos principais com massa molecular de 70, 52, 43
e 20-21 kDa, presentes no antigeno Ag7, obtido a partir do isolado B-339;
predominando a glicoproteina de 43 kDa (gp43), reconhecida por 100% dos
soros de pacientes com PCM. Apesar desta metodologia ser extremamente
sensivel, o IB ndo é, ainda, acessivel a rotina diagndstica da PCM, sendo
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mais comumente utilizado para a imuno-caracterizacao de antigenos de P.

brasiliensis (Restrepo, 1992 e Elias-Costa et al., 2000).

Mendes-Giannini et al. (1989) avaliaram, por IB, pacientes com PCM
juvenil e verificaram que 100% das amostras obtidas antes do inicio da
terapia antifungica reconheceram de forma especifica a fracdo purificada de
43 kDa. A partir do décimo més de tratamento, a deteccdo da mesma foi
observada com menor frequéncia, tornando-se indetectavel apds 24 meses.
Os autores constataram, ainda, que 100% dos soros de pacientes com PCM
crdnica, que ndo se encontravam em vigéncia terapéutica, reagiram frente a
gp43 e que nenhuma amostra de paciente considerado clinicamente curado

reconheceu esta mesma fracao.

Segundo Del Negro et al. (1995) sdo raros os casos de pacientes
gue apresentam auséncia de reatividade para P. brasiliensis pelas provas de
imunodifusdo dupla e contraimunoeletroforese (CIE). Entretanto, quando os
Soros nao reagentes por estas técnicas, foram avaliados por IB, verificou-se
gue os mesmos reagem frente as moléculas de 43 e 70 kDa, consideradas
marcadores soroldgicos da doenca.

Blotta e Camargo (1993) ao avaliarem, por IB, 60 soros de pacientes
com PCM demonstraram que 100% das amostras reconheciam de forma
especifica a gp43; utilizando cell-free antigen (CFA) obtido a partir do isolado
B-339. Recentemente, Moreto et al. (2008) empregando a mesma
metodologia para avaliar soros de 64 pacientes com PCM ativa (32
reagentes e 32 nao reagentes para P. brasiliensis por ID), observaram que
todos os soros reagiram frente a gp43, utilizando antigeno metabdlico do
isolado 113 de P. brasiliensis, corroborando com os achados anteriores.

Takahachi et al. (1999) analisaram 78 soros de pacientes com

suspeita clinica de PCM, que apresentaram auséncia de reatividade pela

prova de ID. Neste estudo, os autores empregaram como antigeno filtrado
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de cultura do isolado B-339 de P. brasiliensis, cultivado durante sete (7) dias
em caldo YPD (extrato de levedura, peptona e dextrose), a 35°C, sob
agitacao constante, e verificaram que, por IB, 51 amostras (65,4%) reagiram

de forma especifica frente a gp43 de P. brasiliensis.

Silva et al. (2008) analisaram 23 amostras de soro de pacientes com
suspeita clinica de PCM e verificaram que 65% apresentavam auséncia de
reatividade para P. brasiliensis por ID. A andlise por IB, destes soros nao
reagentes por ID, revelou 95,4% de reatividade frente a gp43 e 100% frente
a gp70, empregando-se antigeno obtido no 5° dia de cultura da amostra 113
de P. brasiliensis. Estes resultados demonstraram que o emprego do IB
aumenta substancialmente a sensibilidade do imunodiagnostico da PCM. Os
autores sugerem, inclusive, a ado¢édo de, pelo menos, dois (2) ensaios
sorolégicos para deteccdo de anticorpos, nos casos de diagnostico

duvidoso.

Vidal et al. (2005) relatam o caso de um paciente com
comprometimento pulmonar que apresentou resposta sorolégica atipica; ou
seja, ndo reagiu pela técnica de immunoblotting frente a molécula de 43 kDa;
reagindo, contudo, frente a fracdo antigénica de 70 kDa, descrita na
literatura como sendo reconhecida por aproximadamente 96% dos soros de
pacientes com PCM (Camargo et al. 1989). Este fato pode ser explicado
pelos achados de Campos et al. (1995) e Souza et al. (1997) que versam

sobre as diferentes isoformas da gp43.

A observacgédo de resultados falso-negativos nos ensaios sorolégicos
que pesquisam anticorpos anti-P. brasiliensis podem corresponder de 33 a
66% das amostras avaliadas por ID em pacientes com PCM associada ao
HIV/Aids (Marques et al. 1995; Paniago et al., 2005). Bellissimo-Rodrigues et
al. (2010) demonstraram que a deteccdo de anticorpos no soro desses
individuos é inferior em relacdo aos portadores de PCM endémica, mesmo

utilizando técnicas mais sensiveis como CIE e ELISA. Neste caso, a
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pesquisa de antigenos fungicos especificos em diferentes fluidos bioldgicos
pode auxiliar o diagnostico laboratorial (Gomez et al., 1998).

Marques-da-Silva et al. (2003; 2004) avaliaram o desempenho de
um ELISA de inibicdo na pesquisa de antigenos especificos em pacientes
com PCM, utlizando anticorpo monoclonal anti-gp43. Os autores
demonstraram a presenca de gp43 em 96,3% das amostras de soro
avaliadas, com média de concentracdo de antigeno de 9,87 pg/ml; e em
100% das amostras de liquor e lavado bronqueoalveolar (LBA), com
concentragdo meédia de 19,26 e 16,06 pg/ml, respectivamente. A gp70 foi
detectada em 98,8% das amostras de soro e em todas as amostras de liquor
e LBA, com médias de concentracéo inferiores a gp43 (8,19; 6,78 e 7,5
pg/ml). Os autores propdem que a quantificagdo de gp70 no soro possa ser
utilizada na avaliagédo de pacientes durante o tratamento.

Goldani e Sugar (1998) sugerem que 0 uso da reacdo em cadeia
pela polimerase (PCR) poderia ser ferramenta Gtil no diagndstico precoce da
PCM. Por ser um método mais sensivel, especifico e rapido, tem sido
amplamente utilizado na detec¢cdo de uma variedade de micro-organismos.
Entretanto, até os dias de hoje, ndo existem protocolos de extracdo, nem
primers padronizados para a pesquisa de DNA fangico em amostras

biolégicas, ficando cada laboratério com sua prépria metodologia?.

Bialek et al. (2000) empregaram a técnica de nested PCR para
detectar fragmentos de DNA de P. brasiliensis, utilizando primers derivados
do gene codificador da gp43 como alvo. As amostras de DNA foram obtidas
a partir de homogenato de pulmao de 23 camundongos BALB/c infectados
pela via intranasal com conidios de P. brasiliensis, de camundongos ICR

2 Comentario realizado pela Dr.2 Beatriz L. Gomez do Laboratorio Central de Investigaciones, Facultad
de Medicina, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia, durante curso “Convencional e Molecular
Diagnosos of Endemic and Opportunistic Mycosis”, realizado no Xl International Meeting on
Paracoccidioidomycosis — PCM 2011.
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infectados com H. capsulatum e de camundongos nédo infectados. Os
autores observaram que em 23 homogenatos de pulm&o dos animais
infectados por P. brasiliensis foi possivel a detec¢cdo de material genético
compativel com o agente etiolégico da PCM, ou seja, foram observadas
bandas de 196 pares de bases (pb). Dessa forma, os autores sugeriram que,
pelo fato de ser a nested PCR, uma metodologia sensivel e especifica, a

mesma poderia ser utilizada no diagnéstico da PCM em amostras de tecido.

Gomes et al. (2000) relatam o emprego da técnica de PCR para a
deteccdo de DNA de P. brasiliensis em saliva de 11 pacientes portadores da
forma crénica da PCM, empregando o primer PC2-PC6. Os autores
observaram que todas as amostras analisadas foram positivas apresentando
uma banda de 0,6 kb. Entretanto, a pesquisa do patdgeno em amostras de
sangue de pacientes parece ndo ser recomendada para o diagnostico

molecular da PCM.

Siqueira (2008) observou 56% de positividade por PCR analisando
amostras de biépsia de pacientes com PCM ativa; entretanto, ndo obteve
deteccdo de DNA nas amostras de sangue de pacientes doentes. Esses
dados estédo de acordo com Charbel et al. (2006) que também n&o obtiveram
éxito na detecgcao molecular de P. brasiliensis em amostras de soro de
pacientes. A baixa taxa de detecgcdo relatada pode estar baseada na
observacéo da escassez de fungemia pelo patégeno e de seu isolamento
em culturas de sangue de pacientes e animais infectados (Singer-Vermes et
al., 1993).
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1.2. Histoplasmose

A histoplasmose classica (HP), ou Doenca de Darling, € uma
infeccdo causada por Histoplasma capsulatum, um fungo geofilico e termo-
dimérfico (Lacaz et al., 2002; Kasuga et al, 2003). E uma micose sistémica,
cosmopolita, de ampla distribuicdo geografica; com deteccdo de casos
autoctones em mais de 60 paises, apresentando maior prevaléncia no
continente americano e africano. Nas Ameéricas estende-se desde o sul do
Canada até as regibes centrais da Argentina, sendo que as zonas
endémicas de maior importancia se situam em Ohio, Bacia do Rio Prata,
Serra do Mar, Vales do Rio Mississipi e Missouri (Zancopé-Oliveira e Wanke,
1987; Wu-Hsieh e Howard, 1989; Silva et al., 1999; Negroni, 2001; Lacaz et
al., 2002; Panackal et al., 2002).

H. capsulatum € habitualmente encontrado em regides de clima
tropical ou temperado, com temperatura média anual entre 15 a 22°C, indice
pluviométrico anual de 1.000 mm e umidade relativa do ar de 67 a 87%
(Negroni, 2001; Lacaz et al., 2002). Esta espécie flungica, como a grande
maioria das espécies pertencentes ao Reino Fungi, € ubiquo, ou seja,
apresenta como habitat ndo apenas o solo das grutas e cavernas, nem
somente locais onde ha criacdo de aves. Pode, também, ser encontrada em
areas publicas como parques, pracas, bosques e cole¢des hidricas, bem
como chacaras, sitios e fazendas, forros de casas e/ou celeiros habitados
por morcegos (Zancopé-Oliveira e Wanke, 1987; Wu-Hsieh e Howard, 1989;
Silva et al., 1999; Negroni, 2001).

No Brasil, assim como as demais infec¢cdes causadas por fungos
patogénicos, o fato da HP nao ser doenca de notificagdo compulséria torna
extremamente dificil o mapeamento da real distribuicio da doenca. A
incidéncia desta micose tem sido demonstrada pela observacdo de casos
clinicos autéctones, seja sob a forma de casos isolados ou sob a forma de
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microepidemias; bem como pela realizacdo de inquéritos epidemiologicos
empregando o teste cutaneo com histoplasmina.

Diversos estudos tém demonstrado variabilidade na endemicidade da
HP. Casos de infec¢ao e doencga foram relatados nos Estados de S&o Paulo,
Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Minas Gerais, Parana, Santa Catarina,
Goias, Amazonas, Bahia, Para e Pernambuco (Londero e Ramos, 1978;
Lacaz et al., 1984; Zancopé-Oliveira e Wanke, 1987; Silva-Vergara e
Martinez, 1998; Severo et al., 2001; Cury et al., 2001, Vicentini-Moreira et al.,
2008; Passos, 2009). As regidbes Sudeste e Centro-Oeste do pais
apresentaram, em inquéritos epidemiolégicos, as maiores taxas de
positividade em teste cutaneo, 3,0-93,2% e 4,4-63,1%, respectivamente
(Guimaréaes et al., 2006).

Segundo Kwon-Chung e Bennett (1992), locais onde existem
elevadas concentracdes de aves ou morcegos podem dar origem a surtos
epidémicos ou microepidémicos que diferem em sua magnitude quando da
exposicao simultdnea de pessoas ao agente infectante. Wheat et al. (1982)
relataram o que talvez tenha sido a maior epidemia de HP ja descrita, em
uma pequena cidade de Indianapolis, EUA. Os autores descreveram que
apos o desmatamento de um bosque, possivelmente, o vento tenha levado,
a “poeira criada”, contendo particulas fungicas infectantes, aos prédios
vizinhos da regido, resultando em um saldo de 120.000 pessoas
presumivelmente infectadas; 488 casos de doenca e 60 pacientes com

histoplasmose fatal ou muito grave.

Wanke (1985) determinou a frequéncia da HP infec¢ao, empregando
o teste de hipersensibilidade do tipo tardio, avaliando uma populacéo de 453
individuos, residentes em Praia Vermelha (Ilha Grande, Angra dos Reis, RJ)
encontrando 94,6% de positividade. Zancopé-Oliveira e Wanke (1986)
realizaram em area periurbana do municipio do Rio de Janeiro (localidade de
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Rio da Prata) inquérito epidemiologico, empregando histoplasmina, em 470
escolares, com faixa etaria entre 5 a 14 anos, encontrando 19,6% de

positividade.

Zancopeé-Oliveira e Wanke (1987) avaliaram o indice de contaminagao
do solo pelo H. capsulatum na localidade de Rio da Prata (RJ), area
periurbana com caracteristicas rurais. A analise de 111 amostras de solo
coletadas em diferentes locais revelou positividade em oito (8) (7,2%). Todas
as amostras analisadas foram colhidas de galinheiros, sendo que em um
destes foi observado a existéncia de guano de morcegos. Segundo o0s
pesquisadores, o elevado nivel de contaminacdo do solo nesta regido pode
ser comparado aos niveis observados em éareas endémicas para HP nos
EUA.

Zembrzuski et al. (1996) demonstraram a endemicidade da HP no
Estado do Rio Grande do Sul ao realizar inquérito epidemioldégico na regiao
do Vale do Rio Jacui. Segundo os autores, H. capsulatum foi isolado do solo
e 89% da populagdo masculina jovem desta regido apresenta positividade
ao teste cutaneo com histoplasmina.

No Brasil, diversos trabalhos relatam o encontro do agente etioldgico
da HP em todas as regides da Federacdo. Desde 1958, foram relatadas 27
microepidemias em dez Estados (Rio de Janeiro, Sao Paulo, Distrito
Federal, Rio Grande do Sul, Paraiba, Amazonas, Minas Gerais, Bahia, Santa
Catarina e Mato Grosso do Sul). O nimero de casos suspeitos nestes surtos
variou de dois (2) a 35 e as principais fontes de infeccdo foram: visitas a
grutas contendo grandes quantidades de fezes de morcego, seguidas por
visitas a minas abandonadas e contato com excretas de galinhas confinadas
em galinheiros (Unis et al., 2005; Oliveira et al., 2006; Lima et al., 2008;
Vicentini-Moreira et al., 2008, Passos, 2009) (Quadro 1).
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Quadro 1 : Microepidemias de histoplasmose no Brasil: 1958 a 2008*.

Ano Cidade
1958  Paraiba do Sul
1959 Santa Teresa
1966  Ubatuba
1967 Brasilia

1971/73 Ubatuba
1972  Vassouras
1975 Rio de Janeiro
1978 Angra dos Reis
1978 Canoas
1981 Rio de Ouro
1981 S3o Gongalo
1981 Sao Gongalo
1981  Itaipava-Petrdpolis
1982  Sao Gongalo
1982  Itaipava-Petrdpolis
1982  Niterdi
1984  PendotibaNiteroi
1984 Tingua
1986  Borborema
1993  Taquari
1993 Manaus
1997  Pedro Leopoldo
2000 Jequié
2003  Niteroi
2005  Porto Alegre
2006* Blumenau
2007 Caceres
2007  Arapei

NR: Nao referido
* Ano da publicacdo

UF

RJ
RJ
SP
DF

RS RRRRRRRERRRRRY

MG

RS
SC
MS
SP

Fonte de infeccao

Gruta com morcegos
Caixa d"agua

Forro de casa

Gruta com morcegos
Gruta com morcegos
Gruta com morcegos
Gruta com morcegos
Gruta

Oco de arvore com morcegos
Gruta

Mina abandonada

Mina abandonada

Minas abandonadas
Gruta com morcegos
Minas abandonadas

Mina abandonada

Galeria de aguas
Galinheiro

Chaminé com morcegos
Galinheiro

Gruta com guano
Caverna com morcegos
Pordo com morcegos
Forno desativado
Adubagem - fezes de galinha
Forro de casa com guano
Caverna com morcegos
Caverna com morcegos

Total:

Casos Referéncia

13 Paula, 1959

7  Paula, Aidé, 1979

8 Fava Netto et al., 1967
14 Schmidt etal., 1973
10 Fava Netto et al., 1976
5  Paula, Aidé, 1979

5 Régoetal., 1976

8 Paula, Aidé, 1985

2 Severoetal., 1981

10 Paula, Aidé, 1985

10 Wanke, 1985

4  Wanke, 1985

10 Wanke, 1985

6  Verbicario et al., 1993
5 Wanke, 1985

6  Wanke, 1985

17 Paula, Aidé, 1985

12 Paula, Aidé, 1985

6 Fernandes et al., 1989
2 Severoetal., 1993

8 Suzaki etal., 1995

4  Curyetal., 2001

4  Martins et al., 2000

5 Martins et al., 2003

3 Unis et al, 2005

2  Oliveira et al., 2006
34 Lima etal., 2008

35 Vicentini-Moreita et al., 2008
255

*Adaptado de Passos (2009).

Interessante comentar, que a ocorréncia de microepidemias ou
surtos de HP tem aumentado entre individuos que buscam no ecoturismo
uma nova forma de lazer (Cury et al., 2001; Anjos et al, 2007; Anjos et al.,
2008; Vicentini-Moreira et al. 2008, Passos, 2009). Na América do Norte, a
HP tem sido considerada por diversos pesquisadores como doenca
recreacional entre espeledlogos. Panackal et al. (2002) relatam que 60 a
64% dos individuos que possuem o habito de frequentar cavernas e/ou

grutas apresentam teste cutaneo positivo a histoplasmina.
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Anjos et al. (2007, 2008) avaliaram por IB, soros de profissionais que
trabalham como guia do Parque Turistico do Petar e de individuos que tém
como atividade de lazer o habito de visitar cavernas, verificando que 100%
dos soros analisados reconheceram de forma especifica a fracdo M de H.
capsulatum. Estes estudos demonstraram que individuos que apresentam
como atividade profissional, ou hobby, a pratica de visitar cavernas entram
em contato com o fungo, podendo, em conjunto com outros fatores,

desenvolver HP-infeccao.

Vicentini-Moreira et al. (2008) relataram um surto de histoplasmose
pulmonar aguda, ocorrido na cidade de Arapei, Sdo Paulo, apds a visita de
um grupo de 35 individuos a uma caverna habitada por morcegos e que ja
havia sido anteriormente interditada ap6s a confirmacgao do isolamento de H.
capsulatum. Neste estudo, a confirmacédo da infeccdo por esta espécie
fungica foi realizada empregando-se provas imunologicas (imunodifusao
dupla e immunoblotting) visto ndo ter ocorrido coleta de material para analise
micoldgica. A analise sorolégica das amostras realizadas apds a visita a
caverna, revelou que apenas um (1) individuo apresentou anticorpos séricos
especificos por ID, enquanto 62% apresentaram reatividade por IB.
Entretanto, a avaliacdo das amostras coletadas dois (2) meses apos a
“suposta” exposicdo ao agente etiologico, demonstrou a presenca de
anticorpos anti-H. capsulatum em 97% das amostras pela prova de
imunodifusdo e em 100% por immunoblotting. A deteccao das fracbes He M

permitiu aos autores, confirmar a infec¢cdo aguda dos individuos.

Acredita-se que o mecanismo de infeccao por H. capsulatum se faca
pela via aérea superior por meio da inalagdo de propagulos fangicos
infectantes. Estes se instalariam primeiramente nos alvéolos pulmonares,
invadindo posteriormente os linfonodos hilo-mediastinais com consequente
disseminacdo pela corrente sanguinea. A partir dai, a extensdo da doenca
sera determinada pela resposta tissular do hospedeiro contra 0 processo
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infeccioso (Wu-Hsieh e Howard, 1989; Eissenberg e Goldman, 1991; Silva et
al., 1999; Marques et al., 2000; Lacaz et al., 2002).

As manifestacdes clinicas da HP incluem desde a forma
assintomatica, pulmonar aguda, pulmonar crénica a infecgdo extrapulmonar
disseminada (Goodwin et al., 1980; Goodwin et al., 1981; Eissenberg e
Goldman, 1991; Alves, 1996; Silva et al., 1999, Ferreira e Borges, 2009).
Nos pacientes imunodeprimidos, principalmente nos portadores de HIV/Aids,
doencas neoplasicas, transplantados e diabéticos, a infeccdo por H.
capsulatum representa doenca de alta gravidade ou sério risco de
disseminacao (Wheat et al., 1991; Wheat et al., 1992; Alves, 1996; Marques
et al., 2000).

Estima-se que cerca de 90 a 95% dos individuos que se infectam
por H. capsulatum n&o desenvolvem a doenca ou apresentem
sintomatologia clinica leve, evoluindo para cura espontanea. Estas
manifestacdes sdo conhecidas por HP infeccdo ou HP pulmonar aguda. A
gravidade da doenca em individuos imunocompetentes parece estar
relacionada ao niumero de microaleuroconidios inalados. Individuos higidos
podem apresentar tosse, febre, dispnéia e astenia em uma (1) (reinfeccéo) a
trés (3) (infeccdo primaria) semanas apos exposi¢cdo ao fungo (Goodwin e
Des Prez, 1978; Wu-Hsieh e Howard, 1989; Eissenberg e Goldman, 1991,
Silva et al., 1999; Marques et al., 2000; Lacaz et al., 2002).

A HP disseminada apresenta evolucdo potencialmente fatal
decorrente da deficiéncia da imunidade celular do hospedeiro, estando
intimamente relacionada a infec¢cdes oportunistas. Entre os possiveis
hospedeiros estdo as criancas com imaturidade imunoldgica, idosos
debilitados, imunossuprimidos e individuos portadores do HIV (Lacaz et al.,
1999; Silva et al., 1999). Importante comentar, que com o advento da aids,
em 1981, observou-se aumento do niumero de casos de HP disseminada

associada aquela patologia, apresentando-se como a primeira infeccéo
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oportunista combinada a outras infecgcdes e/ou neoplasias, desencadeada
provavelmente pelo despertar de processos pulmonares quiescentes, em
pacientes residentes ou procedentes de zonas endémicas. Este fato levou o
CDC (Center Diseases Control), em 1985, quando n&o havia provas
sorolégicas e moleculares para a identificagdo do HIV, a incluir a HP
disseminada como infeccédo “definidora” de aids (Wheat et al., 1986).

A HP associada a aids pode apresentar quadro clinico benigno,
moderadamente grave ou grave. Alves (1996) evidenciou em pacientes co-
infectados, sintomas como febre, perda de peso, dispnéia, lesbes cutaneas
disseminadas, adenomegalia, hepato e esplenomegalia, bem como infiltrado
intersticial difuso dos pulmdes. Em geral, este quadro apresenta elevada
letalidade, com grande incidéncia de lesdes mucocutaneas, podendo ser
semelhante a tuberculose miliar, 0 que induz os médicos a pensarem nesta
altima infeccéo, por ser uma patologia de alta frequéncia no Brasil. Desta
forma, acaba-se nado considerando a HP disseminada no diagnéstico
diferencial; promovendo, consequentemente, prejuizo na instauracdo de
terapia antifingica adequada (Alves et al., 1994; Lacaz et al., 2002). Em
zonas endémicas, a HP acomete de dois (2) a cinco (5) por cento dos
pacientes com aids, podendo atingir 25% nas regifes de alta endemicidade
(Alves et al., 1994).

O tratamento especifico da HP apenas é indicado em pacientes
imunodeprimidos, visando principalmente evitar a progressdo da doenca.
Nestes casos, aplica-se uma série curta de anfotericina B, até completar
dose total de 500 mg, ou cetoconazol, em dose de 400 mg/dia, por seis
meses, ou itraconazol 100 mg/dia, por igual periodo. Nos casos associados
a aids, é aconselhavel profilaxia secundaria com 100 mg/dia de itraconazol,

durante um ano (Kauffman, 2000, Ferreira e Borges, 2009).

O tratamento da forma aguda sintomatica é realizado empregando-

se apenas medidas de suporte ventilatério em individuos que apresentem

53



casos mais graves, visto que o processo infeccioso evolui espontaneamente
(Kauffman, 2000). Goldman (1994) ressalva que o emprego de terapia
antifangica s6 se justifica, nestes casos, quando os sintomas néao regridem
apos uma (1) a trés (3) semanas de acompanhamento ou quando o paciente

necessita de hospitalizacéo.

1.2.1. Diagnostico laboratorial da histoplasmose

O diagndstico definitivo da HP é a identificacdo do agente etioldgico
por processos histologicos, pelo exame a fresco e/ou o isolamento do fungo
em cultura (Kwon-Chung e Bennett, 1992; Lacaz et al., 2002, Yeo e Wong,
2002; Guimaraes et al, 2006; Ferreira e Borges, 2009). O exame direto, em
microscopia Optica, permite a observacdo de células leveduriformes de H.
capsulatum em diferentes materiais biologicos (secrecbes do trato
respiratorio, aspirado de medula 6ssea, esfregacos sanguineos periféricos,
Ulceras bucais, raspados cutaneos, liquor, linfonodo e urina) fixados em
laminas, por meio de esfregacos e imprints, empregando-se as técnicas de
coloracbes de May-Grunwald-Giemsa, Wright ou Leishman (Lacaz et al.,
1984; Rincon, 1989; Kwon-Chung e Bennett, 1992; Lacaz et al., 1998; Sidrim
e Oliveira, 1999; Mendes-Giannini e Melhem, 2001; Lacaz et al., 2002; Artal,
2004).

A visualizacéo das formas fungicas pode também ocorrer em cortes
histolégicos, geralmente corados pelas técnicas de HE, PAS ou Gomori-
Grocott. Em laminas coradas pela HE, € possivel a visualizacdo de formas
fungicas esféricas ou ovais ligeiramente basofilicas, com dois (2) a quatro (4)
mm de diametro e halo envolvente, geralmente ocorre no interior das células
do sistema reticulo endotelial ou liberadas no tecido. Raramente encontram-
se brotamentos, mas quando presentes sao unipolares (Lacaz et al., 1984;
Rincon, 1989; Kwon-Chung e Bennett, 1992; Lacaz et al., 1998; Sidrim e
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Oliveira, 1999; Mendes-Giannini e Melhem, 2001; Lacaz et al., 2002; Artal,
2004).

Merece atencdo especial o fato de que, em alguns casos, €
extremamente dificil diferenciar em tecido, células de H. capsulatum e
células de C. glabrata, C. neoformans, Penicillium marneffei, P. jeroveci, H.
farciminosum e formas diminutas de Blastomices dermatitidis. Do mesmo
modo, €& recomendavel a realizacdo do diagnostico diferencial para
protozoarios como Leishmania sp e Toxoplasma gondii, que apresentam
formas intracelulares semelhantes ao H. capsulatum (Mendes-Giannini e
Melhem, 2001; Lacaz et al., 2002; Guimaraes et al., 2006).

Apesar de fornecer diagndéstico precoce, o exame histopatolégico se
apresenta menos sensivel guando comparado a cultura, devido a dificuldade
na observacdo das leveduras, pois muitas vezes os laboratoristas tém pouca
experiéncia em identificar H. capsulatum. Além disto, o estudo morfoldgico
deste patégeno em tecidos ndo € conclusivo, impedindo, portanto, sua
identificacdo (Almeida e Lacaz, 1947, Ponton, 2002, Artal, 2004).

O crescimento de H. capsulatum em cultura é fastidioso, requerendo
de seis (6) a 12 semanas de incubacao a temperatura ambiente (25-27° C).
Observa-se a producao de hifas hialinas, septadas, produtoras de micro e
macroconidios em diferentes estagios de desenvolvimento. A reversdo da
fase de micélio para levedura, cultivando o fungo em agar BHI suplementado
com cinco (5) a 10% de sangue ou soro bovino fetal ou L-cisteina, a 35-
37T, é necessaria e imprescindivel para confirmacdo de H. capsulatum
(Rincon, 1989; Wu-Hsieh e Howard, 1989; Fressatti et al., 1992; Alves, 1996;
Lacaz et al., 1998; Sidrim e Oliveira, 1999; Lacaz, et al., 2002; Guimaraes et
al., 2006).

55



Assim como na PCM, a pesquisa de anticorpos circulantes anti-H.
capsulatum atua como ferramenta fundamental no diagndstico presuntivo da
HP. A imunodifusdo dupla em gel de agarose é a técnica sorolégica mais
utilizada para o diagnéstico da HP, por ser de facil execucdo e oferecer
baixo custo operacional. Apresenta, ainda, alta especificidade (90-100%) e
valor preditivo proximos de 100%, enquanto sua sensibilidade fica em torno
de 70 a 100% (Elias-Costa et al., 2000; Mendes-Giannini e Melhem, 2001;

Guimaraes et al. 2006).

Na pesquisa de anticorpos anti-H. capsulatum em soros de
pacientes com HP por imunodifusdo dupla, pode-se observar até seis faixas
de precipitacdo, sendo duas mais frequentes, denominadas H e M. Estas
faixas sdo consideradas suficientes para diagnosticar, com seguranca, a
patologia. A reatividade do soro de paciente frente ao antigeno M sugere
que o individuo tenha entrado em contato com o patdégeno ou fora imunizado
com histoplasmina. A faixa H € detectavel junto com a M em vigéncia de

alguma infecgéo em curso (Heiner, 1958).

Anticorpos precipitantes anti-M s@o detectados em até 85% dos
pacientes que apresentam as formas aguda e crénica de HP e podem ou
nao estar associados a doenca ativa. Individuos com reacado intradérmica
positiva a histoplasmina, ou com infeccdo remota, podem apresentar
anticorpos circulantes contra este antigeno (Hopwood e Evans, 1991;
Mendes-Giannini e Melhem, 2001; Yeo e Wong, 2002).

A deteccéo do antigeno H indica HP ativa, podendo ser observada
até dois anos ap0s a cura clinica do paciente; raramente ocorre na auséncia
de M, sendo detectado pela reacdo de fixagdo de complemento (FC), onde
os anticorpos fixadores do complemento podem ser demonstrados na
maioria dos pacientes com a doenca, ja a partir da quarta semana apos a
infeccdo, sendo, portanto considerada mais sensivel do que a ID (Di Salvo et
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al., 1980; Mendes-Giannini e Melhem, 2001). O ensaio de FC é realizado
tanto com antigenos da fase miceliana como da fase leveduriforme de H.
capsulatum, apresentando sensibilidade de 90 a 80%, respectivamente
(Mendes-Giannini e Melhem, 2001).

Kleger e Kaufman (1973) avaliaram a técnica de
contraimunoeletroforese objetivando a identificacdo rapida e especifica das
fracdes H e M de H. capsulatum. Os autores demonstraram que esta técnica
foi capaz de identificar anticorpos circulantes anti-H e anti-M em 81% das
amostras (42 pacientes). No mesmo estudo, os autores também avaliaram
as amostras por ID e FC, obtendo reatividade em 83 e 88% dos pacientes,

respectivamente.

A aplicagdo dos ensaios imunoenziméticos no diagnostico precoce
da HP tem sido demonstrada, principalmente nos casos de forma aguda da
doenca, devido a demora na deteccdo da soroconverséao, quando se utilizam
técnicas menos sensiveis como a ID ou FC (Leimann et al., 2005). Torres et
al. (1993) constataram que o0 ensaio de ELISA, empregando anti-lgG
humana, apresentava sensibilidade de 86% e especificidade de 91%,
enquanto, com a utilizacdo de anti-lgM humana, obtiveram sensibilidade de
66% e especificidade de 100%. Por immunoblotting, foi possivel verificar o
reconhecimento de quatro fracdes antigénicas, com massa molecular
aparente de 38, 70, 83 e 91 kDa. Os autores concluiram que ambas as

técnicas podem ser aplicadas no diagnostico confirmatério da HP.

Pizzini et al. (1999) avaliando a especificidade do ensaio de
immunoblotting empregaram como antigeno, as fracbes H e M de H.
capsulatum, obtidas por cromatografia de troca iGnica a partir de filtrado de
cultura (histoplasmina) e deglicosiladas pelo tratamento com metaperiodato
de sbdio. A analise dos resultados revelou uma maior capacidade
discriminatoria desta técnica, frente a 20 soros de pacientes com HP

pulmonar aguda, quando comparada as reacdes de ID e FC frequentemente
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utilizadas na rotina diagndstica. Os autores demonstraram, também, que a
sensibilidade do ensaio foi de 100% e a especificidade melhorou de 46,1%,
quando utilizadas as fracbes H e M sem tratamento, para 91,2%, apos

oxidacao das porc¢des glicidicas.

Freitas (2005) avaliou por 1B, 22 soros de pacientes com HP-doenca
e sete (7) com HP-infeccdo. Verificaram que 100% das amostras de
pacientes com HP-doenca apresentaram reatividade frente as fracbes He M
de H. capsulatum, ao passo que todos os soros do grupo HP-infeccéo

reagiram somente frente a fracdo M.

Kohara et al. (2007) avaliaram 69 soros de pacientes com
confirmacédo clinica ou micologica de HP pelas técnicas de ID e IB frente a
filtrado de cultura obtido da amostra 200 de H. capsulatum, cultivada por 33
dias a 27° C, em agar Sabouraud-dextrose. Os autores observaram por ID,
que apenas 10% dos soros apresentaram reatividade, enquanto que 62%
reconheceram, por IB, as fracdes H e M indicando doencga ativa e 24%, a

fracdo M revelando o contato prévio com H. capsulatum.

Passos et al. (2011) avaliando resultados obtidos a partir de anélises
realizadas por ID e IB em amostras de pacientes com histoplasmose aguda,
observaram que a concordancia entre os métodos utilizados foi satisfatoria,
variando de ligeira a boa, de acordo com o tempo de infec¢ao do paciente. O
teste de IB se apresentou de maneira geral, mais sensivel que a ID (80%
versus 48%), com a vantagem de ser capaz de identificar precocemente
pacientes com infecgéo recente (67% versus 3%). Segundo os autores, uma
vez instaurado o fenébmeno de soroconversdo, o desempenho dos métodos

se torna semelhante (100% versus 97%).
O diagndstico sorolégico baseado na pesquisa de anticorpo

circulante anti-H. capsulatum apresenta valor limitado em pacientes

portadores de aids e HP disseminada, bem como naqueles pacientes com
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manifestacdes pulmonares severas. Nestes casos, a detec¢do de antigenos
fungicos assume grande importancia (Hopwood e Evans, 1991; Kwon-Chung
e Bennett, 1992; Hamilton e Gomez, 1998; Mendes-Giannini e Melhem,
2001; Yeo e Wong, 2002; Lacaz et al., 2002).

Gomez et al. (1997) padronizaram um ELISA de inibicdo para
deteccdo de antigeno circulante de H. capsulatum, utilizando anticorpo
monoclonal contra a fragcdo antigénica especifica de 69-70 kDa. A
sensibilidade do ensaio foi de 71,4%, variando de 57,1 a 88,9% de acordo
com a forma clinica da doenca. A especificidade foi de 98% quando
utilizados soros humanos de pacientes normais de areas endémicas,
diminuindo para 85,4%, quando avaliados soros de pacientes com outras

micoses.

Wheat (2003) afirma que a sensibilidade da deteccdo de antigenos
de H. capsulatum € maior em amostras de urina do que em soro. Além
disso, pacientes com histoplasmose raramente apresentam antigenemia

sem antigendaria.

Zimmerman et al. (1989) compararam as técnicas de
radioimunoensaio (RIA) e ELISA visando a deteccdo do antigeno
polissacaridico de H. capsulatum em amostras de urina de pacientes com
HP; individuos portadores de outras infecgbes fungicas e individuos
saudaveis. A sensibilidade das técnicas foi similar em pacientes com a
doenca disseminada (89,5% no teste de ELISA e 94,7% em RIA), 0 mesmo
ocorrendo em relacdo a especificidade (95%). Os autores concluiram que a
técnica de ELISA apresenta menor sensibilidade quando comparada ao RIA
podendo apresentar resultados falso-negativos em amostras clinicas que

contenham baixos niveis de antigenos circulantes.

Estudos demonstram que antigenos de H. capsulatum podem ser

detectados na urina de aproximadamente 75-80% dos pacientes com
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histoplasmose pulmonar aguda e 80-95% daqueles com histoplasmose
disseminada (Wheat, 2003). Segundo Guimarées et al. (2006), os ensaios
de ELISA sanduiche e ELISA de inibicAo ndo apresentam diferenca de
resultados na pesquisa de antigenos em soros de pacientes com
histoplasmose. Entretanto, o método ELISA sanduiche parece ser mais

efetivo na pesquisa de antigendria nos mesmos pacientes.

O aumento expressivo na incidéncia de infecgbes fungicas
principalmente entre pacientes imunocomprometidos, associado ao fato dos
métodos sorolégicos apresentarem limitagbes como a existéncia de
reatividade cruzada pela presenca de epitopos semelhantes entre as
espécies fangicas, tem reforcado a necessidade da implantacdo de técnicas
diagnosticas, empregando métodos moleculares, de rapida execucao e de
grande acuracia, visando a elucidac¢ado de processos fungicos invasivos (Yeo
e Wong, 2002; Guedes et al., 2003).

Os métodos de amplificacéo e hibridizacdo do &cido nucléico séo de
fundamental importancia para o diagndstico molecular (Lacaz et al., 2002;
Yeo e Wong, 2002). Métodos moleculares para identificacdo de DNA
espécie-especifico em isolados fungicos tém sido propostos na tentativa de
diminuir o tempo consumido pelo processo de reversao da cultura de micélio
para levedura, que pode levar de trés (3) a quatro (4) semanas. Além disso,
sdo mais seguros limitando a possibilidade de infeccdo em laboratério
(Huffnagle e Gander, 1993; Rickerts et al.,, 2002; Guedes et al., 2003;

Guimaraes et al., 2006).

Reacdes em cadeia da polimerase e de nested-PCR vém sendo
desenvolvidas a fim de se detectar DNA de H. capsulatum, a partir da
amplificacdo de sequéncias génicas especificas, em espécimes clinicas
como fragmentos de bidpsia, sangue e raspados de pele. A sensibilidade
destas técnicas encontrada nos diferentes estudos, utilizando diferentes
primers, varia de 69 a 100% e a especificidade, de 62 a 100% (Huffnagle e
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Gander, 1993; Chemaly et al., 2001, Bialek et al., 2002a; Bialek et al., 2002b;
Rickerts et al., 2002; Bracca et al., 2003; Guimaraes et al., 2006).

Sandhu et al. (1995) relataram a obtencdo de sonda especifica
(probe) de H. capsulatum, com eventual possibilidade de emprego em
materiais clinicos diversos. Nesse estudo a regiao do gene 28S do RNAr, de
aproximadamente 100 isolados fangicos, representando cerca de 50
espécies patogénicas e saprofiticas, foram sequenciados a fim de produzir
primers universais de PCR e probes de oligonucleotideos espécie-
especificos para deteccdo e identificagdo de fungos de interesse médico.
Estes primers foram testados em material biolégico apresentando elevado

nivel de especificidade.

Chandrashekar et al. (1997) clonaram e caracterizaram antigeno
recombinante de H. capsulatum visando sua aplicabilidade no diagndéstico da
HP, obtendo um produto (GH17) de 80 pb que codifica um antigeno com
potencial uso no imunodiagnostico. A andlise do produto por Southern blot
indicou que o GH17 encontra-se confinado numa localizacdo simples do
DNA gendmico de H. capsulatum. O autor verificou por immunoblotting que
0s produtos protéicos do GH17 (expresso como uma proteina de fuséo para
B-galactosidase de 140 kDa) foram reconhecidos pela totalidade de
amostras avaliadas (18 soros de pacientes com HP), ndo observando
reatividade cruzada frente a soros de pacientes acometidos por outras

doencas fangicas.

Zancopé-Oliveira et al. (1999) clonaram e caracterizaram o0
determinante antigénico imunodominante de H. capsulatum, o antigeno M. O
gene do DNA para o antigeno M consiste de 2.187 pb codificando uma
proteina de 80 kDa, e apresenta significante homologia com a catalase de A.
fumigatus. A autora demonstrou a imunoreatividade da proteina de fusao

recombinante frente a anticorpo monoclonal dirigido contra o antigeno M,
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anticorpo policlonal anti-M obtido em camundongo e soro de paciente com
HP.

Guedes et al. (2003) utilizou regides do gene do antigeno M que
apresentavam pouca ou nenhuma homologia para construir quatro (4)
sequéncias de oligonucleotideos para aplicagdo na técnica de PCR visando
a deteccdo e identificacdo de H. capsulatum. A PCR identificou corretamente
31 amostras de H. capsulatum isoladas a partir de material bioldgico
humano, animal e ambiental (solo). A especificidade da técnica de PCR
empregando os primers derivados do antigeno M foi confirmada pela
auséncia total de produtos da amplificacdo quando o DNA gendmico de
outras espécies fungicas foram aplicados na reacédo. Segundo os autores, a
rapidez, sensibilidade e especificidade desta técnica permitem que ela seja
amplamente utilizada na identificacdo de amostras tipicas e atipicas do H.

capsulatum.
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1.3. Relevancia do estudo

Nos ultimos anos, a frequéncia dos processos infecciosos invasivos
causados por espécies fungicas vem aumentando de forma expressiva
sendo considerada um problema emergente em Saude Publica. Postula-se
que a incidéncia de processos infecciosos causados por Candida sp,
Aspergillus sp, C. neoformans, H. capsulatum e Paracoccidioides sp,
espécies fangicas normalmente pouco invasivas para hospedeiros
imunocompetentes, vem aumentado concomitantemente ao uso de
antibiéticos, drogas imunossupressoras, uso prolongado de medicacao
administrada por via parenteral, didlise peritoneal, uso de cateteres,
radioterapia e quimioterapia, sendo observado com maior frequéncia em
individuos portadores de doencas debilitantes como no caso das
imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas ou ainda entre pacientes

transplantados (Marques e Shikanai-Yasuda, 1994; Yeo e Wong, 2002).

Diante do exposto, o diagndstico precoce e acurado destas
infeccbes assume grande importancia, pois permite entre outros fatores, a
instituicdo de terapia anti-fungica adequada e a diminuicdo do emprego
desnecessario de drogas toxicas; além de reduzir o uso de terapia empirica,
minimizando, por exemplo, o surgimento de linhagens fungicas multidrogas
resistentes. O emprego de ensaios soroldgicos € de extrema importancia no
diagnoéstico das infecgcdes por Paracoccidioides sp e H. capsulatum, visto
que a demonstracdo em exame direto bem como o isolamento e
identificacdo destes fungos muitas vezes apresentam resultados negativos,

principalmente em formas autolimitadas da HP.

Outra informacédo importante que deve ser levada em consideragéao,
diz respeito que em algumas situacdes entre as quais se pode citar o estado
fisico ou clinico dos pacientes, torna-se impossivel o acesso ao local da
lesdo, impedindo assim a coleta do material bioldégico (Ferreira-da-Cruz et
al., 1990). As provas soroldgicas propiciam a obtencdo de resultados em
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menor tempo quando comparadas as micoldgicas e, como ja mencionado,
consistem, muitas vezes, na Unica evidéncia da infec¢do fungica. Segundo
Kauffman (2007), nos casos de meningite por HP, a presenca de anticorpos
anti-H. capsulatum no liquor € suficiente para confirmagdo do diagndstico,

mesmo sem a identificagéo do fungo por cultura.

Como laboratério de Saude Publica, o Instituto Adolfo Lutz (IAL)
atende ndo apenas os hospitais e demais unidades de saude da cidade de
S&o Paulo e Grande S&o Paulo, mas também toda a demanda vinda de 10
dos 12 laboratérios regionais existentes, localizados no interior do Estado de
Sé&o Paulo. No periodo compreendido entre dezembro de 1998 a maio de
2010, foram avaliadas, pela reacdo de imunodifusdo dupla em gel de
agarose (provas qualitativa e semiquantitativa), amostras biolégicas de
10.176 e 3.491 pacientes quanto a presenca ou ndo de anticorpos

circulantes anti-P. brasiliensis e H. capsulatum, respectivamente®.

Desde sua implantacdo, o Laboratério de Imunodiagnéstico das
Micoses, Centro de Imunologia, IAL de S&o Paulo, SP (LIM/CIM/IAL-SP) tem
buscado a exceléncia no atendimento aos pacientes com suspeita clinica de
PCM e HP. Neste sentido, ja no inicio de 1999, passou a realizar o ensaio
semiquantitativo empregando a técnica de ID; através do qual foi permitido
monitorar o nivel de anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis e anti- H.
capsulatum. Esta pequena, porém, ndo menos importante inovacao permitiu
que fossem fornecidas aos clinicos, informacées nao apenas quanto a
presenca ou auséncia de anticorpos circulantes especificos para os dois (2)
agravos ja mencionados, como, principalmente, mais um subsidio para o
monitoramento da eficacia do tratamento antifungico instaurado, bem como

da ocorréncia de recidivas.

Na condicdo de Laboratorio de Referéncia Estadual para o

imunodiagnostico das micoses sistémicas, tendo como atribuicdo garantir a

3 Dados retirados do Banco de Dados, Microsoft Access — 2000, do Laboratério de Imunodiagndstico
das Micoses, Centro de Imunologia, Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, SP.
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qualidade e acuracia dos resultados soroldgicos e, considerando, o fato de
que a grande maioria das requisicbes meédicas que chegam ndo contém
nenhum tipo de informacao adicional sobre o estado clinico-epidemiolégico
do paciente ou relacionadas a exames micologicos e/ou histopatologicos,
torna-se necesséria a implantacdo de uma técnica mais sensivel, como o
immunoblotting, para complementar e/ou confirmar o imunodiagndstico da
PCM e da HP.

Um ponto que corrobora com a necessidade de melhor avaliagdo do
immunoblotting, diz respeito a implantacdo no Estado de Sao Paulo do
Programa de Vigilancia e Controle da Paracoccidioidomicose, o qual propde,
em seu algoritmo, a realizacdo do IB nos casos de individuos que
apresentarem auséncia de reatividade para P. brasiliensis pela tradicional
técnica de ID. Neste sentido, vale a pena repetir e refor¢ar o ja exposto por
Camargo et al. (1989) e Restrepo (1992) que afirmam que apesar da
metodologia de IB apresentar sensibilidade superior comparada aquela
obtida no emprego da ID, o ensaio ainda é pouco acessivel a rotina
diagnostica da PCM nos servicos de saude, ficando restrita a projetos de
pesquisa. Esta observacdo também se aplica ao imunodiagndstico da

histoplasmose.

Uma abordagem de extrema importancia que justifica o
desenvolvimento deste trabalho é a falta de padronizacdo e,
consequentemente, validagcdo dos ensaios utilizados no imunodiagnostico
tanto da paracoccidioidomicose quanto da histoplasmose. O processo de
validacédo de ensaios laboratoriais tem por objetivo demonstrar que o método
seja adequado para a finalidade pretendida. Deve garantir, por meio de
estudos experimentais, que as exigéncias do meétodo as aplicacdes
analiticas sejam atendidas e a confiabilidade dos resultados, assegurada

(ANVISA, 2003).
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Segundo a Resolucdo n°899, de 29 de maio de 2003, da ANVISA,
um ensaio validado deve apresentar, dependendo de sua natureza,
parametros como especificidade, linearidade, intervalo, preciséo,
sensibilidade, limite de quantificacdo e exatiddo avaliadas, determinadas e
adequadas a analise a que se destina. O processo de validacdo deve ser
suficientemente abrangente para atender e respaldar as necessidades de
uma determinada aplicacédo. Além disso, a determinacdo do desempenho de
um ensaio deve incluir analises comparativas com resultados obtidos por
outros métodos (ANVISA, 2003; ABNT, 2005).

Devido a grande heterogeneidade dos protocolos descritos na
literatura para o desenvolvimento do immunoblotting, ja supracitados neste
texto, tanto para o diagndstico da paracoccidioidomicose quanto para
histoplasmose; neste estudo se buscard, primeiramente, padronizar uma
metodologia adequada as condi¢cfes do laboratorio e avaliar o desempenho
do IB na casuistica atendida pelo LIM/CIM/IAL-SP. Em seguida, pretende-se
dar inicio as primeiras andlises referentes aos parametros necessarios ao

processo de validacdo dos ensaios de imunodifusdo dupla e immunoblotting.

66



2. Objetivos:

2.1. Objetivo Geral:

Padronizar o ensaio de immunoblotting para pesquisa de anticorpos
circulantes anti-P. brasiliensis e anti-H. capsulatum, visando sua implantacao
no Laboratério de Imunodiagndstico das Micoses, Centro de Imunologia,
Instituto Adolfo Lutz.

2.2. Objetivos Especificos

. Otimizar o ensaio de immunoblotting para o diagnostico de

paracoccidioidomicose e histoplasmose;

. Avaliar o desempenho do ensaio de immunoblotting empregando-
se soros de pacientes com paracoccidioidomicose; histoplasmose, aspergilose

e de individuos saudaveis;

. Avaliar determinados parametros intrinsecos, como sensibilidade,
especificidade, valores preditivos, eficiéncia e reprodutibilidade intralaboratorial
das técnicas de imunodifusdo dupla e immunoblotting no imunodiagndstico da

paracoccidioidomicose e histoplasmose;

. Avaliar a concordancia de resultados obtidos nas técnicas de

imunodifusdo dupla e immunoblotting;

67



3. Material e Métodos

3.1. Casuistica

Foram avaliadas, quanto a presenca de anticorpos circulantes anti-P.

brasiliensis e anti-H. capsulatum, 380 amostras de soro assim distribuidas:

. 100 amostras de soro de pacientes com suspeita clinica de
paracoccidioidomicose, acompanhados ambulatorialmente e/ou internados no

Instituto de Infectologia Emilio Ribas (IIER);

. 50 soros de pacientes com suspeita clinica de histoplasmose,

acompanhados ambulatorialmente e/ou internados no IIER;

. 47 soros de pacientes com paracoccidioidomicose confirmada
atendidos no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu da
UNESP (HC/FMB/UNESP), gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Silvio de Alencar
Marques do Departamento de Dermatologia e Radiologia do HC/FMB/UNESP;

. 23 soros de pacientes com histoplasmose, adquirida apos visita a

caverna, enviadas pelo Nucleo de Vigilancia Epidemioldgica de Areias;

. 20 soros de pacientes com suspeita clinica de aspergilose (ASP),
recebidos na rotina do LIM/CIM/IAL-SP, reagentes para A. fumigatus e nao-
reagentes para P. brasiliensis e H. capsulatum por ID;

. 64 soros de individuos, aparentemente saudaveis, doadores de
sangue do Hemocentro de Botucatu, regido considerada endémica para PCM,
gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Rinaldo Péncio Mendes do Departamento de
Moléstias Infecciosas e Parasitarias do HC/FMB/UNESP;

68



. 76 soros de individuos, aparentemente saudaveis, residentes em
Santos, regido litoranea do Estado de Sao Paulo, sem informacdo sobre a
endemicidade para PCM, gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Rinaldo Pdncio
Mendes do Departamento de Moléstias Infecciosas e Parasitarias do
HC/FM/UNESP-Botucatu;

3.1.1. Critérios de inclusao e exclusao

Foram incluidos no presente estudo, pacientes cadastrados no Banco
de Dados do LIM/CIM/IAL-SP (Microsoft-Access 2000), no periodo entre junho
de 2008 a maio de 2011, que apresentassem suspeita clinica de
paracoccidioidomicose e/ou histoplasmose. Nao foram estabelecidos neste

estudo critérios de exclusdo de amostras.

3.1.2. Revisdo dos prontuarios e definicho de caso de

paracoccidioidomicose e histoplasmose

ApOs a realizacdo dos ensaios sorologicos, foi feita a revisdo dos
prontudrios clinicos dos pacientes com paracoccidioidomicose e histoplasmose.
Para cada paciente, foi preenchida uma ficha padronizada contendo nome,
sexo, data de nascimento, procedéncia remota, ocupacao profissional, fatores
de risco para micoses sistémicas, forma clinica, local da lesao, inicio do
tratamento, presenca de co-morbidades e dados laboratoriais (sorologia
anterior, exames histopatologico, micoldgico, de imagem e intradermoreacéo)
[ANEXO A]. As informacdes referentes aos pacientes atendidos no
HC/FM/UNESP-Botucatu foram gentilmente fornecidas pela Dr® Maria Rita
Parise Fortes e pelo Prof. Dr. Silvio Alencar Marques do Departamento de

Dermatologia e Radiologia.

Desta forma, os pacientes foram classificados em grupos, de acordo

com a definicdo de caso de doenca estabelecida no Manual de Vigilancia e
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Controle da Paracoccidioidomicose da Secretaria de Estado da Saude de S&o
Paulo (SES, 2008) em consonancia com o preconizado pelo Consenso
Brasileiro de Paracoccidioidomicose (Shikanai-Yasuda et al., 2006). Devido a
falta de critérios bem definidos na literatura, foram seguidos os mesmo critérios

para definicdo de caso de histoplasmose:

. Caso confirmado : pacientes que apresentem manifestacdes
clinicas compativeis com paracoccidioidomicose ou histoplasmose, nos quais
tenham sido identificadas estruturas flngicas caracteristicas da fase
leveduriforme de P. brasiliensis ou H. capsulatum em qualquer amostra
bioldgica, por meio de exame micologico direto ou exame histopatolégico ou
cultura.

a) PCM confirmada: 96 amostras

b) HP confirmada: 13 amostras

. Caso provavel: pacientes que apresentem manifestacdes clinicas
compativeis com paracoccidioidomicose ou histoplasmose e presenca de
anticorpos séricos detectados por imunodifusdo dupla em gel de agarose ou
contraimunoeletroforese ou immunoblotting.

a) PCM provéavel: 4 amostras

b) HP provavel: 30 amostras

. Caso suspeito: foram incluidos nesta definicao, todos pacientes
com manifestacbes clinicas compativeis com paracoccidioidomicose ou
histoplasmose, nos quais outras hipoteses diagndsticas tenham sido excluidas
ou nao confirmadas.

a) PCM suspeita: 15 amostras;

b) HP suspeita: 9 amostras.

. Caso descartado : pacientes que apresentem manifestacdes
clinicas compativeis com paracoccidioidomicose ou histoplasmose, porém sem

confirmagdo etiolégica destas patologias por meétodos micologicos,
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histopatoldgicos ou soroldgicos, e cujo diagndéstico tenha sido posteriormente
descartado (mudanca de diagndstico).
a) PCM descartada: 32 amostras;

b) HP descartada: 21 amostras.

3.1.3. Consideracdes éticas

A realizacdo deste estudo foi aprovada pelas Comissdes Teécnico-
Cientificas do Instituto Adolfo Lutz - Projeto n° 0097D-2009, Protocolo
7760/2008 e do Instituto de Infectologia Emilio Ribas — Projeto n® 48/11;
Parecer C.C. n® 169/11.

Também foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do Instituto Adolfo Lutz, Protocolo 31/2009 e Comité de Etica em
Pesquisa do Instituto de Infectologia Emilio Ribas, Parecer n°® 296/2011
[ANEXO B].

3.2. Soro hiperimune obtido em coelhos

Os anticorpos policlonais anti-antigenos de P. brasiliensis e H.
capsulatum utilizados como soros controles-positivos nos ensaios de ID e IB
foram os mesmos usados na rotina diagnostica realizada pelo LIM/CIM/IAL-SP.
A purificacdo das imunoglobulinas foi realizada a partir do soro de animais
previamente imunizados, seguindo-se a metodologia proposta por McKinney e
Parkinson (1987).

Coelhos albinos foram imunizados por via subcutanea, com antigeno
metabdlico (filtrado de cultura) produzido a partir das amostras 113 de P.
brasiliensis (Pb 113) ou 200 de H. capsulatum (Hc 200). O antigeno foi aplicado
em quatro sitios distintos localizados no dorso do animal, emulsificado em

adjuvante completo de Freund (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, Mo, USA) na
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propor¢cao 3:1 na primeira imunizacdo. Nas aplicacbes subsequentes, repetidas
a cada semana, foi utilizado antigeno emulsificado em adjuvante incompleto de
Freund (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, Mo, USA), mantendo-se a mesma
proporcao. A eficacia do processo de imunizacao foi avaliada empregando-se

ensaio de ID.

3.3. Antigenos

3.3.1. Amostras fungicas

Para a producdo de antigenos de P. brasiliensis foram utilizadas as
amostras 113 isolada de paciente com lesdo bucal de PCM, em Manaus/AM,
em 1971 e B-339 (ATCC 32069TM), isolada em 1967, no Brasil. Os antigenos
de H. capsulatum foram obtidos a partir das amostras brasileiras 200 e 406,
isoladas primariamente de paciente com lesdo cutanea, em 2002; e de liquor

de paciente com HIV/Aids, em 1997, respectivamente.

As amostras de P. brasiliensis foram mantidas na fase filamentosa em
agar batata, a 27°C, sendo repicada a cada trés meses, na Micoteca do
LIM/CIM/IAL-SP. Enquanto, as amostras de H. capsulatum foram mantidas na
Colecdo de Culturas Emergentes do Laboratorio de Micologia (LIM-53) do
Instituto de Medicina Tropical da Universidade de S&o Paulo, sob as mesmas
condigodes.

Todas as amostras fungicas foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr.

Carlos da Silva Lacaz (in memorian), do Laboratério de Micologia do Instituto
de Medicina Tropical de Sao Paulo, Universidade de S&o Paulo (IMT/USP).

72



3.3.2. Antigeno de P. brasiliensis

A obtencdo dos antigenos de P. brasiliensis foi realizada segundo
metodologia proposta por Garcia et al. (1993) com algumas modificacdes
(Silva, 2005).

Células leveduriformes foram cultivadas em agar NGTA (neoptona-
glicose, tiamina e asparagina), por sete dias a 36°C, sendo transferidas apos
este periodo para frascos de 500,0 ml tipo Erlenmeyer, contendo 250,0 ml de
caldo NGTA e incubadas em estufa com agitacdo orbital, por 20 dias, a 36°C,
em rotacdo constante de 50 rpm. Ao fim do periodo de incubacdo, o
crescimento fungico foi interrompido pela adicdo de solucédo borato-thimerosal
(1:5.000), e as culturas mantidas por cinco dias a 4°C, sendo homogeneizadas
manualmente trés (3) vezes ao dia, durante cinco (5) minutos. Apés esta etapa,
as leveduras foram separadas por filtracdo em papel Whatman® n° 03
(Whatman, Brentford, Reino Unido). Os sobrenadantes obtidos a partir das
culturas das amostras 113 e B-339, foram aliquotados e armazenados a 4°C e

a -20° C, respectivamente, até o momento do uso.

3.3.3. Antigeno de H. capsulatum

A obtencdo do antigeno de H. capsulatum foi realizada segundo
metodologia proposta por Kaufman e Standard (1978), com algumas
modificacdes (Freitas, 2005).

Células micelianas das amostras 200 e 406 de H. capsulatum, mantidas
em agar batata a 27°C, foram primeiramente adaptadas em agar Sabouraud-
dextrose, com repiques mensais, mantendo-se esta mesma temperatura,
durante quatro meses. ApoOs o0 periodo de adaptacao, realizou-se a expansao
das culturas fungicas em agar Sabouraud dextrose, por 33 dias, a temperatura
ambiente (25 a 27°C). Apoés esta etapa, as culturas foram cobertas com solucao
de borato-thimerosal a 1:5.000 e deixadas em repouso por 24 horas a

73



temperatura ambiente. Em seguida os sobrenadantes foram coletados, filtrados
em papel Whatman® numero 03 (Whatman, Brentford, Reino Unido),
aliquotados (2,0 ml por frasco), liofilizados e armazenados a -20°C até o
momento do uso. Para a realizacdo das técnicas de imunodifusdo dupla e
immunoblotting, o antigeno liofilizado foi reconstituido em agua milli-q, obtendo-

se antigeno 20 e 10 vezes concentrado, respectivamente.

3.4. Ensaio de imunodifusao dupla em gel de agarose

Utilizou-se a metodologia proposta por Ouchterlony (1949), onde
laminas de vidro (26x75 mm) foram primeiramente revestidas com 1,0 ml de
solucdo de &gar a 1% (p/v). Estas foram entdo recobertas com 3,0 ml de
solucéo de agarose-citrato e deixadas em camara Umida, até a solidificacdo da
agarose. O gel foi escavado com auxilio de molde em forma de roseta (Bioficina
— Industria e Comércio de Aparelhos Laboratoriais, Sdo Paulo, SP — Brasil),
contendo um (1) orificio central e seis (6) laterais, sendo o excesso do gel
retirado empregando-se pipeta Pasteur acoplada a bomba de vacuo (DIA-
PUMP Compressor, FANEN, Sao Paulo, Brasil). Ap6s a aplicacdo das
amostras bioldgicas e do antigeno nos orificios, as laminas foram incubadas em
camara umida, a temperatura ambiente, por 48 horas. Apds esse periodo,

realizou-se a leitura para verificacdo da presenca de linhas de precipitacao.

As laminas foram, entdo, lavadas por 45 minutos em solugéao citrato de
sédio 5% (p/v), seguindo-se de sucessivas lavagens, por 24 horas, em solucéo
salina a 0,85%. Ao fim dessa etapa, os orificios foram recobertos com solugéo
de agar 1% (p/v) e as laminas levadas para secar em estufa a 60°C (FANEN,
Séo Paulo — Brasil). Ap6s secagem, as laminas foram coradas pelo Coomassie
Brilliant Blue R (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Missouri, USA), durante 10
minutos e em seguida descoradas, procedendo-se a leitura definitiva, com

auxilio de negatoscopio.
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O padrao de reatividade foi determinado de acordo com a presenca ou
ndo de linhas de precipitacdo. A intensidade dos niveis séricos de anticorpos foi

classificada segundo Moreto (2010):

Baixo: soro ndo diluido a soro diluido a 1:4;
Moderado: soro diluido 1:8 a soro diluido a 1:16;

Elevado: soro com diluicdo maior ou igual a 1:32.

3.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo duodecil sulfato de
sédio (SDS-PAGE)

Os procedimentos para eletroforese vertical em gel de poliacrilamida
contendo duodecil sulfato de sodio (SDS) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
Missouri, USA) foram conduzidos segundo metodologia proposta por Laemmli
(1970), com gel de separacao linear a 10% (para P. brasiliensis) e 7,5% (para
H. capsulatum) e gel de empilhamento a 3% de acrilamida com espessura de
1,0 mm; empregando equipamento Mini-Protean Il Electrophoresis Cell (Bio-

Rad Laboratories, Inc., Hercules, Califérnia, USA).

Antigenos de P. brasiliensis e H. capsulatum foram denaturados por
aguecimento a 100° C por trés (3) minutos em tampao de ruptura (62 mM de
Tris-HCI pH 6,8 contendo 0,2% (p/v) de SDS, 50 mM de 2-mercaptoetanol
(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Missouri, USA), 0,005% de azul de bromofenol
(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Missouri, USA) e 10% (v/v), de glicerol (Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, Missouri, USA), em agua deionizada, sendo aplicadas

400,0 pl de antigeno em cada mini-gel.

A corrida eletroforética foi realizada com diferenca de potencial de 90 V
para percorrer o gel de empilhamento e 100 V para percorrer o gel de
separacdo, empregando-se fonte (Hoefer Power Supply, modelo SX 250,
Hoefer Pharmacia Biotech Inc., Sdo Francisco, Califérnia, USA). Para cada
corrida foi utilizado padrao de baixo peso molecular (PM), composto de: MBP-3-
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galactosidase (175.000 Da), MBP-paramiosina (83.000 Da), desidrogenase
glutamica (62.000 Da), aldolase (47.500 Da), triose-fosfato-isomerase (32.500
Da), B- lactoglobulina A (25.000 Da), lisozima (16.500 Da) e aprotinina (6.500
Da) (New England Biolabs Inc., Woburn, Massachussetts, USA).

3.6. Immunoblotting

O protocolo do ensaio de immunoblotting utilizado como referéncia-
padrdo neste estudo foi desenvolvido conforme Vicentini (1997), baseado na
metodologia descrita por Towbin et al. (1979).

ApoOs a eletroforese, os géis foram apostos sobre membranas de
nitrocelulose de 0,22 um (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, Califérnia,
USA), recobertos com papel de filtro e comprimidos com esponjas de
poliuretano. Todo o material utilizado foi previamente embebido em tampéao de
transferéncia, constituido por 25 mM de Tris-HCI, glicina 192 mM e metanol
20% (v/v), sendo em seguida, encaixados em placas acrilicas perfuradas e

mergulhadas na cuba de eletroforese contendo 0 mesmo tampéo.

A transferéncia foi realizada empregando-se amperagem constante de
150 mA por trés (3) horas em temperatura de 2 a 4°C usando equipamento
Trans-Blot System (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, Califérnia, USA). Apés
a transferéncia, para verificar a eficacia do processo, as membranas foram
coradas com Ponceau-S (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, Mo, USA) por 10

minutos e descoradas em agua bidestilada.

As membranas contendo as proteinas transferidas foram identificadas,
cortadas em tiras, de aproximadamente 0,5 cm, e incubadas por uma (1) hora,
a temperatura ambiente, em PBS, pH 7,4 contendo 5% (p/v) de leite desnatado
(Molico, Nestlé, Sao Paulo, BR) [PBS-L 5%] em plataforma agitadora para

blotting (Bioficina-Industria e Comércio de Aparelhos Laboratoriais, Sdo Paulo-
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Brasil), para a saturacédo dos sitios inespecificos. Em seguida, as fitas foram
depositadas em canaletas e incubadas com soros testes, aplicados no volume
final de 1,0 ml na diluicdo de 1:40 em tampé&o PBS pH 7,4, por 18 horas a
temperatura ambiente (25-27°C). Finalizado o periodo de incubacéao, as fitas de
nitrocelulose foram lavadas por seis (6) vezes de 10 minutos cada em solugéo
PBS acrescida de 0,1% (p/v) de Tween 20 [PBS-T] (Sigma-Aldrich Co. St.
Louis, Mo, USA).

AplOs esta etapa, as membranas foram incubadas com anticorpo
secundario anti-lgG conjugado a peroxidase (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, Mo,
USA), diluido a 1:1000 e mantidas por duas (2) horas sob agitacdo constante
(Plataforma agitadora para blotting, Bioficina-IndUstria e Comércio de Aparelhos
Laboratoriais, Sdo Paulo-Brasil), a temperatura ambiente, protegidas da luz;
sendo em seguida lavadas por seis (6) vezes de 10 minutos cada, em solugao
PBS-T. O desenvolvimento da cor da reacao foi obtido empregando-se solucao
reveladora de 4-cloro-1naftol (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, Mo, USA). O

blogueio da reacao foi feito por lavagens sucessivas em agua bidestilada.

3.6.1. Otimizacdo do ensaio de immunoblotting para pesquisa de

anticorpos anti- P. brasiliensis e anti- H. capsulatum

Visando a otimizacdo do ensaio de immunoblotting na pesquisa de
anticorpos especificos anti-P. brasiliensis e anti-H. capsulatum, foram
realizadas algumas alteragbes nos parametros do protocolo descrito no item

3.6., utilizado como protocolo-padrao para a metodologia.

O primeiro passo foi definir o melhor antigeno a ser utilizado. Foram
selecionados os antigenos Pb 113 e Pb B-339 de P. brasiliensis, por
apresentarem grande quantidade de gp43 (Camargo et al., 1989; Assis, 1990).
Entre os antigenos de H. capsulatum, Hc 200 e Hc 406 foram sugeridos por
Freitas (2005), por apresentaram as fracbes H e M de H. capsulatum e maiores

indices de sensibilidade por ID e IB.
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Em seguida procurou-se estabelecer as condi¢cbes consideradas ideais
da reacdo, avaliando-se os parametros descritos na Figura 2. Os ensaios
foram realizados de forma a se repetir o maximo de condicbes de reacao
possiveis, alterando os parametros a serem avaliados um a um. Os
experimentos realizados estdo dispostos nos ANEXOS C e D: Otimizagao do
ensaio de immunoblotting para pesquisa de anticorpo s circulantes anti- P.

brasiliensis e anti- H. capsulatum .

Durante os ensaios de otimizag&o, foram utilizadas amostras de soro
mantidas no LIM/CIM/IAL-SP, armazenadas a -20C, por no maximo um (1)
ano. Os soros foram escolhidos de forma aleatoria, desde que fossem
provenientes de pacientes com doenca confirmada. Apos a realizacdo dos
experimentos de otimizacdo do ensaio de immunoblotting para pesquisa de
anticorpos especificos anti-P. brasiliensis e anti-H. capsulatum, as amostras
selecionadas na casuistica do presente estudo foram avaliadas sob as

condicOes de reacao estabelecidas.
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Tampao de diluigad

I
L] | |
l PBS \ I PBS-L \

Processo de transferéncia do
antigeno para membrana de
nitrocelulose

p—t 1

Lenta
{30V, 18 horas, 4°0

] ] | |
I PBS-L1% \ ! PBS-1L 3% \! PBS-L 5% \
e gy Diluigao do conjugado
Diluicao do soro

Rapida

{150mA, 2hs, 2-4°C)

_ 1:1000 1:2000 1:3000
1:100 _

Armazenamento da

membrana **
Tempo de incubacgao* I
{soro e conjugado)

f I I 1 l 1 dia \ 30 dias 90 dias
I 1 hora | I 1h 30min | 2 horas
D Etapas do protocolo-padrao

+0 protocolo-padrao refereincubacao por 18 horas
** Nao ha este tipo de informacao no protocolo-padrao

Figura 2 : Esquema representativo das alteracdes avaliadas nos parametros da
técnica de immunoblotting para pesquisa de anticorpos especificos anti-P.
brasiliensis e anti-H. capsulatum.
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3.6.2. Immunoblotting para pesquisa de anticorpos anti- P. brasiliensis

A transferéncia do antigeno Pb 113 foi realizada empregando-se
voltagem constante de 30 V, por 18 horas, a 4°C. Apés a transferéncia, as
membranas de nitrocelulose 0,22 um (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,
Califérnia, USA) foram coradas com corante Ponceau-S (Sigma-Aldrich Co. St.
Louis, Mo, USA) por 10 minutos e descoradas em agua destilada. Em seguida,
foram incubadas por uma (1) hora, a temperatura ambiente, em solucédo PBS-L

5%, em plataforma agitadora para blotting.

As fitas contendo o antigeno Pb 113 foram incubadas com 2,0 ml de
amostra de soro teste e soro controle-positivo (soro hiperimune de coelho anti-
antigeno de P. brasiliensis), ambos diluidos na proporcdo de 1:100 em tampéo
PBS-L 3%, a temperatura ambiente, sob agitacdo constante, por duas (2)
horas. Finalizado o periodo de incubacéao, as fitas foram lavadas seis (6) vezes,

por 10 minutos cada, em solucdo PBS-T.

Posteriormente, as membranas foram incubadas com 2,0 ml de soro
anti-lgG conjugado a peroxidase (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, Mo, USA),
diluido a 1:3000 em solu¢do PBS-L 3%. Foram mantidas por uma (1) hora e 30
minutos sob agitacdo constante, a temperatura ambiente, protegidas da luz, e
em seguida, foram novamente lavadas por seis (6) vezes, 10 minutos cada, em
solugcao PBS-T.

A reacdo foi revelada empregando-se solucdo de 4-cloro-lnaftol

(Sigma-Aldrich Co. St. Louis, Mo, USA) e o bloqueio feito por lavagens
sucessivas em agua bidestilada.
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3.6.3. Immunoblotting para pesquisa de anticorpos anti- H. capsulatum

O antigeno Hc 200 foi transferido em amperagem constante de 150
mA, por trés (3) horas, em temperatura de 2 a 4°C. Apos a transferéncia, as
membranas foram coradas com corante Ponceau-S (Sigma-Aldrich Co. St.
Louis, Mo, USA) por 10 minutos e descoradas em agua destilada. Em seguida,
foram incubadas por uma (1) hora, a temperatura ambiente, em solucdo

bloqueadora PBS-L 5%, em plataforma agitadora para blotting.

As fitas contendo o antigeno foram incubadas com 2,0 ml de amostra
de soro teste e soro hiperimune de coelho anti-antigeno de H. capsulatum
(controle-positivo), ambos diluidos na proporcdo de 1:100 em PBS pH 7,4. Esta
etapa do ensaio foi realizada a temperatura ambiente sob agitacdo constante,
por duas (2) horas. Finalizado o periodo de incubacéo, as fitas de nitrocelulose
foram lavadas por seis (6) vezes, por 10 minutos cada, em solu¢cao PBS-T.

ApOs esta etapa, as membranas foram incubadas com 2,0 ml de anti-
IgG conjugado a peroxidase (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, Mo, USA), diluido a
1:1000 em solugcéo PBS pH 7,4 e mantidas por duas (2) horas sob agitacéo
constante, a temperatura ambiente, protegidas da luz. Em seguida novamente
lavadas por seis (6) vezes, 10 minutos cada, em solu¢cdo PBS-T. A reacdao foi
revelada empregando-se solucdo de 4-cloro-1naftol (Sigma-Aldrich Co. St.
Louis, Mo, USA) e o bloqueio feito por lavagens sucessivas em agua
bidestilada.

3.7. Anélise dos resultados

3.7.1. Avaliacdo dos parametros intrinsecos dos ens  aios de imunodifusao

dupla e immunoblotting

Diversos parametros devem ser avaliados para a validacdo de um

ensaio sorolégico. Por definicAo, a validade intrinseca, refere-se ao
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desempenho do ensaio quando comparado a um ensaio de referéncia, neste
caso, a reacdo de imunodifusdo dupla em gel de agarose (Ferreira e Avila,
2001).

Para a avaliacdo dos parametros intrinsecos, a sele¢cdo da amostragem
assume vital importancia. Desta forma, seguindo o modelo demonstrado na
Figura 3, relacionamos a presenca ou ndo da doenca e os resultados obtidos
nos ensaios de imunodifusao dupla e immunoblotting. A selecdo das amostras
de acordo com a presenca ou auséncia de doenca foi realizada da seguinte
forma (Figura 4) :

. Doente: foram considerados pacientes “doentes” todos aqueles

definidos como caso confirmado e provavel no item 3.1.2.;

. N&o-doentes : individuos, aparentemente saudaveis, doadores de
banco de sangue. Também foram incluidas amostras heterélogas de pacientes

com outras micoses e 0s casos descartados.

Doenca presente Doenga ausente
VP FP
Teste positivo : » »
Verdadeiro-positivo Falso-positivo
FN VN
Teste negativo _ _ _
Falso-negativo Verdadeiro- negativo
Total VP + FN FP + VN

Figura 3 : Modelo para validacdo de teste diagndstico, segundo Ferreira e Avila
(2001).
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PCM/DOENTE n=100 HP/DOENTE n=43
Pacientescom PCM confirmada Pacientescom HP confirmada
96 amostras 13 amostras
Pacientescom PCM provavel Pacientescom HP provavel
04 amostras 30 amostras
PCM/NAO-DOENTE n=202 HP/NAQ-DOENTE n=76
Pacientescom PCM descartada Pacientescom HP descartada
32 amostras 21 amostras
Individuos aparentemente saudaveis Individuos aparentemente saudaveis
140 amostras 30 amostras
Pacientescom confirmacio de HP porID Pacientescom confirmagio de PCM por 1D 2 1B
10 amostras 15 amostras
Pacientescom confirmagio de ASP por 1D Pacientescom confirmagio de ASP por ID
20 amostras 10 amaostras

Figura 4: Descricdo das amostras classificadas como doente e ndo-doente
para avaliacdo dos parametros intrinsecos dos ensaios de imunodifusdo dupla
e immunoblotting.

3.7.1.1. Sensibilidade

A sensibilidade de um método diagndstico representa a probabilidade
gue o resultado do teste seja positivo quando a doenca esté presente. Assim, a
sensibilidade foi calculada pela propor¢cédo de amostras que apresentaram teste
reagente (positivo) em relacdo aos pacientes com a doenca (doentes). A
multiplicacdo do valor encontrado, por 100, permitiu a apresentacdo da
sensibilidade em porcentagem. Logo:

Sensibilidade = (VP/VP+FN)x100

Onde:
VP = verdadeiros positivos;

FN = falsos negativos.
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3.7.1.2. Especificidade

A especificidade, por sua vez, representa a probabilidade que o
resultado seja negativo quando a doenca ndo se encontra presente. Dessa
forma, a especificidade constituiu na proporcdo de individuos ndo doentes
(individuos saudaveis ou com outras doencas, que ndo a referente ao anticorpo
especifico utilizado) que apresentaram teste negativo (ndo reagente). A
especificidade também foi expressa em porcentagem, multiplicando-se o valor

encontrado por 100. Deste modo:
Especificidade = (VN/VN+FP) x 100

Onde:
VN = verdadeiros negativos;

FP: falsos positivos.

3.7.1.3. Valores Preditivos Positivo e Negativo

Considerou-se valor preditivo positivo a porcentagem de pacientes com
a doenca entre todos (doentes e ndo-doentes) 0s que apresentavam teste
diagnéstico positivo (reagente). Logo, por valor preditivo negativo compreende-
se a porcentagem de individuos sem doenca entre todos (doentes e néo-

doentes) com teste negativo (ndo reagente). Sendo assim, temos:

Valor preditivo positivo = (VP/VP+FP) x 100

Valor preditivo negativo = (VN/VN+FEN) x 100

Onde:
VP = verdadeiros positivos; VN = verdadeiros negativos;

FP = falsos positivos; FN = falsos negativos
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Sabe-se que os valores preditivos (positivo e negativo) dependem néao
s6 da sensibilidade e da especificidade do teste, como também da prevaléncia
da doenca na populacdo de estudo. A prevaléncia pode ser definida como a

porcentagem de individuos doentes em uma populacéo, assim sendo, temos:

Prevaléncia = (VP+FN)/VP+VN+FP+FN

Onde:
VP = verdadeiros positivos; VN = verdadeiros negativos;

FP = falsos positivos; FN = falsos negativos

3.7.1.4. Eficiéncia

A eficiéncia de um teste revela sua exatiddo e foi calculada pela
propor¢cao entre resultados verdadeiros (positivos/doentes e negativos/nao-
doentes) e o total de resultados observados. O resultado foi expresso em

porcentagem, multiplicando do valor encontrado por 100. Portanto:
Eficiéncia = (VP+VN)/VP+VN+FP+FN

Onde:
VP = verdadeiros positivos; VN = verdadeiros negativos;

FP = falso positivos; FN = falso negativos

3.7.1.5. indice Kappa de Cohen

3.7.1.5.1. Concordancia entre os meétodos de imunodi fusdo dupla e
immunoblotting

O estado de concordancia entre os métodos de ID e IB foi calculado

segundo os indices de co-positividade, co-negatividade e coeficiente kappa (k)
(Ferreira e Avila, 2001) obtidos a partir da Figura 5 .
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Teste 2

Teste 1 positivo negativo Total
positivo A b at+b
negativo C d c+d

Total atc b+d N

Figura 5: Modelo para calculo do indice kappa, segundo Ferreira e Avila

(2001).

O indice Kappa leva em consideracdo as proporgdes

concordancias observadas e esperadas. Deste modo:

K=Po-Pe ,onde:
1-Pe

Proporcao de concordancias observadas = Po = a+d/N

Proporcao de concordancias esperadas = Pe =
[(a+b).(a+c)]+ [(c+d).(b+d)]
NZ

das

O valor de kappa varia de negativo a um (1) e sua representacédo esta

disposta no Quadro 2.

Quadro 2 : Classificacéo do indice kappa, segundo Fleiss, A. R*.

Valor de kappa Concordancia
0,00 -0,20 Ruim
0,21-0,40 Fraca
0,41 -0,60 Moderada
0,61 -0,80 Substancial
0,81 -1,00 guase perfeita

*Fonte: Ferreira e Avila (2001)
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3.7.1.5.2. Reprodutibilidade intralaboratorial do e  nsaio de immunoblotting

A capacidade de um método ser reprodutivel intralaboratorialmente
refere-se a obtencado de resultados iguais em ensaios realizados com a mesma
amostra bioldgica, por diferentes pessoas, nho mesmo local. A variacdo da
reprodutibilidade esta associada a fatores relacionados a erros acidentais ou

sistemaéticos.

A fim de se avaliar a reprodutibilidade intralaboratorial da metodologia
de IB desenvolvida neste trabalho, foi medido o grau de concordancia kappa (k)
entre os resultados de trés (3) analistas (Analista 1 / Analista 2 / Analista 3),
que realizaram o ensaio com as mesmas amostras, em dias diferentes, no

mesmo laboratério.

3.7.2. Teste do Qui-Quadrado
Para comparacéo das proporc¢des foi utilizado o teste do qui-quadrado,

utilizando o programa Epinfo 6 (Center for Disease Control and Prevention -

http://www.cdc.gov) com valor de significancia p<0,050.
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4. Resultados

4.1. Paracoccidioidomicose

4.1.1. Otimizacdo do immunoblotting para pesquisa de anticorpos anti-

P. brasiliensis

E conhecido que a preparacéo antigénica utilizada pode interferir na
sensibilidade, especificidade e, consequentemente, nos resultados obtidos
de uma técnica soroldgica. Sendo assim, visando otimizar o ensaio de
immunoblotting, optou-se primeiramente pela avaliagdo do desempenho dos
dois antigenos frequentemente utilizados no laboratério para realizacado da
rotina diagndstica [ANEXO C].

Desta forma, filtrados de cultura produzidos a partir das amostras
113 ou B-339 de P. brasiliensis foram imobilizados em membranas de
nitrocelulose, nas mesmas condi¢cdes. Verificou-se que 0S ensaios
realizados com membranas de nitrocelulose contendo antigeno Pb 113
apresentaram maior capacidade de deteccdo de anticorpos, contra
diferentes fracbes protéicas, quando comparado aos realizados
empregando-se antigeno B-339 [ANEXO C.1].

Observou-se, por outro lado, quando o ensaio de immunoblotting foi
conduzido empregando-se membranas imobilizadas com antigeno Pb B-339,
gue nenhuma das amostras de soro avaliadas apresentou reatividade frente
a gp70. Face a estes achados, optou-se por eleger o antigeno Pb 113 para
a realizacdo dos ensaios de immunoblotting, especialmente pelo fato do
mesmo permitir o reconhecimento das fracdes protéicas de massa molecular
de 43 e 70 kDa, consideradas por diversos autores como marcadores

sorologicos da infeccéo por P. brasiliensis [ANEXO C.1].
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Na etapa seguinte do processo de otimizagdo, procurou-se
estabelecer as condi¢cdes consideradas “ideais” para conducéo da reacéo.
Desta forma, um dos parametros avaliados foi o processo adotado para
transferéncia das proteinas contidas no gel de poliacrilamida para a
membrana de nitrocelulose. Foi possivel verificar que o processo de
transferéncia do antigeno Pb 113 para a membrana de nitrocelulose
realizado em voltagem constante de 30 V, por aproximadamente 18 horas, a
4°C foi mais eficiente, conferindo melhor definicdo visual das fracdes e
uniformidade aos resultados [ANEXO C.2].

Visando abolir ou no minimo minimizar reacées de fundo e/ou
cruzadas observadas no protocolo-padrdao, diversos parametros foram

avaliados:

. Diferentes diluicbes das amostras biolégicas - 1:40 e 1:100
[ANEXO C.3];

. Diferentes diluicbes do anticorpo secundario, ou seja, 1gG
humana conjugada a peroxidase - 1:1000, 1:2000 e 1:3000 [ANEXO C.4];

. Diferentes solugcbes para diluicAo do soro e do anticorpo
secundario - PBS; PBS-L 1%; PBS-L 3% e PBS-L 5% [ANEXO C.5];

. Diferentes periodos de incubacdo do soro e do anticorpo
secundario por uma (1) hora, uma (1) hora e 30 minutos e duas (2) horas
[ANEXOS C.6 e C.7];

A analise dos resultados demonstrou que soros diluidos 100 vezes
(1:100) em solucdo PBS pH 7,4 acrescido de 3% de leite desnatado
apresentou maior nitidez e melhor definicdo na visualizacdo das fracdes
protéicas em amostras reagentes visto que atenuou substancialmente a
intensidade da reagéo de fundo. Por sua vez, amostras sabidamente néo-
reagentes para PCM apresentaram pouca ou nenhuma reacao inespecifica,
revelando um perfil distinto daquele observado quando se empregava o

método considerado como referéncia. Verificou-se que a imunoglobulina G
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(IgG) humana conjugada a peroxidase diluida em até 3000 vezes, também
em solucdo PBS-L 3%, manteve a capacidade de amplificacdo do sinal da

reacao antigeno-anticorpo.

Demonstrou-se ainda, em relacdo ao periodo de incubacdo dos
soros testes, ndo haver necessidade de incubacdo por periodo superior a
duas (2) horas, sendo este o tempo minimo para o desenvolvimento da
reacao antigeno-anticorpo. Para a amplificacdo da reacdo empregando-se
como anticorpo secundario, anti-lgG humana conjugada a peroxidase,

verificou-se que uma (1) hora e 30 minutos foram suficientes.

Objetivando-se determinar o periodo que as membranas contendo
antigeno de P. brasiliensis imobilizado poderiam permanecer estocadas,
avaliou-se também a estabilidade (tempo de prateleira) das mesmas. Para
tanto, membranas armazenadas a - 20° C por um periodo de sete (7), 10, 15

e 30 dias, foram avaliadas nas seguintes condicdes:

. Membrana sem bloqueio (logo apés o processo de
transferéncia);

. Membrana bloqueada em PBS-L 5% e lavada com tampéo
PBS pH 7,4.

A analise dos resultados demonstrou que membranas de
nitrocelulose tratadas com PBS-L 5% podem ser armazenadas a -20° C por
um periodo de 10 dias, sem qualquer prejuizo na qualidade da reacédo. Ja
aguelas que nao foram tratadas com a solucdo de blogueio, podem ser
estocadas a -20° C por um periodo de 30 dias, desde que sejam
devidamente armazenadas, ou seja, envoltas em papel filme e depois em

papel aluminio.
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A Tabela 1 sumariza as condi¢des de reacdo estabelecidas durante
0 processo de otimizacdo do immunoblotting visando a pesquisa de

anticorpos anti-P. brasiliensis

Tabela 1: Condi¢des estabelecidas para o desenvolvimento da técnica de
immunoblotting para pesquisa de anticorpos sericos anti-P. brasiliensis no

Laboratério de Imunodiagnéstico das Micoses.

Tampao de Tempo de Armazenamento Armazenamento
diluigdo incubagao da membrana, da membrana,
(soro e conjugado) (soro e conjugado) sem bloqueio apds bloqueio

Diluigdo Diluigdo do

Transferéncia .
do soro conjugado

Rapida —
150mA, 3hs, 2 a
4°c

Lenta — X
30V, 18hs, 4°C

1:40

1:100 X

1:200

1:1000

1:2000

1:3000 X

PBS

PBS-L 1%

PBS-L 3% X

PBS-L 5%

1 hora

X

1 h 30 mi
min (Conjugado)

X

2 horas
(Soro)

1dia

10 dias X

20 dias

30 dias X

90 dias
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Antes de iniciar as analises com as amostras de soro dos pacientes
selecionados no presente trabalho, foi realizado um ensaio preliminar, a fim
de se confirmar o desempenho de todos os parametros estabelecidos para a

conduc¢édo do novo protocolo de immunoblotting na casuistica estudada.

A andlise do perfil de reatividade das 20 amostras de pacientes
avaliadas, frente as preparacdes antigénicas Pb B-339 e Pb 113, revelou
que nao houve diferenca entre os resultados obtidos por ID. Em relacédo ao
ensaio de IB, verificou-se que membranas dotadas com antigeno Pb 113
conferiram maior sensibilidade a metodologia, pois foi possivel detectar
anticorpos especificos em 16 (81,3%) das amostras de pacientes com PCM
(confirmada ou suspeita). Do total de amostras reagentes, 68,8% (11/16)
reconheceram os marcadores soroldgicos da PCM, ou seja, gp 43 egp 70 e
31,2% (5/16) das amostras apresentaram reatividade, mesmo que de fraca
intensidade, apenas frente a gp43. Em contrapartida, a analise da
imunoreatividade das amostras de soro empregando-se membranas
imobilizadas com antigeno B-339 demonstrou auséncia total de
reconhecimento frente a fracdo de 70 kDa de P. brasiliensis. Verificou-se,
ainda, que 12 (60%) amostras reagiram com a glicoproteina de 43 kDa;

destas, 58,3% (7/12) apresentaram forte intensidade de reacéo (Tabela 2).

Foi possivel observar que cinco (5) amostras de soro que reagiram
fracamente frente a gp43, quando a membrana continha o antigeno B-339,
apresentaram, nas membranas dotadas com antigeno da amostra 113 de P.
brasiliensis, reatividade frente as fracdes de 43 e 70 kDa. Destaca-se, ainda,
o fato de duas (2) amostras que apresentaram forte padrédo de reatividade
ndo serem de pacientes com suspeita clinica de PCM: uma (1) proveniente
de um paciente com histoplasmose disseminada e a outra de um individuo

gque apresentava histérico de aspergilose (Tabela 2).

Estes resultados ratificaram a escolha do antigeno Pb 113 para a

conducéo do projeto.
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Tabela 2: Comparacdo do desempenho entre as metodologias de
imunodifusdo dupla e immunoblotting frente a filtrados de cultura das

amostras 113 e B-339 de P. brasiliensis.

Amostra ID B-339 IB B-339 ID 113 1B113 Histdrico da amostra
1 9750/09 R gpa3f R gp43e70 PCM — FA/SA
2 8872/11 NR gpa3f NR gp 43f PCM — FA/SA
3 13926/11 NR gp43 NR gp43e70 PCM — FA/SA
4 1124/11 R NR R gp 43f e 70f PCM —-FC
5 1530/11 R gpa3f R gp 43 e 70f PCM -FC
6 6583/10 R gp43 R gp 43 e 70f PCM -FC
7 8021/11 NR gp43f NR gp43fe70 PCM —-FC
8 14686/11 R gp43 R gp43e70 PCM —FC
9 4696/11 NR NR NR gp 43f Suspeita PCM
10 7288/11 NR NR NR gp 43f Suspeita PCM
11 7295/11 NR gp43f NR gp43e70 Suspeita PCM
12 10450/11 R gp43 R gp43e70 Suspeita PCM
13  10600/11 NR gp43 NR gp 43fe 70 Suspeita PCM
14 15914/11 NR NR NR NR Suspeita PCM
15 15917/11 NR NR NR NR Suspeita PCM
16 16508/11 NR NR NR NR Suspeita PCM
17 47163/10 NR NR NR NR HP disseminada
18 11623/11 NR gp43 NR gp 43f HP disseminada
19 74892/10 NR gp43 NR gp 43 ASP
20 3153/11 NR NR NR gp 43f Kalazar

ID —imunodifusdo dupla; IB —immunoblotting; R — reagente; NR — reagente; f — fraca reatividade;
gp — glicoproteina; IIER — Instituto de Infectologia Emilio Ribas;

Pb — Paracoccidioides brasiliensis; Hc — Histoplasma capsulatum; Af — Aspergillus fumigatus

A fim de avaliar a aplicabilidade bem como a sensibilidade e a
especificidade da reacdo de immunoblotting empregando o protocolo de
referéncia e o otimizado, 16 amostras de soro foram selecionadas: quatro (4)
de pacientes com PCM confirmada; quatro (4) de pacientes com suspeita
clinica de PCM, quatro (4) de individuos aparentemente saudaveis de area
endémica para a micose e quatro (4) de individuos aparentemente
saudaveis de area ndo endémica para esta patologia. A analise dos
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resultados demonstrou que o protocolo otimizado mostrou-se mais eficiente,
sensivel e especifico quando comparado ao protocolo de referéncia (Tabela
3).

Empregando o protocolo otimizado foi possivel observar auséncia de
reatividade para P. brasiliensis quando amostras de soro provenientes de
individuos aparentemente saudaveis (de regido endémica e ndo endémica)
foram avaliadas. Estes resultados reproduziram aqueles obtidos pelo ensaio
de imunodifusdo dupla. Por outro lado, ao avaliar este mesmo grupo pelo
protocolo de referéncia, pode-se verificar que 100% das amostras obtidas de
individuos procedentes de area endémica reagiram frente a gp43, sendo que
duas (2) apresentaram forte padrao de reatividade. Observou-se ainda que
50% (2/4) das amostras de soro de individuos procedentes de area néo
endémica apresentaram reatividade, mesmo que de fraca intensidade, frente
a fracdo de 43 kDa (Tabela 3).

Uma vez estabelecido o novo protocolo para pesquisa de anticorpos
anti-P. brasiliensis por immunoblotting, iniciou-se o estudo das amostras de
pacientes com suspeita clinica de paracoccidioidomicose selecionadas na

casuistica (Figura 6).

94



Tabela 3: Andlise comparativa do desempenho dos protocolos padréao
versus otimizado da metodologia de immunoblotting para a pesquisa de

anticorpos séricos anti-P. brasiliensis.

Amostra Protocolo Novo Protocolo Antigo Histdrico do paciente
1 13926/11 gp43e70 gp43e 70 PCM —FA/SA *
2 9750/09 gp43 e 70 gp43 PCM — FA/SA *
3 14686/11 gp43e70 gp43 PCM —FC*
4 6583/10 gp43 gp43 PCM —FC*
5 7275/09 gp43e70 gp43e 70 Suspeita PCM
6 64570/10 NR NR Suspeita PCM
7 9824/11 NR NR Suspeita PCM
8 11623/11 gpa3 gp43 Suspeita PCM
9 147 NR gp4a3f Higido - endémica**
10 146 NR gp4a3f Higido - endémica**
11 145 NR gp43 Higido - endémica**
12 121 NR gp43 Higido - endémica**
13 055 NR NR Higido - ndo-endémica***
14 056 NR NR Higido - ndo-endémica***
15 057 NR gp4a3f Higido - ndo-endémica***
16 058 NR gp4a3f Higido - ndo-endémica***

gp — glicoproteina; NR — ndo reagente; f — fraca reatividade; HP - histoplasmose
*amostra de soro de paciente com paracoccidioidomicose (PCM): FA/AS - forma

aguda/subaguda; FC — forma cronica.

**amostra de soro de individuos sauddveis, provenientes de d4rea endémica para

paracoccidioidomicose (Botucatu).
***amostra de soro de individuos saudaveis, provenientes de dareas consideradas nao-

endémicas para paracoccidioidomicose.
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Figura 6: Reacdo de immunoblotting para pesquisa de anticorpos anti-P.
brasiliensis em amostras de soro utilizando protocolo otimizado. PPM —
padrdo de peso molecular; C+ - controle positivo; 1 a 46 - amostras de

pacientes com suspeita clinica de paracoccidioidomicose.
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4.1.2. Caracterizagdo dos pacientes com suspeita cl inica de
paracoccidioidomicose

Foram avaliadas 100 amostras de soro pertencentes a 76 pacientes
com suspeita clinica de paracoccidioidomicose, atendidos ambulatorialmente
e/ou internados no Instituto de Infectologia Emilio Ribas (IIER), e 47
amostras provenientes de 39 pacientes atendidos no Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP. ApoOs consulta dos
prontuarios, os pacientes foram classificados como caso confirmado,
provavel, suspeito e descartado, segundo os critérios para definicdo de
casos estabelecida pelo Manual da Vigilancia e Controle da
Paracoccidioidomicose do Estado de Sao Paulo (SES, 2008) e Consenso
Brasileiro de Paracoccidioidomicose (Shikanai-Yasuda et al., 2006) (Figura
7).

96
59|
|
-
W Pacientes
B Amostras
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Confirmado Provavel Suspeito Descartado

Figura 7 : Distribuicdo em numero absoluto dos pacientes (n=115) e das
amostras de soro (n=147), segundo os critérios para definicdo de caso de
PCM, estabelecidos pelo Manual da Vigilancia e Controle da
Paracoccidioidomicose do Estado de Sao Paulo (SES, 2008) e Consenso

Brasileiro de Paracoccidioidomicose (Shikanai-Yasuda et al., 2006).
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Dos pacientes classificados nas categorias de caso confirmado e
caso provavel da doenca, 80,6% (n=58) eram do sexo masculino e 19,4%
(n=14) do feminino. A idade dos pacientes variou de 17 a 87 anos, com
média de 46,8. Foi possivel observar nos individuos do sexo masculino um
predominio da faixa etaria entre 41 e 60 anos (Figura 8). Em relagdo a
ocupacao profissional, destacaram-se o0s pacientes que, a0 menos uma vez
na vida, exerceram atividades relacionadas com manejo de solo (trabalhador
rural, tratorista) e a construcédo civil. Nao foi possivel obter informacéo de 16

pacientes (Figura 9).

m Feminino
W Masculino

21a30 31a40 41a 50 51a60 61a70 >7

Figura 8: Distribuicdo em namero absoluto dos pacientes classificados como
caso confirmado e provavel para paracoccidioidomicose (n=65), de acordo
com género e faixa etéria.

do lar 7%

—

tratorista 8% motorista 7%

caminhoneiro 3%

carpinteiro 2%
caseiro 2%
despachante 2%
doméstica 2%
entregador 2%
estudante 2%
Outra 21% feirante 2%
ferroviario 2%

jardineiro 2%
_ presidiario 2%

torneiro mecanico 2%
_ vendedor 2%

vigia 2%

pedreire 10%

trabalhador rural 44%

Figura 9: DistribuicAo em porcentagem dos pacientes classificados como
caso confirmado ou provavel para paracoccidioidomicose (n=56), segundo

ocupacao profissional.
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Baseando-se nas informac¢des obtidas nos prontuérios e levando em
consideracao os sinais clinicos da PCM, verificou-se que 76,9% (50/65) dos
pacientes foram classificados como portadores da forma crbnica e 23,1%
(15/65) da forma aguda/subaguda. Nao foi possivel obter dados clinicos de
sete (7) pacientes (Figura 10 ). Verificou-se que, naqueles com manifestagao
cronica da doenga foram encontradas com maior frequéncia lesdes de
mucosa, pulmdo e pele, apresentando a seguinte distribuicdo: 72,0%
(36/50), 68,0% (34/50) e 52,0% (26/50), respectivamente. Entre os pacientes
com a forma aguda/subaguda destacou-se o comprometimento ganglionar,
observado em 93,3% (14/15) dos doentes (Figura 11).

@ Feminino

m Masculino

]
Aguda/Sub-aguda Cronica Unifocal Créonica Multifocal

Figura 10: Distribuicdo em numero absoluto dos pacientes classificados
como caso confirmado e provavel para paracoccidioidomicose (n=65),

segundo género e forma clinica.

99



@ Aguda/Sub-Aguda
36 34
26

s | | | =

Ganglios Mucosa Pele Pulmio outros orgaos
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Figura 11: Distribuicio em numero absoluto dos pacientes classificados
como caso confirmado e provavel para paracoccidioidomicose (n=65),

segundo forma clinica da doenca e local da lesé&o.

Os pacientes que n&o apresentaram comprovacéo laboratorial de
PCM por métodos micoldgicos, histopatoldgicos ou imunolégicos; e ainda
apresentaram diagnostico de outra etiologia confirmado clinico-
laboratorialmente foram definidos como caso descartado (n=30). Destes,
50,0% (15/30) manifestaram acometimento pulmonar; 23,3% (7/30) lesbes
cutaneas e/ou mucocutaneas; e 20,0% (6/30) linfadenomegalia. A principal
patologia observada foi a tuberculose, sendo encontrada em 30,0% (9/30)
dos pacientes, seguida das neoplasias, presente em 20,0% (6/30). Foi
possivel verificar que onze (36,7%) pacientes possuiam algum tipo de

imunodeficiéncia como doenca de base (Tabela 4).
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Tabela 4: Relacao de pacientes classificados como caso descartado de paracoccidioidomicose (n=30).

Paciente

PD1
PD2
PD3
PD4

PD5

PD6
PD7
PD8
PD9
PD10
PD11
PD12
PD13
PD14
PD15
PD16
PD17
PD18
PD19

PD20
PD21
PD22
PD23
PD24
PD25
PD26

PD27
PD28

PD29
PD30

NR — néo reagente; f — fraca reatividade; a/e —a e

Sexo

M

m

mTnmTmnm =25 £

=T 2L L

T

<

M
M

idade
59
42
16
59

36

71
48
22
a7
63
17
42
38
66
37
10
49
3
66

49
49
31
16
35
49
22

a4
46

31
30

Amostra
1654/11
14811/11
3153/11
402/11
15567/11
16508/11
59453/10
52094/10
22391/11
56/11
18106/11
19409/11
3155/11
56334/10
17805/11
25873/11
22532/11
58857/10
15548/11
15914/11

9103/11
19678/11
19434/10
15547/11
64571/10
21910/11

6730/11

9824/11
10989/11

1528/11
64432/10
17667/11

ID
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NR
NR
gp 43f
NR
NR
NR
gp 43f
gp 43f
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

sclarecer; TC — tomografia computadorizada; SARA -

Doenca granulomatosa crénica

Imunodeficiéncia Tipo de acometimento
pulmonar (em TC) e febre a/e
pulmonar
hepatoesplénico

pulmonar

Aids ganglionar e hepatico

medula 6ssea
Aids pulmonar
pulmonar
Imunodeficiéncia ndo-aids a/e pulmonar

Sistema Nervoso Central

Imunodeficiéncia primaria pulmonar
pulmonar
Aids ganglionar e pulmonar
mucocutaneo
hepético

cuténeo e ganglionar
Sistema Nervoso Central

pulmonar
Sistema Nervoso Central,
pulmonar e 6sseo

ganglionar
Aids Sistema Nervoso Central
Aids cutaneo
Aids ganglionar
intestinal
pulmonar

cutaneo e ganglionar

pulmonar

mucocutaneo e pulmonar
Aids cutaneo
Aids pulmonar
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Diagnéstico diferencial de PCM
Tuberculose prévia
Tuberculose
Leishmaniose visceral
Granulomatose linfocit6ide

Tuberculose

Doenca mieloproliferativa
Tuberculose
Tuberculose
Tuberculose

Meningite asséptica
Tuberculose miliar
Pneumonia por amianto
Micobacteriose nédo-tuberculosa
Carcinoma
Esquistossomose
Linfoma de célula T
Doenca meningocécica
Micobacteriose néo-tuberculosa
Linfoma de célula T

Doenca de Lyme
Deméncia pelo HIV
Sarcoma de Kaposi
Sarcoma de Kaposi

Colite pseudomembranosa
SARA
Tuberculose

Carcinoma
Tuberculose

Dermatite
Tuberculose

Sindrome da Angustia Respiratéria Aguda

Observacéo
Leptospirose + Diabetes mellitus
Diabetes mellitus

co-infeccdo com CMV

Infeccao por M. avium

co-infeccdo com HCV

Infecgdo por M. avium

Sifilis



4.1.3. Analise soroldgica dos pacientes com suspeit a clinica de

paracoccidioidomicose

A andlise dos resultados soroldgicos obtidos no ensaio de
imunodifusdo dupla em gel de agarose visando a pesquisa de anticorpos
circulantes anti-P. brasiliensis demonstrou que 46,9% (69/147) das amostras
avaliadas apresentaram reatividade frente ao filtrado de cultura da amostra
B-339, com deteccdo de titulos de anticorpos variando de 1 a 1024.
Verificou-se que apenas nas amostras de pacientes classificados como caso
confirmado e provavel foi possivel a deteccdo de anticorpos espécie-
especificos (Figura 12).
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Figura 12: Distribuicho em numero absoluto das amostras de soro de
pacientes (caso confirmado e provavel) com paracoccidioidomicose (n=100),
segundo titulo de anticorpos séricos espécie-especificos, avaliadas por

imunodifusao dupla.

Os titulos obtidos da diluicho das amostras reagentes foram
distribuidos de acordo com a intensidade dos niveis séricos de anticorpos
especificos, seguindo a classificacdo empregada por Moreto (2010):

. Baixo: soro ndo diluido a soro diluido a 1:4;
. Moderado: soro diluido 1:8 a soro diluido a 1:16;

. Elevado: soro com diluicdo maior ou igual a 1:32.
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Dessa forma, observou-se que 29 amostras apresentaram niveis de
anticorpos considerados elevados (= 1:32); em 24 amostras, os titulos foram
moderados e em 16, detectou-se baixos titulos de anticorpos circulantes
(Figura 13).

Baixo (1:1a1:4)
23,2%

Elevado (= 1:32})
42,0%

Moderado
(1:8a1:16)
34,8%

Figura 13: Perfil de reatividade em porcentagem das amostras reagentes
por imunodifusdo dupla (n=69), segundo a intensidade dos niveis séricos de

anticorpos especificos anti-P. brasiliensis.

Em relacdo a forma clinica da doenca, foi possivel verificar que
45,8% (11/24) das amostras de soro dos pacientes categorizados segundo
0s sinais clinicos compativeis com a forma aguda/subaguda apresentaram
resultado ndo reagente por ID, e entre as reagentes, 12,5% (3/24) possuiam
titulos moderados e 41,7% (10/24) niveis elevados de anticorpos. Nos
pacientes com a forma crénica unifocal observou-se que 33,3% (4/12) das
amostras apresentaram auséncia de reatividade, 8,3% (1/12) titulos baixos,
16,7% (2/12) moderados e 41,7% (5/12) elevados. A distribuicdo dos titulos
de anticorpos entre as amostras de pacientes com a forma crénica multifocal
foi de 19,3% (11/57) com resultado nao reagente, 24,6% (14/57) com titulos
baixos, 31,8% (18/57) moderados e 24,6% (14/57) elevados (Figura 14). Foi
possivel avaliar que a metodologia de imunodifusdo dupla apresentou
melhor desempenho na deteccdo de anticorpos anti-P. brasiliensis em
pacientes crénicos (72,5%) do que naqueles com a forma aguda (45,8%)
(p=0,018).
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M Elevado (= 1:32)
M Moderado (1:8 a 1:16)
M Baixo (1:1al:4}

M NioReagente

Aguda/sub-aguda  Cranica Unifocal

Crénica Multifocal

Figura 14: DistribuicAdo em numero absoluto de amostras de soro dos
pacientes com paracoccidioidomicose (confirmado e provavel) (n=93),
segundo a forma clinica da doenca e intensidade dos titulos de anticorpos

avaliados por imunodifus&o dupla.

A avaliacdo dos soros de pacientes por immunoblotting demonstrou
gue 87 das 147 amostras analisadas foram reagentes frente ao antigeno Pb
113 de P. brasiliensis. Dos 115 pacientes selecionados, 61 apresentaram
reatividade sorolégica para paracoccidioidomicose pela mesma técnica
(Figura 15).

A B

REAGENTE
53,0%
REAGENTE

59,2%

NAD
REAGENTE
40,8%

NAG
REAGENTE
47,0%

Figura 15 : Percentual de reatividade para P. brasiliensis por immunoblotting,
segundo o numero de amostras (A) (n=147) e de pacientes (n=115) (B)

avaliados.
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Foi possivel verificar que 52 amostras (59,8%) apresentaram
reatividade frente as glicoproteinas de 43 e 70 kDa, concomitantemente;
enquanto 35 (40,2%) soros reagiram apenas frente a gp43. A distribuicdo do
padrdao de reatividade das amostras reagentes frente a gp43 e gp70
encontra-se representada na Figura 16 . Demonstrou-se, ainda, que apenas
as amostras de pacientes classificados na definicdo de caso confirmado ou
provavel de PCM, reconheceram a molécula de 70kDa. Em relacdo as
manifestacdes clinicas ndo se observou diferenca no percentual de
reatividade frente as glicoproteinas de 43 e 70 kDa. Pacientes portadores da
forma aguda apresentaram percentual de reatividade equivalente a 87,5%
(21/24) e aqueles com a forma crénica, 87,0% (60/69) (p=0,776) (Figura 17 ).

79

m Mao Reagente
mgpdd
megp/l

Confirmado Provavel Suspeito Descartado

Figura 16 : Distribuicio em numero absoluto das amostras de pacientes
avaliadas (n=147), segundo as definicdes de caso de paracoccidioidomicose

e o perfil de reconhecimento por immunoblotting.
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Figura 17 : Distribuicdo em numero absoluto das amostras (n=93), segundo
o perfil de reconhecimento por immunoblotting e a forma clinica do paciente:

NR — néo reagente.

Comparando os resultados obtidos apés a realizacdo dos ensaios de
imunodifusdo e immunoblotting, pode-se observar que o ultimo apresentou
maior capacidade de deteccdo de anticorpos anti-P. brasiliensis (59,2%) em
relacdo a ID (46,9%) (p=0,035). Demonstrou-se, ainda, uma possivel
existéncia de correlacéo entre os titulos de anticorpos detectados por ID e a
intensidade da reacdo por IB. A fraca reatividade frente a gp43 por IB foi
observada em 26,8% (19/71) das amostras de soro que apresentaram niveis
moderados e elevados e 91,7% (11/12) daquelas com baixos titulos ou
auséncia de anticorpos séricos anti-P. brasiliensis por ID (p<0,001) (Figura
18) Além disso, se verificou uma possivel associagdo entre o
reconhecimento da fragdo de 70 kDa e niveis altos de anticorpos especificos
(= a 8); sugerindo que esta fracdo seja preferencialmente reconhecida por
soros de pacientes que apresentam titulos moderados e elevados de
anticorpos circulantes espécie-especificos por ID. Considerando-se que a
gp70 foi reagente em, respectivamente 33,3% (5/16), 70,8% (17/24) e 72,4%
(21/29) das amostras com titulos baixos, moderados e elevados (p=0,007)
(Figura 19).
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Figura 18 : Perfil de reconhecimento, por immunoblotting, das amostras de
soro (casos confirmado e provavel) frente as glicoproteinas de 43 e 70 kDa
(n=83), de acordo com a intensidade dos niveis séricos de anticorpos

circulantes obtidos por imunodifusao dupla. (f) — fraca reatividade.

H ndo reagente
Hgpa3
b gp70

Baixo (1:1 a 1:4) Moderade (1:8 3 L:La) Elevado {2 1:32)

Figura 19 : Distribuicdo em numero absoluto das amostras de soro (casos
confirmado e provavel) reagentes por imunodifusdo dupla (n=69),, de acordo
com os niveis séricos de anticorpos circulantes obtidos e a reatividade por

immunoblotting frente as glicoproteinas de 43 e 70 kDa.
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4.1.4. Avaliacdo soroldgica do grupo controle

As 140 amostras de individuos, aparentemente saudaveis,
provenientes de areas endémicas e nao-endémicas para PCM néo
apresentaram reatividade frente ao filtrado de cultura do isolado B-339 de P.

brasiliensis por ID.

Verificou-se, por IB, que nenhuma das amostras dos doadores de
sangue do Hemocentro de Botucatu apresentou reatividade frente as fracdes
consideradas marcadores sorologicos da PCM, ou seja, gp43 e/ou 70.
Entretanto, quatro (4) amostras (5,3%) dos individuos provenientes da regido
litoranea do Estado de Sao Paulo foram reagentes frente a gp43, sendo que

duas (2) apresentaram reatividade de fraca intensidade.

Observou-se que 23,3% (7/30) das amostras selecionadas de
pacientes com histoplasmose (10) e aspergilose (20) apresentaram, no
ensaio de IB, reatividade cruzada ao antigeno de P. brasiliensis; contudo,
nenhuma dessas amostras foi reagente para PCM por ID. Verificou-se que
trés (3) (30,0%) amostras de pacientes com infeccdo por H. capsulatum,
apresentaram fraca reatividade frente a fracdo 43 kDa de P. brasiliensis;
entre as amostras reagentes para A. fumigatus, 4 (20,0%) foram reagentes
para PCM (Figura 20).
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Figura 20 : Distribuicdo em porcentagem das amostras de pacientes com
paracoccidioidomicose (n=147),, aspergilose (n=20),, histoplasmose (n=10),
e individuos higidos provenientes de area endémica (AE) (n=64), e nao-
endémica (ANE) (n=76),, segundo o reconhecimento por immunoblotting

frente ao antigeno Pb 113 de P. brasiliensis. (f) - fraca reatividade.

4.1.5. Parametros intrinsecos dos ensaios sorolégic  0s

Para a determinacdo dos parametros intrinsecos do ensaio de
imunodifusdo dupla, foram utilizados os valores descritos na Tabela 5.
Dessa forma, a sensibilidade do teste foi de 69,0% (69/100) e a
especificidade de 100,0% (202/202). O valor preditivo positivo (VPP) foi de
100,0% (69/69) e o negativo (VPN) igual a 86,7% (202/233), em uma
prevaléncia de 33,0%. O ensaio de ID apresentou eficiéncia de 89,7%
(271/302).
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Tabela 5: Avaliacdo das amostras de soro por imunodifusdo dupla, de

acordo com a confirmacao clinico-laboratorial de paracoccidioidomicose.

PCM/DOENTES PCM/NAO-DOENTES Total

ID REAGENTE 69 0 69
ID NAO-REAGENTE 31 202 233
Total 100 202 302

Na avaliacdo da metodologia de immunoblotting, primeiramente
foram consideradas reagentes, as amostras que apresentaram reatividade
frente a gp43, incluindo ou ndo outras fracdes antigénicas (Tabela 6). Dessa
forma, o ensaio apresentou sensibilidade de 83,0% (83/100) e especificidade
de 93,1% (188/202). O VPP foi equivalente a 85,6% (83/97) e o VPN de
91,7% (188/205). A eficiéncia do ensaio de IB foi avaliada em 89,7%
(271/302).

Tabela 6: Avaliacdo das amostras de soro por immunoblotting, considerando
a reatividade frente a gp43, de acordo com a confirmacéao clinico-laboratorial

de paracoccidioidomicose.

PCM/DOENTES PCM/NAO-DOENTES Total

IB REAGENTE 83 14 97
IB NAO-REAGENTE 17 188 205
Total 100 202 302

Considerou-se pertinente avaliar os parametros previamente descritos
apenas no conjunto de amostras que apresentaram reatividade frente as
fracOes de 43 e 70 kDa simultaneamente (Tabela 7). Neste caso, as 46
amostras que apresentaram reatividade somente frente a gp43 foram
consideradas como resultado sugestivo e, portanto, excluidas da analise.
Assim posto, a sensibilidade do método de IB foi de 75,4% (52/69); a
especificidade, 100,0% (188/188); o VPP, 100,0% (52/52) e o VPN, 91,7%
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(188/205). A eficiéncia do ensaio de IB, neste caso, foi equivalente a
93,4% (240/257).

Tabela 7: Avaliacdo das amostras de soro por immunoblotting, considerando
a reatividade simultanea frente as glicoproteinas de 43 e 70 kDa, de acordo

com a confirmagéo clinico-laboratorial de paracoccidioidomicose.

PCM/DOENTES PCM/NAO-DOENTES Total

IB REAGENTE 52 0 52
IB NAO-REAGENTE 17 188 205
Total 69 188 257

Desta forma, comparando os resultados obtidos, utilizando o teste do
qgui-quadrado, verificou-se que o ensaio de IB, quando se considerou apenas
a reatividade da gp43, apresentou sensibilidade superior a observada para a
metodologia de ID (83% x 69%, p=0,020); entretanto, o percentual de
especificidade foi inferior (93,1% x 100%, p<0,001), com VPP
consequentemente inferior (85,6% x 100%, p<0,001) (Figura 21).

Quando levou-se em conta, a deteccéo simultanea das fracdes de 43 e
70 kDa, verificou-se que a especificidade e o VPP do IB alcancaram valor
méximo, de forma semelhante a observada para ID. Nao houve diferenca
estatistica entre a sensibilidade da ID e do IB nestas condi¢cbes, apesar
deste ultimo ter apresentado percentual superior (69,0% x 75,4%, p=0,223).
O mesmo ocorreu na avaliacdo do VPN, onde o IB apresentou valor de
91,7% e a ID, 86,9% (p=0,094) (Figura 21).

Comparando a eficiéncia dos ensaios, que relaciona o numero de
resultados reagentes entre os doentes e 0s ndo reagentes obtidos nos
individuos sem doenca frente ao numero total de amostras avaliadas,

verificou-se que este parametro foi superior no IB quando se tomou por base
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a presenca simultanea da gp43 e 70 (93,4%). Entretanto, esse resultado
apresentou semelhanca pelo método estatistico, com a ID (89,7%) (Figura
21).

100,0%

90,0%

80,0%

70,0%
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50,0% -
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Figura 21 : Comparacdo em porcentagem dos parametros intrinsecos dos
ensaios de imunodifusdo dupla (ID) e immunoblotting (IB): S -
sensibilidade; E — especificidade; VPP — valor preditivo positivo; VPN —
valor preditivo negativo; Ef — eficiéncia.

4.15.1. Interferéncia do tempo de tratamento dos d oentes nos
parametros de sensibilidade e eficiéncia dos ensaio s

O grupo denominado PCM/doentes (casos confirmados e provaveis)
inclui todas as amostras de pacientes com evidéncia clinica e laboratorial
(micolégica e/ou sorologica) da doencga e, portanto, submetidos a terapia
antifungica. A distribuicdo das amostras segundo o tempo de tratamento do

paciente é a seguinte:

* Pacientes sem tratamento: 22 amostras

* Até 30 dias de tratamento: 12 amostras

* De 31 dias a seis (6) meses: 14 amostras
* De sete (7) a 12 meses: 9 amostras

* De 13 a 24 meses: 9 amostras

* Mais de 25 meses: 19 amostras
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« Sem tratamento, por cura aparente*: 8 amostras

* Sem informacédo sobre tratamento: 7 amostras

Durante as analises dos parametros intrinsecos obtidos pelos ensaios
de ID e IB, foi possivel observar que a sensibilidade e eficiéncia dos
métodos apresentaram variabilidade de valores quando se avaliou o tempo
de tratamento recebido pelos pacientes do grupo definido como
PCM/doentes. A interpretacdo dos resultados sugere que a metodologia de
ID tenha sofrido uma interferéncia maior nesses parametros que o IB
(Tabela 8).

Tabela 8: Comparacao dos valores de sensibilidade e eficiéncia dos ensaios
de imunodifusdo dupla (ID) e immunoblotting (IB) em relagédo ao tempo de

tratamento recebido pelo paciente no momento da coleta da amostra.

ID 1B gp 43 1B gp43+70 Total de amostras
Tempo de
lad
tratamento Sensibilidade Eficiéncia Sensibilidade Eficiéncia Sensibilidade Eficiéncia acumulacas o grapo
PCM/DOENTES
Semtratamento 90, 99 99,1% 95,5% 95,1% 94,4% 99,5% 22
Até 1 més 88,2% 98,3% 97,1% 95,4% 96,0% 99,6% 34
Até 6 meses 85,4% 97,2% 95,8% 95,2% 94,4% 99,2% 48
Até12meses  g0,7% 95,8% 93,0% 94,6% 90,0% 98,4% 57
Até24meses 78 8% 94,8% 90,9% 94,1% 87,2% 97,6% 66
Mais de 24
meses 72,9% 92,0% 89,4%  93,4% 84,5% 96,6% 85
Cura aparente 72,0% 91,2% 87,1% 92,6% 81,0% 95,5% 93

Verificou-se que a sensibilidade do ensaio de ID foi de 90,9% quando
se levou em conta apenas amostras de pacientes coletadas antes da
introducdo da terapia, incluindo pacientes tratados por até 12 meses, este
valor apresentou reducdo de mais de 10%, chegando a ser 18,9% inferior
guando se considerou 0s pacientes com “cura aparente” da doenca (Figura

22). Ao mesmo tempo, foi possivel observar que esta diferencga foi menor no

4 Segundo o Manual de Vigilancia e Controle da Paracoccidioidomicose, a palavra cura ndo deve ser
aplicada a doentes com PCM, que podem sofrer de futuras reativacées da doenca. Os pacientes
devem ser avaliados uma vez por ano, nos dois anos que seguem apos a interrupcdo da terapia
antifiingica,

113



IB, variando entre 84 a 13,4% de acordo com a reatividade das
glicoproteinas de 43 e 70 kDa. Como demonstrado na representacao grafica,
o tratamento antifingico parece interferir mais na capacidade do método em
detectar a gp70 do que a gp43 (Figura 22).

100%

80%
—— D
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70% ~ —|B gp43+70
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sem tratamento ate Lmés até Gmeses até 12 meses até 24 meses  maisde 24 meses  curaaparents

Figura 22 : Curva dos valores de sensibilidade dos ensaios de imunodifusao
dupla (ID) e immunoblotting (IB) em relacdo ao tempo de tratamento

recebido pelo paciente no momento da coleta da amostra.

4.1.5.2. Avaliacdo da concordancia entre o0s meétodos e

reprodutibilidade intralaboratorial do immunoblotting

Para o calculo do coeficiente Kappa (k) de concordancia entre os
métodos de ID e IB foram utilizadas as 317 amostras avaliadas no presente
trabalho, ou seja, individuos classificados com doentes (n=100), n&o-

doentes (n=202) bem como casos suspeito (n=15).

Foi possivel demonstrar que 89,0% (282/317) das andlises
realizadas apresentaram resultados concordantes entre si. O célculo do
indice kappa foi igual a 0,72, equivalente a uma concordancia substancial
(Quadro 2). A concordéancia entre os resultados obtidos nos métodos de ID
e IB podem ser observados na Tabela 9.
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Tabela 9: Concordancia de resultados entre os métodos de imunodifusao

dupla e immunoblotting.

IB
REAGENTE NAO REAGENTE Total
ID
REAGENTE 68 1 69
TOTAL DE .
NAO REAGENTE 34 214 248
AMOSTRAS
Total 102 215 317
KAPPA 0,75
REAGENTE 68 1 69
DOENTES NAO REAGENTE 15 16 31
Total 83 17 100
KApPPA 0,57
REAGENTE 0 0 0
NAO - _
NAO REAGENTE 14 188 202
DOENTES
Total 14 188 202
KAPPA Ndo Calculavel

A concordancia dos resultados entre as amostras de soro de
individuos com doenca foi de 84,0% (84/100), com indice kappa equivalente
a 0,57 (concordancia moderada). A co-positividade dos pacientes com PCM
foi de 68,0% (68/100); além disso, 16 amostras foram duplamente negativas;
15 reagentes apenas no IB e uma (1) reagente somente na ID. As amostras
dos individuos nédo-doentes apresentaram co-negatividade de 93,1%

(188/202) e nao sendo verificado resultado duplamente reagente (Tabela 9).
A reprodutibilidade intralaboratorial do immunoblotting foi avaliada a

partir da realizacdo deste ensaio analisando 20 amostras, por trés (3)

analistas, em dias diferentes (Tabela 10). A concordancia alcancada entre
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os resultados obtidos pelos analistas 1, 2 e 3 (A1 x A2 x A3) foi de 95%. O

coeficiente Kappa de concordancia entre os analista 1 e 2 (Al x A2) foi de

0,89; entre os analistas 1 e 3 (A1 x A3) de 1,0 e entre os analistas 2 e 3 (A2

x A3) de 0,89. Estes indices indicam a uma concordancia quase perfeita
(Quadro 2).

Tabela 10: Comparacdo da concordancia observada entre as analises de

immunoblotting realizadas por diferentes analistas (1, 2 e 3) com as mesmas

amostras, em dias distintos e no mesmo laboratério.

Al x A2 Al x A3 A2 x A3
R NR Total R NR Total R NR Total
R 12 0 12 12 0 12 12 1 12
NR 1 7 8 0 8 8 0 7 8
Total 13 7 20 12 8 20 13 7 20
KAPPA 0,89 1,0 0,89
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4. 2. Histoplasmose

4.2.1. Otimizacdo do immunoblotting para pesquisa de anticorpos anti-

H. capsulatum

Para determinacdo da melhor preparagao antigénica a ser utilizada
na pesquisa de anticorpos anti-H. capsulatum foram imobilizadas, nas
mesmas condicdes, membranas de nitrocelulose com antigeno Hc 200 ou
antigeno Hc 406 de H. capsulatum [ANEXO D.1].

A interpretacdo dos resultados revelou que os ensaios realizados
com membranas de nitrocelulose contendo antigeno obtido a partir do
isolado 200 mostraram-se mais eficientes e sensiveis quando comparado
aos realizados com a preparacdo antigénica obtida a partir da amostra 406,
possibilitando o reconhecimento das fragbes H (entre 108 e 120 kDa) e M
(entre 70 e 94 kDa), consideradas marcadores sorolégicos da infeccdo por
H. capsulatum [ANEXO D.1].

Na etapa seguinte do processo de otimizagdo, procurou-se
estabelecer as condi¢cdes consideradas “ideais” para o desenvolvimento da
reacao, objetivando principalmente abolir ou a0 menos minimizar as reacdes
de fundo, visto que a maioria dos pacientes apresenta imunossupressao

causada pela infeccdo com HIV (Tabela 11).

Outro parametro avaliado foi o processo de transferéncia das
proteinas contidas no gel de poliacrilamida para a membrana de
nitrocelulose [ANEXO D.2]. Assim, duas (2) condi¢Oes distintas foram

avaliadas:

a) transferéncia por trés horas em temperatura de 2 a 4°C, com
amperagem constante de 150 mA e
b) transferéncia por aproximadamente 18 horas (overnight) a 4°C,

com voltagem constante de 30 V.
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Verificou-se, tanto pela coloragdo com Ponceau-S, como atravées da
reatividade frente a amostras de soro de pacientes sabidamente reagentes
para H. capsulatum, que ndo houve distingdo entre os diferentes processos
de transferéncia; entretanto, o método realizado em amperagem constante
de 150 mA, por trés horas em temperatura de 2 a 4C foi considerado mais
adequado, devido ao menor tempo de execucdo [ANEXO D.2].

Visando minimizar e/ou retirar a reacdo de fundo frequentemente

observada, diferentes parametros foram avaliados:

. Solugdes para diluicdo dos soros e do anticorpo secundario —
PBS pH 7,4 e PBS-L (1%, 3% e 5%) [ANEXO D.3];

. DiluicAo das amostras biologicas - 1:40 e 1:100 [ANEXO
D.4.1],

. Diluicdo do anticorpo secundario - 1:1000 e 1:2000 [ANEXO
D.4.2]

A andlise dos resultados revelou que soros diluidos 100 vezes em
solucdo PBS pH 7,4 acrescido de 3% de leite desnatado (PBS-L 3%)
propiciaram melhor visualizacdo e definicdo das fracbes H e M de H.

capsulatum em amostras reagentes.

Ao avaliar a melhor concentracdo de anticorpo secundario, ou seja,
IgG humana conjugada a peroxidase, foi possivel observar que diluicbes
superiores a 1000 vezes nao foram adequadas, acarretando em prejuizo da
eficiéncia da metodologia. Tendo em vista este resultado, optou-se em

manter a mesma diluicao (1:1000) ja descrita no protocolo de referéncia.
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Tabela 11: Condicbes estabelecidas para técnica de immunoblotting para

pesquisa de anticorpos anti-H. capsulatum.

Tampao de
Tnanc | Gpice Dludiode diucio
conjugado)
Répida — 150mA, 3hs, 2a 4°C X
Lenta —30v, 18hs, 4°C
1:40
1:100 X
1:1000 X
1:2000
PBS
PBS-L 1%
PBS-L 3% X

PBS-L 5%

Apés a etapa de otimizacdo, realizou-se a avaliacdo da
aplicabilidade da técnica de immunoblotting para pesquisa de anticorpos
anti-H. capsulatum nas amostras de pacientes com suspeita clinica de

histoplasmose (Figura 23 ).
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Figura 23 : Reacdo de immunoblotting para pesquisa de anticorpos anti-H.
capsulatum em amostras de soro utilizando protocolo otimizado. C+ -
controle positivo; 1 a 16 - amostras de pacientes com suspeita clinica de
histoplasmose; fracdo H — entre 108 e 120 kDa; fracdo M — entre 70 e 94
kDa.
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4.2.2. Caracterizagdo dos pacientes com suspeita cl inica de

histoplasmose

A pesquisa de anticorpos anti-H. capsulatum foi realizada avaliando-
se 50 amostras de soro de 42 pacientes atendidos ambulatorialmente e/ou
internados no IIER e em 23 amostras de soro de 23 individuos envolvidos
em um surto de histoplasmose aguda, notificado pelo Nucleo de Vigilancia
Epidemiologica de Areias, SP. ApoOs consulta dos prontuarios, 15,5% (10/65)
dos pacientes foram classificados como casos confirmados, 41,5% (27/65)
provaveis, 12,3% (8/65) suspeitos e em 30,8% (20/65) o diagnostico de

histoplasmose foi descartado (Figura 24 ).

A histoplasmose pulmonar aguda foi a forma clinica observada com
maior frequéncia, acomentendo 64,9% (24/37) dos pacientes com casos
confirmados e provaveis, sendo que a forma disseminada da doenca foi
encontrada em 35,1% (13/37) (Figura 25).

30
27

m Pacientes
9 B Amostras
3
! |
Confirmado Provavel Suspeito Descartado

Figura 24 : Distribuicio em numero absoluto dos pacientes (n=65),e das

amostras de soro (n=73), segundo a definicdo de caso de histoplasmose.
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Figura 25: Distribuicio em numero absoluto dos pacientes com
histoplasmose confirmada e provavel (n=37), de acordo com a forma clinica

da doenca.

A média de idade dos pacientes classificados como casos
confirmados e provaveis foi de 22,1 anos, sendo 64,9% (24/37) do sexo
masculino e 35,1% (13/37) do feminino (Figura 26 ). Entre os pacientes com
a forma disseminada, a faixa etaria variou de 12 a 57 anos (média de 34,2)
(Figura 27), demonstrando maior frequéncia nos pacientes do sexo
masculino, 69,2% (9/13), comparado ao feminino, 30,1% (4/13). Os 23
individuos envolvidos no surto de histoplasmose pulmonar aguda
apresentaram idade entre 14 e 16 anos, sendo 14 do sexo masculino e nove
(9) do feminino (Figura 27 ).
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Anos completos

Figura 26: Distribuicio em numero absoluto dos pacientes com

histoplasmose confirmada e provavel(n=37), segundo género e faixa etaria.
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Figura 27: Distribuicho em numero absoluto dos pacientes com
histoplasmose confirmada e provavel (n=37), de acordo com a faixa etéaria e

forma clinica da doenca.

Foi possivel observar que todos os individuos com HP disseminada
apresentavam algum tipo de imunodeficiéncia como doenca de base: 12
eram portadores do HIV e um (1) possuia doenca do fagocito. Em seis (6)
pacientes verificou-se a presenca de outras co-morbidades além do HIV: trés
(3) apresentavam co-infeccdo por citomegalovirus (CMV), trés (3) por
Candida sp, um (1) por Micobacterium nao-tuberculosis e um (1) por

Cryptosporidium sp (Tabela 12).
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Tabela 12:

Caracterizacéo

clinico-laboratorial

apresentaram co-infeccdo com H. capsulatum.

Paciente

H1

H2

H3

H4

H5

H6

H7

H8

H9

H10

HP1

HP2

HP4

Sexo

M

M

< 2 2 £ =

-

Idade

29

38

20

36

57

12

30

50

32

25

29

30

56

Forma clinica

HP disseminada

HP disseminada

HP disseminada

HP disseminada

HP disseminada

HP disseminada

HP disseminada

HP disseminada

HP disseminada

HP disseminada

HP disseminada

HP disseminada

HP disseminada

Caso

C

C

C

C

C

C

p

Imunodeficiéncia

Aids

Aids

Doenga do fagécito

Aids

Aids

Aids

Aids

Aids

Aids

Aids

Aids

Aids

aids

dos pacientes que

Co-morbidade
HIV; CMV

HIV; CMV

HIV
HIV; CMV; Criptosporidium sp
HIV; Micobacterium ntb; Candida sp

HIV
HIV

HIV; Candida sp

HIV; Candida sp
HIV
HIV

HIV

HP - histoplasmose; C — confirmado; P — provavel; CMV - citomegalovirus; ntb — ndo-tuberculosis

Entre os pacientes classificados como caso descartado de

histoplasmose, 80% (16/20) apresentavam co-infec¢ao pelo virus HIV, sendo

as co-morbidades

mais apresentadas:

criptococose (3 pacientes);

tuberculose (2) e micobacteriose atipica (2). Os quatro (4) pacientes nao-HIV

foram diagnosticados com tuberculose, leishmaniose tegumentar, meningite

viral e dermatofitose (Tabela 13).
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Tabela 13: Caracterizacdo clinico-laboratorial dos pacientes classificados
como caso descartado de histoplasmose.

Paciente  Sexo Idade Acometimento Imunodeficiéncia Diagnostico diferencial CD4
HD1 M 26 Pulmonar Aids Pnemonia bacteriana
HD2 M 17 Pulmonar TB
HD3 M 21 Pulmonar Aids Pnemonia bacteriana
HD4 F 24 Lesdo de pele Leishmaniose tegumentar
HD5 M 14 Quadro sistémico Aids Toxoplasmose
HD6 M 25 Pulmonar Aids Micobacteriose ntb 31
HD7 M 13 Quadro sistémico Aids Criptococose; tuberculose
HD8 M 44 Quadro sistémico Leptospirose; meningite viral
HD9 F 14 Pulmonar Aids CMV; pneumocistose 269
HD10 M 33 Lesdo de pele Aids Dermatite cronica 346
HD11 M 37 Lesdo de pele Aids Linfoma de Hodgkin 110
HD12 M 15 Lesdo de pele Aids Criptococose cutanea
HD13 M 17 Lesdo de pele Aids Criptococose disseminada
HD14 M 29 Lesdo de pele Aids Tuberculose disseminada
HD15 M 44 Lesdo de pele Aids Psoriase 101
HD16 M 36 Lesdo de pele Aids >300
HD17 M 36 Lesdo de pele Aids Sarcoma de kaposi; Sifilis 408
HD18 F 60 Pulmonar Aids Micobacteriose ntb 315
HD19 M 9 Lesdo de pele Dermatofitose
HD20 M 44 Lesdo de pele Aids Doenga arterial periférica

HP - histoplasmose; CMV - citomegalovirus; ntb — ndo-tuberculosis

4.2.3. Analise soroldgica dos pacientes com suspeit a clinica de

histoplasmose

A interpretacao dos resultados sorolégicos das amostras de soro dos
pacientes com suspeita clinica de histoplasmose demonstrou que 46,5%
(34/73) apresentaram reatividade frente ao antigeno Hc 200 pelo ensaio de
imunodifusdo dupla em gel de agarose. Seguindo os critérios para defini¢cdo
de caso de doenca, verificou-se que 38,5% (5/13) dos casos confirmados e
96,7% (29/30) dos provaveis foram reagentes por ID, com titulos de
anticorpos variando de 1 a 128. Nenhum dos casos suspeito (n=9) ou
descartado (n=21) apresentaram reatividade para H. capsulatum (Figura
28).
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Figura 28: Distribuicdo em numero absoluto das amostras de soro, de

acordo com a reatividade por imunodifusédo dupla frente ao antigeno Hc 200
de H. capsulatum. (A) Reagentes (n=34); (B) Nao reagentes (n=39).

Considerando a forma clinica da doenca, foi possivel observar que
96,0% (24/25) dos pacientes com histoplasmose pulmonar aguda foram
reagentes por imunodifusdo; destes, 75,0% (18/24) apresentam titulos
baixos de anticorpos circulantes, 20,8% (5/24) moderados e 4,2% (1/24)
elevados. Entre os pacientes com HP disseminada, verificou-se que 44,4%
(8/18) nédo apresentaram reatividade por ID e 20,0%, 50,0% e 30,0% das
amostras clinicas reagentes apresentaram, respectivamente, titulos baixos,

moderados e elevados (Figura 29).
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Figura 29 : Distribuicdo em porcentagem das amostras de soro, de acordo

com o titulo de anticorpos circulantes.
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Observou-se, por immunoblotting, que 46,6% (34/73) das amostras
avaliadas reagiram frente a fracdo antigénica obtida da amostra 200 de H.
capsulatum, representando 46,2% (30/65) dos pacientes (Figura 30 ). Quatro
(4) pacientes apresentaram duas (2) amostras com resultado néo reagente;
dois (2) pacientes possuiam duas (2) amostras com resultado reagente e um
(1) paciente apresentou trés (3) amostras com resultado reagente. N&o
houve diferenca estatistica entre o percentual de reatividade desta

metodologia em relacéo a ID (46,5%).

39

35

Reagentes

W Ndoreagzentes

Amostras Pacientes

Figura 30 DistribuicAo em namero absoluto das amostras de soro (n=73).e
de pacientes (n=65), de acordo com a reatividade por immunoblotting (IB)

frente ao antigeno Hc 200 de H. capsulatum.

A avaliacdo das amostras de soro de pacientes com histoplasmose
pulmonar aguda demonstrou que 96,0% (24/25) apresentaram reatividade
simultanea frente as fracdes H e M, especificas de H. capsulatum; apenas
uma (1) amostra (4,0%) foi reagente somente frente a fracdo M. Entre os
pacientes com doenca disseminada, 27,8% (5/18) das amostras
reconheceram as fracées H e M, concomitantemente; 22,2% (4/18) somente
a fracdo M e 50,0% ndo apresentaram reatividade frente as fragbes
especificas de H. capsulatum. Todas as amostras (100,0%) de soro dos
pacientes com caso suspeito ou descartado apresentaram auséncia de

reatividade (Figura 31).
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Figura 31 Distribuicho em numero absoluto das amostras de soro de
pacientes (n=73), de acordo com a reatividade por immunoblotting frente ao

antigeno Hc 200 de H. capsulatum.

A analise comparativa dos resultados soroldgicos revelou que 65,5%
(19/29) das amostras com reatividade frente as fracbes H e M por IB,
apresentaram, por ID, titulos de anticorpos circulantes anti-H. capsulatum
considerados baixos, 24,1% (7/29) moderados e 6,9% (2/29) elevados. Uma
(1) destas amostras (3,5%) apresentou reatividade apenas quando avaliada
por IB. Verificou-se, ainda, que as amostras que reconheceram somente a
fracdo M, apresentaram titulos moderados (60,0%) e elevados (40,0%) por
ID. Observou-se ainda que uma (1) amostra foi reagente somente por ID,

com titulo igual a 1 (Figura 32).
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Figura 32 Distribuicdo em namero absoluto do padrédo de reatividade das
amostras de soro dos pacientes com histoplasmose confirmada e provavel
(n=43), avaliadas por immunoblotting em relacdo aos niveis de anticorpos

obtidos por imunodifuséo dupla.

4.2.4. Avaliacao soroldgica do grupo controle

Para avaliacdo do grupo controle, foram submetidas aos ensaios de
ID e IB para pesquisa de anticorpos anti-H. capsulatum, 30 amostras de soro
de individuos aparentemente saudaveis provenientes da regido litoranea do
Estado de Sao Paulo. Avaliou-se, ainda, 15 amostras de soro de pacientes
com PCM e 10, com diagnéstico presuntivo de aspergilose.

Verificou-se, por ID, que do total de amostras pertencentes ao grupo
controle (n=55), nenhuma reconheceu o antigeno Hc 200 de H. capsulatum.
Por outro lado, a avaliacdo das amostras por IB, revelou que 29,1% (16/55)
das amostras apresentaram reatividade para o agente etiolégico da HP. A
maior taxa de reatividade cruzada foi encontrada nas amostras de soro dos
pacientes com PCM, sendo que 66,7% (10/15) foram reagentes: sete (7)
frente as fracdes H e M, simultaneamente; duas (2) somente frente a fracao
M e uma (1) unicamente frente a fracdo H. Entre os pacientes com

aspergilose, verificou-se 30,0% (3/10) de reatividade, sendo uma (1) amostra
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reagente frente as fracdes H e M e duas (2) apenas frente a fracdo M. Em
relacdo aos individuos saudaveis, 10,0% (3/30) apresentaram reatividade
frente a fracdo M de H. capsulatum (Figura 33).
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Figura 33 Distribuicdo em porcentagem das amostras de soro dos pacientes
com histoplasmose (HP) (n=73), paracoccidioidomicose (PCM) (n=15),
aspergilose (n=10).e individuos higidos (n=30). segundo a reatividade por

immunoblotting (IB) frente ao antigeno Hc 200 de H. capsulatum.

4.2.5. Parametros intrinsecos dos ensaios de imunod ifusdo dupla e

immunoblotting

Para avaliacdo dos parametros intrinsecos dos ensaios de ID e IB
objetivando a pesquisa de anticorpos séricos anti-H. capsulatum, as
amostras foram distribuidas conforme demonstrado na Tabela 14. A

prevaléncia da doenca na amostragem avaliada foi de 36,1% (43/119).

ApoOs avaliacdo dos resultados, verificou-se que a reacdo de ID
apresentou sensibilidade de 79,1% (34/43) e especificidade de 100,0%
(76/76); o VPP avaliado foi de 100,0% (34/34), o VPN de 89,4% (76/85) e a
eficiéncia do ensaio foi de 92,4% (110/119). A sensibilidade do IB foi
calculada em 79,1% (34/43), semelhante a da ID; entretanto, 0s outros
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parametros apresentaram valores inferiores: especificidade de 78,9%
(60/76); VPP de 68,0% (34/50), VPN de 87,0% (60/69) e eficiéncia de 79,0%
(94/119) (Figura 34).

O estudo comparativo dos métodos, utilizando o teste do qui-
quadrado, demonstrou diferenca estatistica nos parametros de
especificidade (p<0,001), VPP (p<0,001) e eficiéncia (p=0,003), sugerindo a
ID como metodologia mais especifica, de maior valor preditivo positivo e

eficiéncia (Figura 33).

Tabela 14: Avaliacdo das amostras por imunodifusdo dupla e
immunoblotting, de acordo com a confirmagao clinico - laboratorial de

histoplasmose.

HP/DOENTES HP/NAO-DOENTES Total
ID REAGENTE 34 0 34
ID NAO-REAGENTE 9 76 85
Total 43 76 119
IB REAGENTE 34 16 50
IB NAO-REAGENTE 9 60 69
Total 43 76 119
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Figura 34 : Comparacdo em porcentagem dos parametros de sensibilidade,

especificidade e eficiéncia entre 0s ensaios de imunodifusdo dupla e

immunoblotting.

Para melhor compreensdo do desempenho do ensaio de IB, a
reatividade das fragbes H e M foram avaliadas isoladamente, quando
reconhecidas simultaneamente ou alternadamente pelas amostras de soro
de pacientes avaliadas (Tabela 15). Ao compararmos condicfes distintas de
reatividade por 1B, nenhum parametro apresentou diferenca estatistica, pelo
teste do qui-quadrado. Contudo, a sensibilidade e o VPN da fragdo M foram
superiores em percentual em relacdo a fracdo H (p=0,223; p=0,431). A
fracdo H, por sua vez, mostrou valor mais elevado de especificidade e VPP

gue a M (p=0,273). A eficiéncia do método foi idéntica entre as duas fracdes.

O reconhecimento simultaneo das fracbes H e M demonstrou maiores
indices de especificidade e VPP quando comparado a deteccéo isolada de
uma unica fragdo (H ou M); estd diferenca foi, encontrada na avaliacdo
estatistica (p<0,001 e p=0,008, respectivamente), entretanto, os valores de
sensibilidade e VPN foram semelhantes aos da fracdo M (p=0,662 e
p=0,085). A eficiéncia do ensaio de IB considerando a reatividade
concomitante de H e M indicou melhor desempenho do que a deteccéo

isolada de qualquer uma das fracdes (Tabela 15).
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Tabela 15 Comparacdo dos parametros intrinsecos da metodologia de
immunoblotting, de acordo com a presenca de reatividade frente as fracdes
H e/ou M.

Fracdo H Fracao M Fracdo Hou M Fragbes H + M

Sensibilidade 67,4% 79,1% 79,1% 76,3%
Especificidade 86,8% 80,3% 78,9% 87,0%*
Valor Preditivo Positivo 74,4% 69,4% 68,0% 76,3%*
Valor Preditivo Negativo 82,5% 87,1% 87,0% 87,0%
Eficiéncia 79,8% 79,8% 79,0% 83,2%
*p<0,050

Foi possivel verificar que a forma clinica da doenca interferiu
diretamente no desempenho dos ensaios; especialmente nos parametros de
sensibilidade e eficiéncia. Avaliando-se somente 0s pacientes com
histoplasmose disseminada, a sensibilidade da ID foi de 55,6% (10/18), a
especificidade e o VPP de 100%, VPN de 90,5% (76/84) e eficiéncia de
91,5% (86/94). Levando-se em conta apenas os individuos com a forma
pulmonar aguda, a sensibilidade do ensaio foi de 96,0% (24/25), a
especificidade e o VPP de 100%, o VPN de 98,7% (76/77) e a eficiéncia de
99,0% (100/101) (Figura 35).
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Figura 35: Comparacdo em porcentagem dos parametros intrinsecos do
ensaio de imunodifusdo dupla, de acordo com a forma clinica da

histoplasmose.

A sensibilidade da metodologia de IB na pesquisa de anticorpos nos
pacientes com HP disseminada foi de apenas 35,7% (5/14), a especificidade
de 87,0% (60/69); o VPP de 35,7% (5/14), o VPN de 87,0% (60/69) e a
eficiéncia do ensaio para este grupo de pacientes foi de 78,3% (65/83). Ja
entre os individuos com HP pulmonar aguda, o desempenho do IB se
mostrou melhor, com 100,0% de sensibilidade (24/24) e VPN (60/60); VPP
de 72,7% (24/33) e eficiéncia de 90,3% (84/93) (Figura 36 ).
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Figura 36 : Comparagdo em porcentagem dos parametros intrinsecos do
ensaio de immunoblotting, de acordo com a forma clinica da histoplasmose.
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Para o calculo do coeficiente Kappa (k) de concordancia entre os
métodos de ID e IB foram utilizadas todas as 128 amostras avaliadas, ou
seja, individuos classificados como doentes (43), ndo-doentes (76) e casos

suspeitos (n=9).

Foi observado que 85,9% (99/128) das andlises realizadas
apresentaram resultados concordantes entre si. O célculo do indice kappa
foi igual a 0,69, equivalente a uma concordancia substancial. A concordancia
dos resultados entre as amostras de soro dos pacientes com doenca foi de
95,3% (41/43), com indice kappa equivalente a 0,86 (concordancia quase
perfeita). A co-positividade dos pacientes com HP foi de 76,7% (33/43);
foram duplamente reagentes 50,0% (9/18) das amostras de doentes com a
forma disseminada e 96,0% (24/25) daquelas com HP pulmonar aguda. As
amostras dos individuos nao-doentes apresentaram co-negatividade de
78,9% (60/76) e ndo houve resultado duplamente reagente. A concordancia
entre os resultados obtidos nos métodos de ID e IB pode ser observada na
Tabela 16.
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Tabela 16: Concordancia de resultados entre os métodos de imunodifusao

dupla e immunoblotting.

IB
REAGENTE NAO REAGENTE Total
ID
REAGENTE 33 1 34
TOTAL DE .
NAO REAGENTE 17 77 94
AMOSTRAS
Total 50 78 128
KAPPA 0,69
REAGENTE 33 1 34
DOENTES NAO REAGENTE 1 8 9
Total 34 9 43
KaprpA 0,86
REAGENTE 0 0 0
NAO - _
NAO REAGENTE 16 60 76
DOENTES
Total 16 60 76
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5. Discussao

O diagnéstico das micoses sistémicas deve ser fundamentado,
sempre que possivel, em critérios epidemioldgicos, clinicos, radiolégicos e
laboratoriais. Apesar do grande avanco da &rea molecular, o diagnéstico
definitivo das infec¢des fangicas baseia-se primordialmente na identificacéo
do agente etiolégico por processos diretos como exame a fresco,
histopatologico e/ou isolamento do patégeno em cultura, este ultimo
considerado o método padrao ouro (MS, 2010).

A utilizacdo de métodos indiretos, como a pesquisa de anticorpos
circulantes especificos, oferece ndo apenas o diagndstico presuntivo bem
como o confirmatério, importantes na conduta clinica e seguimento
sorologico do paciente. O uso simultaneo de técnicas diretas e indiretas,
pautado no emprego, sempre que possivel, de diferentes ensaios, é
imprescindivel para a elucidacéo rapida, eficiente e precisa da etiologia da
doenca, propiciando a instauragdo de tratamento especifico e adequado.

Na condicdo de Referéncia Estadual para o imunodiagnéstico das
micoses sistémicas, o Laboratério de Imunodiagnéstico das Micoses
(LIM/CIM/IAL-SP) tem como atribuicbes assegurar a exceléncia no
atendimento aos pacientes com suspeita clinica de PCM e HP bem como
garantir a qualidade, acuracia e confiabilidade dos resultados sorologicos,
aplicando ensaios validados. Dessa forma, o presente estudo objetivou
padronizar o ensaio de immunoblotting para pesquisa de anticorpos
circulantes anti-P. brasiliensis e anti-H. capsulatum, visando sua implantagéo

neste laboratorio.

A casuistica estudada foi composta por amostras de soro de
pacientes com suspeita clinica de paracoccidioidomicose e/ou
histoplasmose; as amostras foram escolhidas de tal forma, esperando-se

representar ao maximo a populacdo atendida na rotina do LIM/CIM/IAL-SP.
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Foram incluidas na amostragem, soros de pacientes com doencga confirmada
para que a avaliacdo dos parametros intrinsecos dos métodos fosse
realizada de forma mais precisa e representativa, visto que a grande maioria
das requisicbes médicas que chegam ao laboratério ndo contém nenhum
tipo de informacdo adicional sobre o estado clinico-epidemiolégico do
paciente ou relacionadas a exames micoldgicos e/ou histopatologicos.
Importante informar que a consulta aos prontuarios dos pacientes somente
foi efetuada apos o término da realizacdo da parte experimental deste

estudo.

Na avaliacdo dos prontuarios dos pacientes com suspeita clinica de
paracoccidioidomicose, foi possivel observar que 89,6% apresentaram
confirmagdo laboratorial, seja por métodos micolégicos elou
histopatoldgicos, da etiologia da doenca. Apenas 4,2% dos casos foram
definidos como provavel visto apresentarem manifestacdes clinicas
compativeis e presenca de anticorpos séricos anti-P. brasiliensis, detectados
por imunodifusdo dupla em gel de agarose (Shikanai-Yasuda et al., 2006;
SES, 2008). Em outros estudos, os percentuais de casos provaveis foram
superiores: 20% em Blotta et al. (1999) e 14% em Moreto (2010). Todavia,
estes achados eram esperados, visto que um grupo de pacientes com
doenca confirmada foi inserido na amostragem deste trabalho, conforme

explicado anteriormente.

Em relacdo aos pacientes classificados nas categorias de caso
confirmado e caso provavel de PCM verificou-se “razdo de masculinidade”
de 3,9:1,. Este valor se mostrou inferior aos 10:1 e 7,2:1 encontrados,
respectivamente, por Paniago et al. (2003) e Moreto (2010). Todavia, foi
semelhante a razdo de 5,4:1 observada por Blotta et al. (1999); 4,8:1, por
Campos et al. (2008); e 2,5:1 por Kamikawa (2011).
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Interessante comentar que Kamikawa (2011) ao realizar andlise
retrospectiva das informacgdes dos 10.176 pacientes com suspeita clinica de
PCM, cadastrados no banco de dados do LIM/CIM/IAL-SP, demonstrou que
71% (7.253) dos individuos eram do sexo masculino e 29% (2923) do
feminino. Contudo, a autora verificou que a razdo de masculinidade
aumentou para 8:1, ao avaliar os pacientes com presenca de anticorpos anti-

P. brasiliensis.

Acredita-se que a incidéncia da PCM seja superior em homens que
em mulheres, devido a acdo do horménio feminino B-estradiol que inibe o
processo de transformacao dos conidios infectantes em levedura (Restrepo
et al., 1984; Stover et al., 1986; Aristizabal et al., 2002; Shankar et al., 2011).

Moreto (2010) relata que o elevado numero de pacientes do sexo
masculino também se deva ao fato das mulheres, em geral, por executarem
servicos domésticos, estarem, portanto, menos expostas a infec¢do por P.
brasiliensis que os homens. Entretanto, ao longo dos anos, tém se
observado uma participacdo cada vez maior do sexo feminino em atividade
relacionadas ao manejo do solo, como o trabalho na lavoura. Dessa forma, a
baixa razdo de masculinidade observada neste trabalho pode ser explicada
devido ao fato de se tratar de um retrato mais atual da populagéo; visto que
a temporalidade das amostras avaliadas foi menor e mais recente (de 2008
a 2011). Os estudos retrospectivos citados anteriormente avaliaram
pacientes atendidos em servicos de referéncia em décadas passadas e por
longos periodos: oito (8) anos (1988-1996) em Blotta et al. (1999); 21 anos
(1984-2005) em Campos et al. (2008); 19 anos (1980-1999) em Paniago et
al. (2009); 33 anos (1974-2008) em Moreto (2010) e 11 anos (1999-2010)
em Kamikawa (2011).

Os pacientes apresentaram média de 46,8 anos de idade similar as
encontradas na literatura: 44 por Paniago et al. (2003); 45 por Anastacio et
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al. (2007); 42 por Campos et al. (2008) e 43 por Moreto (2010). A
distribuicdo da faixa etéria entre os pacientes mostrou que a maioria dos
individuos do sexo masculino apresentou idade entre 41 a 60 anos. Esta
mesma faixa etaria foi encontrada por Kamikawa (2011) tanto nos pacientes
com suspeita clinica quanto os reagentes para P. brasiliensis, em ambos os
sexos. Postula-se que, devido ao longo periodo de laténcia da PCM, os
individuos com doencga ativa possam infectar-se nas primeiras décadas de

vida, manifestando a sintomatologia anos mais tarde (Restrepo, 2000).

Aproximadamente metade dos pacientes com PCM compreendidos
neste trabalho, 52%, exercia profissionalmente algum tipo de funcao ligada a
atividades agricolas. Os trabalhadores rurais representam 45,5 e 54,9% das
populacdes avaliadas, respectivamente, por Paniago et al. (2003) e Campos
et al. (2008). Blotta et al. (1999) observaram que muitos individuos, em seu
estudo, trabalharam inicialmente em areas rurais e, ap0s migrarem para
centros urbanos, tornaram-se pedreiros. Estes profissionais corresponderam
a 10% dos pacientes com doenca confirmada e provavel avaliados no atual

estudo.

Ono (2000), ao estudar a eco-epidemiologia de P. brasiliensis,
sugeriu que o fungo encontra-se em camadas mais profundas no solo, s6
atingindo a superficie durante escavacdes para plantio, desmatamentos,
terraplanagens e aragens para plantio de pastagem ou agricultura. Dessa
forma, individuos que exercem estas atividades, por estarem mais expostos
ao patdgeno, apresentam maior risco de infeccdo e, consequentemente, de

desenvolvimento de doenga.

Em relacdo as formas clinicas, o nUmero expressivo de pacientes
portadores de PCM crbnica (80%), em relacdo aqueles com doenca
aguda/subaguda (30%) foi semelhante a encontrada na literatura. Dentre os
pacientes avaliados, a forma cronica foi observada em 80% por Blotta et al
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(1999); 84,6% por Paniago et al. (2003); 77,5% por Campos et al (2008) e
76,6% por Moreto (2010). Anastécio et al. (2007) verificaram que 100% dos

pacientes avaliados em seu estudo apresentaram a forma cronica.

Neste estudo, houve predominio do comprometimento ganglionar
em pacientes com a forma aguda/subaguda da PCM (93%), similar ao
descrito por Paniago et al. (2003), 95,4% e Campos et al. (2008), 81,3%. No
entanto, o0s percentuais de individuos com a forma crbnica com
acometimento pulmonar (56,7%) e de mucosas (60,0%), foram levemente
inferiores aos achados de outros autores. Anastacio et al. (2007), relataram
que a doenca acometeu, neste mesmo grupo de pacientes, de forma
prioritaria, os pulmdes (70,4%) e as mucosas (64,8%). Campos et al. (2008)
verificou que o acometimento destes mesmos o6rgdos foi frequente em,
respectivamente, 67,3 e 70,9%. Paniago et al. (2003), encontrou alteracdes
na radiografia toracica de 59,5% e lesdes em orofaringe de 66,4% destes

pacientes.

A frequéncia de acometimento cutaneo entre individuos portadores
de PCM cronica, por sua vez, foi mais elevada no presente estudo (43,3%)
do que em Paniago et al. (2003), 23,2% e Campos et al. (2008), 16,4%.
Estes achados, possivelmente, justificam-se porque, cerca da metade, das
amostras de soro de pacientes com doenca confirmada, incluidos neste
estudo tenham sido encaminhadas pelo Departamento de Dermatologia e
Radiologia do HC/FMB/UNESP.

A paracoccidioidomicose foi descartada em 30 pacientes estudados
(39%), que apresentaram diagndstico confirmado clinico-laboratorialmente
de outra etiologia e auséncia de comprovacéao laboratorial de infeccao por P.
brasiliensis por métodos micolégicos, histopatoldgicos ou imunoldgicos.
Neste grupo, observou-se, principalmente, a tuberculose e neoplasias,

especialmente carcinomas e linfomas. Estas patologias sdo comumente
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confundidas com a forma cronica da PCM, especialmente a tuberculose que,
ainda, pode apresentar sobreposicfes clinicas, radiologicas e
epidemiologicas (Blotta et al., 1999; Bittencourt et al., 2005; Quagliato Jr et
al., 2007; Bertoni et al, 2010). Além disso, entre 4,7 a 7,9% dos pacientes
podem apresentar co-infeccéao por P. brasiliensis e M. tuberculosis (Paniago
et al., 2003; Quagliato Jr et al., 2007; Campos et al., 2008), tornando o

diagnéstico diferencial ainda mais dificil.

O Manual de Vigilancia da Paracoccidioidomicose do Estado de Séao
Paulo preconiza, para o diagndstico sorolégico de pacientes com suspeita
clinica da doenca, a utilizacdo do teste de ELISA, como screening, seguida
de imunodifusdo dupla em amostras positivas. Em caso de resultados
discordantes entre estes dois ensaios, recomenda-se a realizacdo do
immunoblotting (SES, 2008).

Apesar de ser extremamente sensivel, o immunoblotting permanece
inacessivel para o diagnéstico sorolégico complementar da micose na rotina
da grande maioria dos laboratdrios de mico-sorologia (Restrepo, 1992; Elias
Costa et al., 2000). Ao longo dos anos, observa-se que a utilizagcdo desta
metodologia tem sido frequentemente direcionada para estudos de imuno-
caracterizacdo de antigenos fungicos. Poucos trabalhos relatam o emprego
do IB na pesquisa de anticorpos especificos anti-P. brasiliensis com fins
diagnosticos. Soma-se a esta constatacdo a falta de padronizacdo nos
protocolos existentes para execucdo desta metodologia (Camargo et al.,
1989; Mendes-Gianini et al., 1989; Giannini et al., 1990; Ortega et al., 1992;
Blotta e Camargo, 1993; do Valle et al., 2001; Vidal et al.,2005; Silva et al.,
2008).

Camargo et al. (1989) padronizaram a técnica de immunoblotting a

fim de demonstrar quais componentes antigénicos, além da gp43, eram
reconhecidos em soros de pacientes com PCM. Avaliando filtrado de cultura

142



liofilizado, produzido a partir da amostra B-339, demonstraram que as
principais fracbes reconhecidas foram gp43 e gp70, reagentes em,
respectivamente, 100 e 96% das amostras de soro testadas. Este achado
permitiu aos autores sugerir estas moléculas como marcadoras sorologicas
da PCM humana.

Giannini et al. (1990) utilizando filtrado de cultura da amostra 113 de
P. brasiliensis, verificaram, por IB, que todos os pacientes avaliados
apresentaram anticorpos séricos reagentes frente a fracdo glicoprotéica de
43 kDa. Os autores observaram que a maioria dos pacientes também reagiu

frente a outra fracdo com massa molecular aparente de 68 kDa.

Silva et al. (2008) avaliando por IB a performance de diferentes
preparacdes antigénicas obtidas a partir do isolado 113 de P. brasiliensis,
frente a amostras de soro de pacientes com doenca ativa, verificaram que

95,6% das amostras reconheceram a fracdo de 43 kDa e 100% a de 70 kDa.

Moreto (2010) ao avaliar 64 amostras de soro de pacientes com
PCM comprovada néo verificou diferenca no padréo de reatividade, por ID,
frente a filtrados de cultura obtidos de duas amostras distintas de P.
brasiliensis, ou seja, B-339 e 113. No presente estudo encontrou-se
resultado semelhante, ndo sendo observada diferenca nos resultados
obtidos quando amostras de soro de pacientes com doenga ativa foram

avaliadas sorologicamente por este método.

Diferentemente dos achados de Camargo et al. (1989) e de Blotta e
Camargo (1993); néo foi observada reatividade frente a glicoproteina de 70
kDa quando os soros dos pacientes foram avaliados por IB, utilizando-se
membranas de nitrocelulose dotadas com antigeno B-339. Os resultados do
presente estudo sugerem que, esta preparacdo antigénica nao seja indicada

para ser utilizada neste tipo de ensaio imunoenzimatico.
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A grande heterogeneidade observada nos parametros envolvidos na
producdo de antigenos muitas vezes interfere no produto final, ou seja, na
obtencdo de insumos que apresentam diferencas de especificidade,
estabilidade e reprodutibilidade, caracteristicas de vital importancia no
imunodiagnéstico ndo apenas da PCM, como de outras micoses (Cano et
al., 1987; Camargo et al., 1988; Del Negro et al., 1991, Kloth et al., 2001;
Camargo, 2008).

Camargo et al. (1988) propuseram a produgcédo e padronizacéo de
uma preparacdo antigénica obtida a partir da amostra B-339 de P.
brasiliensis. Devido ao fato deste antigeno ser constituido por,
aproximadamente, 90% de glicoproteina de 43 kDa, o0s autores
recomendaram que o0 mesmo pudesse ser utilizado como padrdo nos
diversos paises da América Latina que apresentassem casos da micose.
Entretanto, muitos laboratérios declinaram da producéo e, consequente,
utilizacao desta preparacdo antigénica, relatando dificuldades em reproduzir
0 protocolo original. Estas incluiam: a contagem do numero de células
viaveis para serem utilizados como inoculo inicial, o preparo de grandes
volumes do meio de cultura, e a realizacdo do processo de didlise e

liofilizacdo (Camargo et al., 2003).

Desta forma, o protocolo inicialmente sugerido por Camargo et al
(1988) foi sofrendo diferentes tipos de adaptacdes, entre as quais pode-se
citar: o meio de cultura utilizado, tamanho do inoculo, tempo e temperatura
de incubacéao, forma de extracdo dos componentes antigénicos e amostra

fungica utilizada para a producao da preparacéo antigénica.
Anos mais tarde, Camargo et al.(2003) apresentaram uma variacao

do protocolo anteriormente descrito, denominado-o: “Método simplificado

para a producéo de exoantigenos de P. brasiliensis para utilizacdo em testes
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de imunodifusdo™

. Os autores, ao avaliarem 15 diferentes lotes do “antigeno
simplificado” por SDS-PAGE, relataram que 100% destes demonstraram
grandes quantidades de gp43, sendo observada, ainda, a existéncia de

quantidades extremamente inferiores de outras fracdes antigénicas.

Nas décadas de 80 e 90, Assis (1990, 1997) e Assis et al (1989a,
1989h, 1990, 1993), buscando alternativas para a producdo de um antigeno
que pudesse substituir o proposto por Camargo et al. (1988) e assegurasse
sensibilidade e especificidade aos ensaios imunoldgicos, avaliaram a
aplicabilidade da amostra 113 de P. brasiliensis. Os estudos realizados
evidenciaram que as culturas desta amostra, em relacdo a outros isolados
de P. brasiliensis, transformam-se da forma de micélio para levedura mais
rapidamente, apresentam maior viabilidade de células (96%), melhor
crescimento e suas colénias macias e umidas sdo mais faceis de manipular.
Estas caracteristicas, de vital importancia na selecdo de um isolado fungico,
demonstraram o potencial da amostra 113 como candidata a produtora de

antigenos.

Os resultados divergentes encontrados quando comparamos o
desempenho do IB utilizando membranas dotadas com filtrados de cultura
obtidos de duas (2) amostras distintas de P. brasiliensis, ou seja, 113 e B-
339 justificam-se por Siqueira (1982) e Elias-Costa et al. (2000) que
propdem que a acuracia dos imunoensaios visando o diagndstico soroldgico
de micoses sistémicas esta intimamente relacionada, entre outros fatores, a

qualidade da preparacao antigénica empregada.

E possivel que alguns componentes protéicos do antigeno B-339
utilizado neste estudo tenham sido degradados, visto que esta preparacéo
foi mantida congelada a -20C, enquanto que o antigeno 113, preparado na

mesma época (1999), foi mantido refrigerado, a 4C. A estabilidade de

® Traduzido do inglés: “Simplified method for producing Paracoccidioides brasiliensis exoantigens for

use in immunodiffusion tests.”
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antigenos de P. brasiliensis tem sido descrita por alguns autores (Fava
Netto,1984; Cano et al., 1986; Stambuk et al., 1988; Camargo et al., 1998;
Silva, 2005). O tempo de producdo e estocagem, bem como a forma de
armazenamento (in natura, liofilizado), das preparagdes antigénicas varia de
grupo para grupo, dependendo das suas caracteristicas (por exemplo,
composicdo protéica, formas de extracdo/producdo e amostra fungica de

origem).

Fava Netto (1984) relatou que antigenos polissacaridicos mantém-se
estaveis e funcionais mesmo apdés 23 anos de armazenamento em
refrigerador comum (2 a 4C). Por outro lado, Cano et al. (1986), descrevem
que antigenos somaticos que encontravam-se liofilizados permaneceram
estaveis por um periodo maximo de 60 dias ap0s sua reconstituicao.
Embora, exoantigenos produzidos por Camargo et al. (1998), obtido a partir
da amostra B-339, mantenham sua atividade por varios anos quando

conservado sob liofilizac&o.

Silva (2005) comparou a estabilidade de antigenos produzidos a
partir do filtrado de cultura da amostra 113 em caldo NGTA e mantidos
refrigerados a 4° C por 15 anos com preparacdes recém-obtidas, nas
mesmas condi¢des. O autor verificou que ndo houve diferenca expressiva no
perfil de reatividade, por ID, em amostras de soro de pacientes com PCM
aguda. Este trabalho demonstrou que as preparacbes antigénicas obtidas
por Assis (1990) e mantidas em refrigerador (2-4° C) continuaram estaveis

mesmo sem a adi¢ao de inibidores de protease.

Outra informacéo relevante diz respeito ao fato das preparacdes
antigénicas poderem ser armazenadas e utilizadas na forma in natura, bem
como concentradas pelo emprego de polietileno-glicol (PEG),

rotovaporizador ou ainda por liofilizagao.
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Estudos conduzidos no LIM/CIM/IAL-SP no final da década de 90
compararam o desempenho de preparacfes antigénicas in natura obtidas a
partir das amostras B-339 e 113 de P. brasiliensis e concentradas por
liofilizacdo, empregando como antigeno de referéncia, filtrado de cultura
adquirido comercialmente do Laborat6rio de Mico-Sorologia do Instituto de
Medicina Tropical (IMT/USP) dialisados e concentrados com PEG®. A
avaliacdo de amostras de soro de pacientes com suspeita clinica de
paracoccidioidomicose por ID ndo mostrou diferenca no padrdo de
reatividade frente aos trés (3) antigenos. Baseando-se nestes resultados, a
etapa de concentragdo foi excluida do protocolo de producédo de antigenos

utilizado nesse laboratorio.

Diante do exposto, uma hipotese a ser levada em consideracdo é
que para a reagdo de imunodifusdo realmente seja dispensavel a
concentracdo da preparacdo antigénica B-339; entretanto, para a
metodologia de immunoblotting este procedimento seja necessario.
Importante ressaltar, que as duas (2) preparacdes antigénicas utilizadas
neste estudo, ou seja, B-339 e 113, foram avaliadas por SDS-PAGE e em
ambas foi possivel visualizar as fragdes de 43 e 70 kDa.

A imobilizacdo de antigenos em membranas de nitrocelulose, na
metodologia in house, por se tratar de um processo nao-automatizado, é
extremamente complexo e laborioso, visto que requer a execucao de duas
etapas distintas: SDS-PAGE, para a separacdo das fracbes antigénicas, e
western blot, para a transferéncia das proteinas. Desta forma, no intuito de
“agilizar” a liberagdo dos resultados obtidos pelo IB, optou-se por avaliar o
comportamento do antigeno, apés a transferéncia deste para a membrana.
Infelizmente, ndo foi possivel discutir os resultados, pois ndo existem, na
literatura, publicacbes que abordem estes aspectos. Uma vez que o0s

achados mostraram-se promissores, outro estudo foi desenvolvido em 2011

6Comunica(;élo pessoal da Dr.2 Adriana Pardini Vicentini.
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no LIM/CIM/IAL-SP’ ampliando o periodo de avaliagdo do “tempo de
prateleira” das membranas, mantendo-se as mesmas condi¢cdes de

armazenamento.

A avaliagcéo dos soros dos pacientes demonstrou que o IB foi capaz
de detectar a presenca de anticorpos especificos anti-P. brasiliensis em
59,2% das amostras. Por sua vez, observou-se que o indice de reatividade
por ID foi de 46,9%; assim sendo, houve um aumento de 12,3% na
reatividade quando a metodologia de immunoblotting foi utilizada,
possibilitando o reconhecimento soroldégico em 18 amostras, que haviam
apresentado resultado falso-negativo pela prova de imunodifusdo. Entre os
individuos com doenca confirmada, verificou-se que por ID, 69% das
amostras de pacientes com doenca (confirmada e provavel) foram
reagentes, enquanto, por IB, 83% das amostras apresentaram reatividade
frente a gp43 e 52,0% frente a gp70. Neste caso, a deteccdo de anticorpos
especificos anti-P. brasiliensis foi possivel, apenas através da técnica de IB,

em 12 pacientes e 14% das amostras.

A glicoproteina de 43 kDa, conhecida por gp 43, é considerada, por
muitos autores, como principal componente antigénico de P. brasiliensis, por
ser reconhecida no soro de praticamente todos os pacientes com PCM, na
dependéncia da metodologia empregada (Camargo et al. 1989; Giannini et
al., 1990; Travassos, 1994; Travassos et al., 1995, Vicentini-Moreira, 2008).
O outro componente antigénico de P. brasiliensis considerado marcador de
infeccéo é a glicoproteina de 70 kDa, conhecida como gp70. Esta molécula é
reconhecida por 95-100% dos soros de pacientes com PCM em atividade
(Puccia et al., 1986; Camargo et al., 1989; Silva et al., 2008).

Moreto (2010) ao avaliar soros de pacientes, com doenca em

atividade e néo reagentes por ID, verificou que das 32 amostras avaliadas,

7“Comparagéo das metodologias de imunodifusdo dupla em gel de agarose e immunoblotting no
diagnostico da paracoccidioidomicose”, monografia desenvolvida por Luciane Regina Franciscone
Silva, para conclusédo do Programa de Aprimoramento Profissional.
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29 apresentaram reatividade por IB. Silva et al. (2008) verificaram que foi
possivel detectar anticorpos séricos especificos em 23 amostras com
histérico de auséncia de reatividade por ID, frente a antigeno B-339. O autor
destaca o reconhecimento da glicoproteinas de 43 e 70 kDa na maioria dos
soros testados, empregando-se a preparagao antigénica obtida a partir da

amostra 113 de P. brasiliensis.

A discordancia de resultados dos testes de ID e IB, inclusive em uma
mesma amostra, pode ser explicada, entre outros fatores, por diferencas nos

principios em que estes ensaios imunologicos se baseiam.

A imunodifusdo dupla € um método de precipitacédo, onde o antigeno
esta presente como estrutura integra e a reagdo com o anticorpo ocorre em
solugdo, formando imunocomplexos precipitantes. Por outro lado, no
immunoblotting as fragcdes antigénicas sao separadas eletroforeticamente
segundo seu peso molecular, expondo desta forma os epitopos imobilizados
na membrana de nitrocelulose, favorecendo, portanto, a ligagdo com o
anticorpo especifico (Towbin et al., 1979). Além disso, deve-se salientar que
a reacdo antigeno-anticorpo € amplificada empregando-se anticorpos
secundarios conjugado a enzimas; permitindo inclusive a deteccao de baixos
niveis de imunoglobulinas. A maior sensibilidade do IB, em relacdo a ID,
permite que esta técnica reconheca anticorpos mesmo em casos de infec¢éo

e/ou soroconversao recente por P. brasiliensis.

Segundo Camargo (2008), a depressdo do sistema imune do
paciente causada por doenca severa pode provocar resultado falso-negativo
na reacdo de imunodifusao. Neves et al. (2003), sugerem que pacientes com
PCM possam apresentar resultado ndo reagente para ID em consequéncia
da baixa avidez da 1gG,, anticorpo dirigido a epitopos constituidos por
carboidratos; enfatizando-se também que imunoglobulinas da classe 1gG;
Nao Sao precipitantes.
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Do Valle et al. (2001), avaliando amostras de individuos com auséncia
de reatividade por ID, demonstraram que aquelas ndo reagentes para P.
brasiliensis foram detectadas com maior frequéncia em pacientes com a
forma juvenil (28,5%) em relacdo a forma crénica (7,4%). Da mesma forma
em nosso estudo, o percentual de amostras de pacientes com forma
aguda/subaguda que nao apresentaram reatividade por ID foi superior aos
dos doentes com as formas cronicas unifocal e multifocal (45,8% x 33,3% X
19,3%). Este fato pode ser explicado, pois nos casos mais graves da
doenca, geralmente pacientes com forma aguda, a carga fangica no
organismo tende a ser maior, e, portanto, espera-se uma grande
concentracdo de antigenos circulantes. Estes antigenos acabam por
“consumir” os anticorpos especificos produzidos pelos individuos, formando
imunocomplexos. Dessa forma, a quantidade de anticorpos presentes nas
amostras de soros ndo € suficiente para ser detectada pela ID. J& em
infeccbes cronicas, a concentracdo de anticorpos circulantes predomina em

relacdo a de antigenos.

Moreto (2010) discordou dos resultados descritos acima ao observar
maior reatividade (93,9%), por ID, em amostras de soro de pacientes com
PCM aguda/subaguda do que naqueles com a forma crbnica (88,8%). No
entanto, a autora corroborou com os dados do presente estudo, ao
demonstrar que pacientes com a forma aguda apresentam principalmente
niveis elevados de anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis por ID; e, que
agueles com doenca cronica, demonstram uma distribuicdo mais uniforme
dos titulos de anticorpos. Nos achados de Paniago et al (2003) os resultados
foram semelhantes em pacientes com PCM aguda, todavia, foram
observados niveis de anticorpos séricos mais baixos nos doentes com a

forma cronica.

Mamoni et al. (2002) e Neves et al. (2003) descrevem as diferencas

encontradas entre os perfis de anticorpos produzidos por pacientes com a
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forma aguda/subaguda (juvenil) e crénica (adulta) da PCM. A capacidade de
deteccdo destes anticorpos, por sua vez, parece estar relacionada as
caracteristicas da metodologia de ID; pois, assim como nos ensaios de Do
Valle et al. (2001), a reatividade das amostras avaliadas por IB foi
semelhante em pacientes com diferentes formas clinicas. Os autores
sugerem como hipoteses para os achados no ensaio de ID: a) o efeito pro-
zona, devido ao excesso de antigenos decorrentes da
disseminacao/gravidade da doenca; b) a formacdo de imunocomplexos com
oclusdo de epitopos; c) a presenca de anticorpos assimétricos que inibiriam
a ligacdo secundéria em reacdes de precipitacdo; e d) niveis de anticorpos

abaixo do limite de deteccéo da técnica.

A presenca de reatividade cruzada na detec¢cédo de anticorpos por
ensaios imunoenzimaticos é frequentemente encontrada entre diferentes
micoses, especialmente, paracoccidioidomicose e histoplasmose, visto que
0S patogenos causadores destas enfermidades compartiiham componentes
antigénicos comuns (Kaufman e Standard, 1988). Puccia e Travassos (1991)
avaliaram, imunoquimicamente, a reatividade de soros de pacientes com
PCM, HP e doenca de Jorge Lobo frente a glicoproteina de 43 kDa,
especifica de P. brasiliensis. Os autores concluiram que as amostras de
pacientes com PCM apresentaram reatividade frente aos epitopos peptidicos
da molécula, enquanto, os anticorpos presentes nos soros de individuos com
micoses heterélogas ligaram-se, preferencialmente, aos epitopos ricos em

carboidratos, contendo galactose.

Alguns autores sugerem que modificagdes simples nos protocolos
de execugdo da metodologia de IB, incluindo a maior diluicdo das amostras
podem minimizar a inespecificidade da reacdo. Camargo et al. (1989)
sugerem, em seu protocolo, que deve-se diluir as amostras de soro em 200
vezes. Do Valle et al. (2001) demonstraram que, a diluicdo das amostras em
400 vezes, aboliu a reatividade cruzada com soros heterélogos, sem afetar a

resposta sorologica das amostras de pacientes com PCM. Neste trabalho,

151



optou-se pela diluicdo do soro em 1:100, pois verificou-se que nas diluicdes
1:200 e 1:500, a reatividade das amostras, por IB, de pacientes com PCM
que apresentavam baixos titulos de anticorpos anti-P. brasiliensis por ID, era
diminuida (dados ndo apresentados). A divergéncia encontrada entre estes
protocolos provavelmente ocorra devido as diferentes solugdes de diluicdo
utilizadas no desenvolvimento dos ensaios, que podem conter, ou nao,
diferentes tipos e concentragcbes de substancias protéicas néo

correlacionadas.

Alguns autores sugerem, ainda, que o tratamento prévio dos soros
de pacientes, com adsorcdo em antigenos heterélogos e/ou dos antigenos
fungicos, especialmente através da oxidacao das fracdes glicidicas, contribui
com o0 aumento da capacidade discriminatéria dos imunoensaios na
pesquisa de anticorpos especificos anti-P. brasiliensis (Camargo et al., 1984;
Mendes-Giannini et al., 1984; Giannini et al., 1990; Puccia e Travassos,
1991; Taborda e Camargo, 1994; Botteon et al., 2002; Albuquerque et al.,
2005). Entretanto, além de onerar o custo da reacédo, estas medidas nao se
mostraram eficientes para a eliminacdo da reatividade cruzada, apesar de
diminuir consideravelmente a inespecificidade da reacdo. (Elias Costa et al.,
2000; Albuquerque et al., 2005). A alternativa, encontrada, neste estudo,
visando minimizar ao maximo a reatividade cruzada, foi de utilizar um
tampédo de diluicho com maior concentracdo em proteinas inertes, para

blogueio de sitios inespecificos.

Camargo et al. (1989) realizaram a leitura das fitas de nitrocelulose
utilizando scanning densiométrico e demonstraram que amostras de
pacientes em tratamento para PCM e de pacientes com outras micoses
(histoplasmose e aspergilose) apresentaram fraca reatividade frente as gp
43 e 70, em relacdo as amostras de pacientes com PCM antes do
tratamento. Do Valle et al. (2001) também verificaram, por IB, reacdes
menos intensas nas amostras heterélogas que reagiram cruzadamente com

0 antigeno de P. brasiliensis. Este fato também foi observado neste estudo,
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onde 20% das amostras heterdlogas e 10% dos pacientes com PCM
descartada reconheceram com fraca intensidade a glicoproteina de 43 kDa.

Moreto (2010), em sua dissertacdo de mestrado, observou que, por
IB, 50 e 40,5% das amostras de soro de doadores de sangue de Botucatu e
Santos, respectivamente, apresentaram reatividade frente a glicoproteina de
43 kDa, empregando antigeno Pb 113. Importante ressaltar que estes
ensaios foram realizados em colaboracdo com o LIM/CIM/IAL-SP, utilizando
o protocolo anteriormente empregado neste laboratério (protocolo de
referéncia deste estudo). Os altos indices de reatividade em individuos
higidos encontrados no trabalho de Moreto (2010) apontaram a premente
necessidade de melhorar a metodologia de 1B, por exemplo, substituindo a
solugdo de diluicdo PBS pH 7,4, por PBS acrescido de 3% de leite
desnatado, a fim de minimizar reacdes inespecificas. Avaliando no atual
estudo, estas mesmas amostras, empregando-se o protocolo otimizado,
verificou-se que 5,3% das amostras de soro dos individuos provenientes da
regido litoranea do Estado de S&o Paulo, apresentaram, por IB, reatividade
frente a gp43.

Estes achados ndo surpreendem se levarmos em consideracao, que
alguns individuos podem ter visitado, em algum momento de sua vida,
regides com potencial endémico para P. brasiliensis. Kamikawa (2011)
demonstrou que 0,8% dos pacientes do Estado de Sao Paulo, que
apresentaram presenca de anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis por ID
eram procedentes dos municipios da Baixada Santista. Além disso, a regido
litorinea apresenta caracteristicas geo-climaticas que contribuem para o
crescimento e desenvolvimento de varias espécies de fungos e parasitas.
Suzuki et al. (1997) e Botteon et al. (2002) destacam que os carboidratos
presentes na estrutura molecular da gp43 podem, ainda, reagir

cruzadamente com epitopos de Leishmania sp e Trypanosoma cruzi.
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Nos individuos higidos, provenientes de area conhecidamente como
endémica para PCM, nao se observou reatividade nos ensaios de ID e IB,
corroborando com os achados de Camargo et al (1989), onde as amostras
de soros foram diluidos em PBS acrescido de 1% de gelatina. Importante
ressaltar que estes resultados ndo corresponderam as expectativas, visto
que foi observada reatividade em individuos de &rea ndo-endémica para
PCM. Possiveis explicacdes pautam-se na probabilidade destes individuos
apresentarem sistema imunolégico eficiente na resolucdo do processo
infeccioso por P. brasiliensis, sem a formac&o de anticorpos circulantes em
niveis detectaveis; ou; apesar de viverem em area hiperendémica, néo
tenham sido expostos ao fungo. E conhecido que atividades relacionadas ao
manejo do solo, como por exemplo, praticas agricolas, terraplenagem,
preparo de solo, jardinagem, transporte de produtos vegetais, estdo entre 0s
fatores de risco para aquisicao da infeccdo (Ono, 2000. Shikanai-Yasuda et
al.,, 2006) Talvez a avaliacdo da imunidade celular destes individuos,
utilizando teste intradérmico pudesse comprovar se 0S mesmos entraram em
contato com o agente etiolégico da PCM, em algum momento da vida.
Estudos adicionais sobre a resposta imune na infeccdo por P. brasiliensis,

sdo necessarios para que estes achados sejam melhor interpretados.

A sensibilidade da imunodifuséo dupla obtida no presente trabalho foi
de 69%, relativamente baixa em relacdo aos valores encontrados por outros
grupos, que realizaram estudos retrospectivos: 90,0% em Moreto (2010);
80,8% em Campos et al. (2008); 80,0% em Blotta et al. (1999) e 77,0% em
Paniago et al. (2003). Deve-se levar em conta, que neste estudo foram
avaliadas amostras de soro de pacientes com suspeita clinica de PCM,
incluindo aqueles casos que posteriormente, foram classificados como
suspeitos ou descartados. Além disso, os pacientes com doenca confirmada

e provavel estavam em diferentes etapas da terapia antifungica.
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Considerando apenas as amostras de individuos com doenca ativa,
coletadas antes destes receberem tratamento antifUngico, foi possivel
observar um aumento expressivo da sensibilidade do ensaio de ID para
90,9%, semelhante aos achados de 91,3% por Del Negro et al. (1991) e
90,2% por Do Valle et al. (2001), que avaliaram pacientes nestas mesmas
condi¢des. Restrepo (1966) incluiu, em sua amostragem, pacientes tratados
por até oito (8) meses e encontrou 88,9% de sensibilidade para a ID. Este
valor foi préximo aos 85,4% obtidos no presente estudo e aos 70%
observados por Cano e Restrepo (1987) em pacientes com até seis (6)
meses de terapia antifingica. Ferreira-da-Cruz et al (1990) relataram que a
sensibilidade da ID apresentou reducdo de 22,6% em até 24 meses de
tratamento dos pacientes, corroborando com o atual trabalho, onde a

sensibilidade do método diminuiu em 12,1%.

A sensibilidade do immunoblotting na casuistica geral foi de 83,0%,
considerando a reatividade frente a fracdo glicoprotéica de 43 kDa e de
75,4% frente a fracdo de 70 kDa. No estudo de Silva et al. (2008), 95,4% das
amostras de soro foram reagentes frente a gp43 e 100% frente a gp70.
Moreto (2010) verificou 96,8% de reatividade frente as fracbes de 43 e 70
kDa em 62 amostras de pacientes com PCM ativa. As preparacdes
antigénicas empregadas em todos estes trabalhos foram obtidas a partir da

amostra 113 de P. brasiliensis.

Blotta e Camargo (1993) verificaram que 100% das amostras de
pacientes virgens de tratamento reconheceram por IB a gp43 e 50% a gp70.
Estes dados discordam dos encontrados no presente estudo, uma vez que a
reatividade das fracdes de 43 e 70 kDa foi semelhante neste grupo de
pacientes, 95,5% e 94,4% respectivamente. Camargo et al. (1989),
avaliando a reatividade por IB frente a gp43, encontrou 100% de
sensibilidade em pacientes nédo tratados e em vigéncia de terapia
antifingica; e em relacdo a gp70, observou, respectivamente, 96% e 93%.
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Novamente, as caracteristicas dos antigenos empregados podem justificar
as divergéncias observadas entre os resultados.

Mendes-Giannini et al. (1989) verificaram que a reatividade frente a
gp43 diminui apés 10 meses de tratamento e concluiram que apoés dois (2)
anos de terapia antifingica, os anticorpos anti-gp43 seriam possivelmente
dificilmente detectados. Por outro lado, Martins et al. (1997) observaram que
a reatividade das amostras de soro de pacientes tratados por 12-24 meses,
frente a gp43 tende a persistir, enquanto anticorpos IgG especificos para
outras fracOes de P. brasiliensis sdo detectados com menor frequéncia. No
atual estudo, o reconhecimento da gp43 foi 17,7% menor em pacientes
tratados por até 12 meses, entretanto, foi possivel detectar anticorpos anti-P.
brasiliensis em mais de 70% dos pacientes tratados por periodos superiores

ha 24 meses pela metodologia de ID e em mais de 80%, por IB.

Conforme discutido anteriormente, o tratamento antifingico parece
interferir de forma mais acentuada na capacidade do método em detectar a
gp70 do que a gp43. Estes resultados podem ser justificados por Campos et
al. (1995) e Do Valle et al. (2001) que sugerem como hipdteses para a
persisténcia da deteccdo, por ensaios soroldgicos, de anticorpos anti-P.
brasiliensis em pacientes tratados ou apés a cura: a presenca de algumas
isoformas da gp43 que persistem no organismo, manutencédo de infeccéo
sub-clinica persistente; e/ou re-expostos ao fungo. Além disso, os achados
corroboram com Camargo et al. (1989), que observou que a terapia
antifangica pode estar envolvida na reducao do reconhecimento da fracéo de
70 kDa.

A analise dos parametros intrinsecos do ensaio de imunodifusao
demonstrou que este método apresentou especificidade (E) e valor preditivo
positivo (VPP) de 100%; e valor preditivo negativo (VPN) de 86,7%. Estes
valores sdo muito proximos ao obtidos por Restrepo (1966) que observou,
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na mesma sequéncia, E=100%; VPP=100% e VPN=96,0%; por Del Negro et
al. (1991) que verificou E=100%, VPP=100% e VPN=92,1%; e por Moreto
(2010) que encontrou E=100%; VPP-100% e VPN=85,1%.

A avaliacdo da técnica de immunoblotting frente a gp 43 mostrou
E=95%; VPP=89,2% e VPN=91,9%. Foi possivel somente comparar estes
dados com Moreto (2010) que observou valores inferiores de especificidade:
50,0£12,2% e VPP 65,2+9,7%, respectivamente e semelhante de VPN:
94,1+7,9%. Em relacdo a presenca da gp70, os valores encontrados foram
equivalentes entre os dois trabalhos, com 100% de especificidade e VPP,
diferindo apenas no VPN que foi de 92,2% no atual estudo e de 97,0+4,1%
em Moreto (2010).

A eficiéncia do ensaio de ID foi de 89,7%, com valor proximo aos
97,0% encontrados por Restrepo (1966); 95,7% por Del Negro et al. (1991) e
93,6% por Moreto (2010). Avaliando-se isoladamente a presenca da gp43, a
eficiéncia do IB foi de 91,1%, sendo superior aos 73,0+7,7% encontrados por
Moreto (2010). Por sua vez, a eficiéncia da reatividade da gp70, avaliada de
forma independente, foi de 93,7%, inferior ao achado de Moreto (2010) que

encontrou 98,4+2,2%.

A concordéancia substancial encontrada entre os métodos de ID e IB
aliada ao percentual de amostras de soro de pacientes com doenca
confirmada que apresentaram reatividade apenas em um dos ensaios
reforcam o proposto por Do Valle et al. (2001), Martins et al. (1997) e Silva et
al. (2008). Estes autores recomendam a adocdo de pelo menos dois (2)
ensaios soroldgicos para deteccdo de anticorpos em caso de diagnéstico
duvidoso de PCM. Além disso, o alto indice de resultados duplamente
negativos em amostras de pacientes sem a doenca confere alta

probabilidade de diagnéstico descartado, ou cura aparente, nestes casos.
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A reprodutibilidade intralaboratorial do ensaio de immunoblotting foi
avaliada por trés (3) analistas distintos e apresentou resultados bastante
satisfatorios; visto que, foram selecionadas para execucao desta avaliagcao,
laboratoristas com diferentes tempos de experiéncia e treinamento na
execugcdo do ensaio de IB: um (1) analista com tempo de treinamento
superior a cinco (5) anos; um (1) com tempo médio de quatro (4) anos e 0
altimo, com menos de um (1) ano de experiéncia. Estes achados sugerem
que esta técnica possa ser executada por qualquer profissional, desde que,

treinados adequadamente em laboratérios devidamente equipados.

Baseado nos resultados obtidos foi possivel concluir que o ensaio de
IB pode ser utilizado como um teste sorolégico confirmatério para os casos
de pacientes com PCM. A capacidade de detectar anticorpos séricos frente a
gp43, confere alta sensibilidade a metodologia, aliada a especificidade da
presenca concomitante das glicoproteinas de 43 e 70 kDa, ratificam a

eficiéncia deste método.

Neste caso, segundo o critério de definicdo de caso estabelecido no
Manual de Vigilancia e Controle da Paracoccidioidomicose da Secretaria de
Estado da Saude de Sdo Paulo (SES, 2008) e no Consenso Brasileiro de
Paracoccidoidomicose (Shikanai-Yasuda et al., 2006), pode-se sugerir que
pacientes com sintomatologia caracteristica e auséncia de reatividade para
P. brasiliensis pelo ensaio de ID (caso suspeito), mas que apresentem
reconhecimento simultaneo das fracdes de 43 e 70 kDa por 1B, possam ser
classificados como casos provaveis da doenca. J4 agueles com auséncia de
reatividade por IB, ou com reconhecimento de gp 43 ou 70 isoladamente,
devem ser mantidos como caso suspeito, quando ndo hé reatividade por ID.

A exemplo das demais micoses, o diagnostico definitivo da

histoplasmose pauta-se no isolamento de H. capsulatum em meios de

cultura especificos ou na visualizacdo das leveduras através de exame
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direto de espécimes clinicas, utilizando colora¢gfes especificas para fungos.
Entretanto, o tempo necessario para o crescimento fungico em cultura, a
presenca de contaminantes no material processado e a dificuldade de
distincdo das estruturas microscopicas de H. capsulatum e outros fungos
patogénicos acabam dificultando a confirmacdo laboratorial desta
enfermidade (Guimarées et al., 2006).

Na casuistica avaliada, apenas 27% dos individuos portadores de
histoplasmose apresentaram confirmacdo micolégica da doenca (exame
direto e/ou cultura); 73% dos pacientes foram categorizados seguindo a
definicdo de caso em casos provaveis. Estes dados se aproximaram do
percentual encontrado por Martins et al (2005), que estudando frequéncia de
HP em uma clinica médica privada no Estado do Rio de Janeiro, verificou
que 83,3% dos pacientes apresentavam resultados sorologicas “positivos”
sendo, estas, as Unicas evidéncias laboratoriais da doenca encontradas. Por
outro lado, os trabalhos de Severo et al. (2001) e Leimann et al. (2005)
demonstraram que o0 isolamento e a identificagdo de estruturas
caracteristicas de H. capsulatum em cultura e/ou exames histopatoldgicos foi

possivel em mais de 60% dos pacientes.

Os achados acima podem ser justificados, principalmente, pelas
diferencas na disponibilidade de exames laboratoriais nos diferentes
servicos estudados e nas formas clinicas dos pacientes que compfe as
amostragens. Segundo Wheat (2006), a cultura é mais eficiente naquelas
situacbes em que a carga fungica encontra-se elevada, como a
frequentemente descrita em individuos com HP disseminada. Em
contrapartida, os testes soroldgicos sdo especialmente Uteis como métodos
auxiliares de diagndstico nos pacientes com quadros leves e moderados da

doenca.
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Martins et al. (2005) destacam que apenas a sorologia foi realizada
em todos os pacientes. A forma pulmonar aguda da HP, foi observada em
88,8% dos pacientes e ndo houve casos de HP disseminada bem como de
co-infectados com HIV. O oposto ocorreu no trabalho de Severo et al.
(2001), onde os autores incluiram como critérios diagnésticos da HP apenas
a investigacao laboratorial por métodos diretos. Na populacéo avaliada neste
estudo, 67% dos pacientes apresentaram HP disseminada (71% co-
infectados com HIV) e, 14% a HP pulmonar aguda. Leimann et al. (2005)
encontraram percentuais semelhantes a Severo et al. (2001), observando a
forma disseminada em 62% dos individuos avaliados, 78% destes co-

infectados pelo HIV; e, pulmonar aguda em 14% dos pacientes

No presente estudo, 64,9% dos pacientes apresentaram a forma
pulmonar aguda de histoplasmose e 35,1%, a forma disseminada da
doenca; destes ultimos, 92% eram portadores do HIV. Conforme discutido
anteriormente, a casuistica deste trabalho foi composta a fim de representar
a populacéo atendida na rotina do LIM/CIM/IAL-SP. Deste modo, foram
incluidas amostras encaminhadas de duas (2) unidades de saude com
caracteristicas distintas; o Instituto de Infectologia Emilio Ribas, referéncia
internacional em doencas infecciosas, especialmente no atendimento de
pacientes HIV/Aids; e o Nucleo de Vigilancia Epidemioldgica de Areias, que

realiza investigacdes epidemioldgicas de doengas e agravos no municipio.

A doenca foi mais frequente em individuos do sexo masculino
corroborando com Severo et al. (2001), Leimann et al. (2005) e Chang et al.
(2007). Martins et al. (2005) observou que 55,5% dos pacientes avaliados
eram do sexo feminino. Ao que parece, o predominio de homens com HP
pode estar associado, a maior exposi¢cado ao patdégeno e prevaléncia do virus
HIV nesta populacdo. Rodrigues (2004), realizando inquérito epidemiologico
com histoplasmina, ndo encontrou diferengas entre 0os sexos nas taxas de

infeccdo por H. capsulatum
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A média de idade dos pacientes classificados como casos
confirmados e provaveis foi de 22,1; inferior aos 37 anos encontrados por
Severo et al. (2001); 36 por Leimann et al., (2005); e 33 por Chang et al.
(2007) porém, estes achados assemelham-se ao valor médio observado
entre 0s pacientes com a forma disseminada (34,2). Os individuos com a
forma pulmonar aguda apresentaram faixa etaria entre 14 e 16 anos,

fazendo com que a média de idade da populacéo geral fosse diminuida.

Nos casos em que a HP foi descartada, ndo se observou o
predominio de uma patologia associada, sendo possivel verificar diagnostico
diferencial com criptococose disseminada, tuberculose, micobacteriose nao-
tuberculosa e leishmaniose. Estas enfermidades sdo comumente descritas
na literatura por apresentarem semelhanca clinica com forma de HP
(Kauffman, 2007; Ferreira e Borges, 2009).

De forma semelhante ao discutido em rela¢do ao imunodiagndstico da
paracoccidioidomicose, pode-se afirmar que a heterogeneidade observada
nas preparacoes antigénicas de H. capsulatum exerce forte influéncia no

desempenho dos ensaios sorologicos.

Neste sentido, pode-se citar como exemplo as pesquisas
desenvolvidas nos Estados Unidos, pais com vasta experiéncia e tradicdo no
estudo da HP, devido a existéncia de grandes e importantes areas
endémicas e inumeras descricbes de surtos epidémicos. Apesar de alguns
estudos relatarem o emprego de filtrados de cultura, ou histoplasmina,
obtidos a partir de cultura de células micelianas de H. capsulatum, um
numero substancial de artigos relata o uso de leveduras para a producéo de
antigenos com fins diagndésticos (Pine et al.,, 1966; Reeves et al., 1972;
Bradley et al.,1974; Gross et al., 1975; Kwon-Chung e Bennett, 1992).
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No Brasil, os poucos grupos que se dedicam a caracterizagdo e
producdo de antigenos de H. capsulatum, enfocando a avaliagdo dos
mesmos na pratica diagndstica, empregam preparacoes obtidas a partir de
fitrado de cultura de células filamentosas, também conhecidas como
histoplasmina. A diferengca com os estudos norte-americanos relaciona-se a
morfologia do patdgeno, impondo grande dificuldade na comparacdo dos

resultados obtidos nestes grupos de pesquisa.

Além disso, a exemplo do que ocorre na producdo de antigenos para
P. brasiliensis, observa-se também diferencas relacionadas a escolha da
amostra fangica, tipo de meio de cultura utilizado, tamanho do inoculo,
tempo de incubacgdo, forma de incubagcdo (em fase estacionaria ou com

agitacdo), forma de extracdo do antigeno (Freitas, 2005).

Segundo Ehrhard e Pine (1972a,b), o sucesso da utilizacdo da
histoplasmina na prova de imunodifusao, visando o diagnéstico confirmatério
da HP esta intimamente relacionado ao conteudo qualitativo e quantitativo
dos antigenos H e M presentes na mesma.

Wiggins e Schubert (1965) apud Ehrhard e Pine (1972a) verificaram,
em estudo comparativo, que apenas filtrados de cultura que apresentavam
em sua composicédo as fracbes H e M, eram capazes de reagir pela prova de
fixacdo de complemento (FC) frente a totalidade de soros de pacientes com
HP avaliada. Os autores demonstraram que preparacdes antigénicas
(histoplasmina) constituidas apenas pelo antigeno H reagiam somente frente
a alguns soros destes pacientes.

Ehrhard e Pine (1972 a,b) demonstraram que a relacdo entre o
crescimento de H. capsulatum, a producéo de exoantigenos e a liberacao de

carboidratos, proteinas e acidos nucléicos sugere que a expressdao dos
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antigenos H e M resultam da autolise celular e sua producdo pode ser
diferenciada controlando-se condicbes como: a correta escolha da amostra,
composicdo do meio de cultura, além de fatores como agitacéo, temperatura
e pH. Os autores observaram que o pico da producdo destas fracdes
antigénicas (H e M) ocorreu antes do rendimento celular alcancar seu
méaximo. Verificaram, ainda, que em geral, a producdo de antigeno
permanece constante ou aumenta durante o declinio da massa miceliana,
concluindo que no processo de autoélise celular ha liberacdo de antigenos H
e M.

Gross et al. (1975), concluiram que a escolha da amostra de H.
capsulatum bem como a quantidade e fase (micélio ou levedura) do in6culo
estdo relacionadas a composicéo das fracdes H e M, durante a producéo de
histoplasmina. Ainda segundo os autores, culturas sob agitagdo, sé&o
preferidas por acelerarem a producdo. Na indisponibilidade ou falta de
volume necessario, pode se utilizar culturas estacionarias similarmente
inoculadas com leveduras, que fornecem resultados consistentes e de
confianca, contudo requerem longos periodos de incubacdo, que podem

variar de cinco a seis meses.

Apesar da literatura relacionada a producdo de antigenos de H.
capsulatum ser relativamente vasta, mesmo néo sendo atual (a maioria das
publicacdes sdo das décadas de 40 a 60), raramente 0os autores informam
qual amostra fangica foi utilizada para obtencdo da preparacdo antigénica
bem como a origem da mesma, ou seja, se foi obtida a partir de pacientes

imunocompetentes ou imunodeprimidos.

E importante comentar que o isolamento de H. capsulatum de
individuos imunocompetentes ndo € comum, visto que o quadro clinico da
histoplasmose, nestes individuos, é geralmente agudo, subclinico e auto
resolutivo (Wheat, 2003). A grande maioria das amostras de H. capsulatum é

isolada de pacientes com graus variados de imunossupressao. Além disso,
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deve-se salientar que nao foram encontrados na literatura, artigos que
comentem a possivel interferéncia ou efeito do arsenal de drogas

imunossupressoras, utilizadas por estes pacientes, sobre o isolado fungico.

Freitas (2005), em sua dissertacdo de mestrado, relata que uma
amostra isolada do liquor de um paciente com aids apresentava padréo
fenotipico (macro e micro morfologico) totalmente distinto daquele observado
nas demais, mesmo aquelas isoladas de outros pacientes portadores de
HIV. Esta amostra totalmente pleomdérfica demonstrou, na avaliacdo do perfil
protéico, a presenca das fracbes H e M. Entretanto, o antigeno obtido n&o
propiciou indices adequados de sensibilidade pela reacdo de imunodifuséo
dupla: apenas 4,5%, em pacientes com histoplasmose. Apesar de ter sido
descartada, quanto ao potencial para aplicabilidade na produg&o de antigeno
de H. capsulatum, a autora, continuou mantendo repiques sucessivos da
cultura; tendo observado, apés mais de 10 anos de seu isolamento primario,
que a amostra voltou a apresentar padrdo morfolégico compativel com
outros isolados de H. capsulatum. Os achados permitiram sugerir que,
possivelmente o tempo de armazenamento associado & manutencdo da
amostra, por meio de repiques, contribuiu com a “depuracao” das drogas

ingeridas pelo paciente que, supostamente, ficaram presentes na cultura.

Diante do exposto, pode-se refor¢car que a escolha da amostra fungica
€ etapa fundamental para o0 sucesso no processo de producdo e,
subsequente caracterizagdo de antigenos de H. capsulatum, permitindo a
obtencdo de reagentes bioldgicos que propiciem indices de sensibilidade e
especificidade adequados aos ensaios imunolégicos (Freitas, 2005; Freitas
et al., 2009).

No presente trabalho, foram avaliados antigenos produzidos a partir
do filtrado de cultura dos isolados 200 e 406 de H. capsulatum, apontados

como bons antigenos por Freitas (2005). A autora, ap6s avaliar e
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caracterizar 14 preparacfes antigénicas obtidas de amostras distintas de H.
capsulatum, verificou que estas apresentaram grandes quantidades das
fracdes H e M e melhores indices de reatividade frente a soros de pacientes.
Neste estudo, observou-se que o antigeno Hc 200 apresentou melhor
desempenho quando avaliado frente as amostras de pacientes com HP em

comparacao aquele obtido a partir da amostra 406 de H. capsulatum.

A avaliacdo soroldgica dos pacientes demonstrou que 79% das
amostras foram reagentes por ID, de forma semelhante aos 73% de
“positividade” descritos por Leimann et al (2005). Entre os individuos com a
forma pulmonar aguda observou-se 96% de reatividade, valor superior aos
86,8 e 83,3% verificados, respectivamente, por Leimann et al. (2005) e
Martins et al. (2005). O percentual de pacientes com a forma disseminada
com amostras reagentes, por ID, (56%) foi semelhante aos 57% observados
por Leimann et al. (2005) e maior em relacdo aos 45% encontrados por
Arechavala et al (1993); 38% por Tobon et al (2005); e 25% por Casotti et al.
(2006). Nenhum destes trabalhos, por sua vez, discorre sobre a relagéo
entre as formas clinicas da doencga e os titulos de anticorpos circulantes

obtidos por ID, dificultando a comparac¢do com os resultados encontrados.

Em um artigo de revisdo sobre histoplasmose, Aidé (2009) relata que
25% dos doentes com doenca aguda e cronica sao fracamente positivos
pelo teste FC; e titulos maiores ocorrem em 37% dos pacientes. Em nosso
estudo, os percentuais de niveis baixos e elevados de anticorpos foram
detectados, respectivamente, 47% e 9% em pacientes com doenca
confirmada e provavel. Entretanto, a metodologia utilizada foi diferente e os
resultados ndo podem ser equiparados.

A andlise das amostras por immunoblotting demonstrou que 79% dos
pacientes apresentaram reconhecimento da fragdo M; resultado idéntico ao
percentual de reatividade observado na avaliacéo por ID e inferior aos 100%
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encontrados por Zancopé-Oliveira et al (1994) e Freitas (2005). Por outro
lado, a reatividade frente a fragdo H foi 67%, superior aos 57% de Freitas
(2005). No entanto, os autores nado classificam os pacientes em doenca
aguda ou disseminada, o0 que poderia justificar a diferenca destes

resultados.

O antigeno M foi caracterizado como uma glicoproteina com massa
molecular de aproximadamente 70 a 94 kDa e ponto isoelétrico de 4,7
(Green e Pine, 1985; Harris e Deepe Jr, 1988). Este conjunto de trés (3)
fracOes antigénicas é considerado imunodominante em pacientes com
histoplasmose (Bradley et al., 1974; Reiss et al.,1986; Hamilton et al., 1990;
Torres et al., 1993; Zancopé-Oliveira et al., 1993; Zancopé-Oliveira et al.,
1994). O antigeno H é um complexo formado por, pelo menos, cinco (5)
fracbes glicoproteicas, constituido por 10 a 30% de carboidratos,
apresentando massa molecular de 108 a 120 kDa e ponto isoelétrico de 4,5
(Bradley et al., 1974; Green e Pine, 1985; Harris e Deepe Jr, 1988). A faixa
H é detectavel simultaneamente com a M na vigéncia de infec¢cdo em curso,
ocorrendo raramente na auséncia desta. A reatividade da fracao H indica HP
ativa, podendo ser observada a partir da quarta semana apés a infecgcéo até
dois anos ap0s a cura clinica do paciente (Di Salvo et al., 1980; Hopwood e
Evans, 1991; Yeo e Wong, 2002).

Em pacientes com histoplasmose pulmonar aguda, verificou-se que
100% das amostras apresentaram reatividade por IB. Este resultado foi
equivalente aos de Pizzini et al. (1999) e Freitas (2005), sendo superior aos
65% encontrados por Bachi (2004) e os 77,8%, por Lima et al.(2008). A
utilizacdo do teste de IB apresenta a vantagem de identificacdo prévia em
alguns casos de infeccdo, devido a possibilidade de deteccdo da
soroconversao anteriormente a FC ou ID (Leimann et al., 2005). Entretanto,
0s percentuais de reatividade por ID e IB, neste grupo de pacientes foram

semelhantes; sugerindo a vantagem dos ensaios soroldgicos em individuos
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com doenca aguda. Importante destacar que praticamente todas as
amostras foram reagentes frente as fracdes H e M.

Avaliando pacientes com doenca disseminada, 28% das amostras
reconheceram as fragdes H e M, simultaneamente, representando infecgao
ativa e 22,2% somente a fracdo M, sugerindo infeccdo por H. capsulatum.
Freitas (2005) verificou valores maiores neste grupo de individuos,
encontrado 38% de reatividade frente as fracbes H e M e 62% frente a M,

apenas.

Os baixos percentuais observados em pacientes com HP
disseminada, nos ensaios de ID e IB, podem ser explicados tendo em vista
gue o diagnéstico soroldgico baseado na pesquisa de anticorpos circulantes,
de forma geral, apresenta valor limitado em pacientes portadores de aids e
doenca severa. Este fato deve-se, especialmente, as deficiéncias do sistema
imunolégico em montar resposta adequada e a grande quantidade de
antigenos circulantes no organismo. Nestes casos, a avaliagcdo de
antigenemia e/ou antigendria, bem como o0 emprego de métodos
moleculares para identificacio de DNA em amostras biolégicas pode
contribuir para a confirmacdo da etiologia da doenca (Hopwood e Evans,
1991; Kwon-Chung e Bennett, 1992; Hamilton e Gomes, 1998; Mendes-
Giannini e Melhem, 2001; Lacaz et al., 2002; Yeo e Wong, 2002; Guedes et
al., 2003).

Neste estudo nao foi observada reatividade cruzada por ID quando se
avaliou amostras de pacientes com HP descartada, nem com micoses
heterdlogas ou individuos saudéaveis; demonstrando a alta especificidade da
técnica. Entretanto, por IB, pode-se verificar que 29,1% das amostras do
grupo controle apresentaram reatividade frente ao antigeno Hc 200 de H.
capsulatum. A maior taxa de reatividade, ou seja, 66,7% foi encontrada nos

pacientes com PCM, seguida dos pacientes com aspergilose (30%) e dos
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individuos doadores de sangue (10%). Em todos os casos de reatividade
cruzada, demonstrou-se que a principal fracdo envolvida foi a M. A
reatividade frente a fracdo H foi observada apenas em pacientes com PCM e

aspergilose.

A existéncia de resultados “falso-positivos”, ou reatividade
inespecifica, pode ser atribuida ao carboidrato C, uma galactomanana
termoestavel, presente nos antigenos H e M, compartilhada pela maioria dos

fungos dimorficos sistémicos (Zancopé-Oliveira et al 1994).

Bachi (2004) demonstrou em seu trabalho que 30% das amostras de
soros de individuos saudaveis foram reagentes frente a fracdo de 94 kDa
(M) e 10% frente a fracdo de 120 kDa (H). Zancopé-Oliveira et al (1994)
verificaram que 13 de 16 (81,3%) amostras de soro de pacientes com PCM e
11 de 15 (73,3%) pacientes com aspergilose foram reagente frente ao
antigeno M. Os autores relatam que o processo de deglicosilacdo do
antigeno pode reduzir esta reatividade cruzada, sem, no entanto, elimina-la
em soros de pacientes com micoses heterélogas. Pizzini et al (1999)
encontrou 8% de reatividade em individuos moradores de area endémica
para histoplasmose utilizando antigeno bruto. No entanto, nenhuma das
amostras foi reagente apds tratamento do antigeno com metaperiodato de

sadio.

Estes achados, contudo, merecem destaque, visto que 0s percentuais
de reatividade cruzada foram semelhantes, ou até mesmo inferiores, aqueles
descritos na literatura e empregaram o processo de oxidagédo das fracdes
glicidicas do antigeno 200 de H. capsulatum. Dessa forma, pode-se sugerir
que a introducdo de procedimentos simples, menos laborioso e menos
oneroso como a alteracdo da solucdo utilizada para diluir as amostras de

soro, auxiliou a minimizar o indice de inespecificidade da reacdo de IB.
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Do mesmo modo, alguns autores afirmam que anticorpos
precipitantes anti-M ndo estdo, necessariamente, associados a doenca ativa.
Individuos com reacdo intradérmica positiva a histoplasmina, ou com
infeccdo remota, podem apresentar anticorpos circulantes contra este
antigeno (Hopwood e Evans, 1991; Yeo e Wong, 2002). A possibilidade de
infecc@o subclinica ou remota por H. capsulatum ndo deve ser descartada,
visto que esta espécie fungica € ubiqua, além de compartilhar nichos

ecologicos com P. brasiliensis e A. fumigatus.

A avaliacdo dos parametros intrinsecos das metodologias de ID e IB
visando a pesquisa de anticorpos circulantes anti-H. capsulatum em
amostras de pacientes com histoplasmose confirmada ou provavel revelou
nao existir diferenga nos valores de sensibilidade (79,1%) entre ambos os
testes. Ambas as metodologias apresentaram sensibilidade elevada entre os
pacientes com a forma pulmonar aguda da doenca, 96% para a ID e 100%
para o IB. Todavia, é importante salientar que, alguns autores relatam que o
ensaio de IB antecipa-se, em relacao aos testes de ID e FC, na deteccdo da
soroconversao (Leimann et al., 2009; Vicentini et al.2008; Passos, 2009),
devido a suas propriedades metodoldgicas (Towbin et al., 1979). Segundo
Wheat (2001a,b), a presenca de precipitinas surgem de 4 a 8 semanas apos

exposicao ao patdgeno.

A sensibilidade da ID em pacientes com HP disseminada foi de
55,6%, sendo superior a do IB de 35,7%. Estes parametros foram
semelhantes aos encontrados na literatura. Segundo, Wheat (2003) a
sensibilidade da ID em pacientes com aids varia de 58 a 60% e em
pacientes nao imunossuprimidos de 71 a 100%. Pizzini et al (1999)
encontrou 100% de sensibilidade nos ensaios de ID e IB em individuos

procedentes de um surto de histoplasmose pulmonar aguda.
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O método de ID é considerado altamente especifico para o
imunodiagnéstico da HP, apresentando especificidade de 100% no atual

trabalho e em diversos outros estudos (Pizzini et al 1999; Kauffman, 2007).

No presente estudo, a especificidade do ensaio de IB foi inferior & ID
(78,9%), mas igual ao valor observado, inicialmente, por Pizzini et al (1999).
Todavia, apos a utilizacdo de antigeno deglicosilado, a autora observou que
este parametro aumenta para 100%. A especificidade da fracdo M foi de
80,3% e da fracao H de 86,8%, avaliando a presenca concomitante destas
duas fracBes, a especificidade da técnica passa a ser de 87,0%,. Estes
percentuais foram mais préximos dos encontrados por Zancopé-Oliveira et al
(1994) em antigeno deglicosilados (91,2%) do que, antes do tratamento,
(46,1%).

Ainda comparando a aplicabilidade dos métodos de ID e IB no
imunodiagnostico da histoplasmose, os resultados demonstraram que além
de mais especifica, a metodologia de ID foi mais eficiente, principalmente em
pacientes com a forma disseminada da doenca. Torres et al (1993)
demonstraram que a reacdo de western blott mostrou-se mais eficiente que
a de ELISA e fixacdo de complemento, avaliando indices de reconhecimento
em amostras de soro pacientes infectados pelo patdgeno. Entretanto, o autor
nao avaliou o desempenho da ID, impossibilitando a comparagdo de
resultados.

Na avaliacdo da concordancia entre os métodos, destacou-se os 50%
encontrados no pacientes com HP disseminada. Estes achados sugerem a
adocédo de pelo menos dois (2) ensaios sorolégicos em casos duvidosos de
HP. Além disso, deve-se salientar que os resultados dos testes sorolégicos
devem ser sempre interpretados a luz dos sintomas e dos sinais clinicos
(Wanke et al. 2001; Wheat, 2001a; Wheat, 2001b; Aidé, 2009)
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O desenvolvimento do presente estudo tem mostrado, até o0 momento,
as dificuldades e desafios enfrentados na avaliacdo dos métodos soroldgicos
existentes para o imunodiagnostico da paracoccidioidomicose e histoplasmose.
Estes achados sugerem que estudos adicionais sobre a presenca de gp43 e
gp70 em individuos com infec¢do subclinica e em pacientes com PCM sao
necessarios, para que a deteccdo em termos de presenca e intensidade destes
componentes antigénicos possa ser interpretada de forma apropriada
(Camargo et al., 1989; Cunha et al., 1992; Do Valle et al., 2001; Moreto, 2010).
No caso de pacientes com histoplasmose, especialmente aqueles com a forma
disseminada e/ou imunodeficientes torna-se necessario e urgente o
desenvolvimento e a disponibilidade de métodos diagnosticos alternativos nos

centros de referéncias brasileiros.

Apesar de suas limitacdes, os métodos soroldgicos sao importantes
no diagnostico e monitoramento da PCM e da HP, principalmente quando,
métodos mais sensiveis, como o IB, sdo utilizados em associacdo a ensaios
mais especificos, como a ID. Desta forma, o IB pode ser aplicado no
diagnéstico inicial destas micoses e a ID, no seguimento de pacientes (Do
Valle et al. 2001; Vicentini-Moreira et al., 2008; Passos et al., 2011).

Nos ultimos anos, a medicina laboratorial tem passado por intensas
mudancas, as quais se referem a garantia da qualidade dos produtos
ofertados, com exigéncias crescentes, tanto do ponto de vista do cliente
interno como externo. Oliveira e Mendes (2010) destacam o fato do numero
expressivo de publicagbes que apontam as falhas laboratoriais, estimando
em 14% a possibilidade destas ocorrerem na fase analitica. Particularmente,
considera-se uma questdo de tempo para que o conjunto de indicadores
adotados na garantia da qualidade na area diagnoéstica seja incorporado no
campo da pesquisa cientifica. Desta forma, imagina-se que sera
recomendada a utilizagdo de materiais certificados e métodos validados,
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consequentemente, submetidos a ensaios de proficiéncia e que garantam a

confiabilidade dos resultados obtidos.

N&o se pode garantir que este trabalho seja inédito, mesmo porque a
literatura apresenta, ainda que de forma escassa, alguns protocolos para
execucdo da metodologia de Immunoblotting. Entretanto, a descricdo
detalhada das avaliacbes nestes processos assegura O ineditismo do
mesmo, subsidiando, ndo apenas as analises de robustez, como a
estimativa de custo-beneficio do método. Este estudo abre perspectivas para
gue novos trabalhos sejam desenvolvidos no LIM/CIM/IAL-SP, aprimorando
parametros, como por exemplo, a analise do tempo de prateleira das

membranas de nitrocelulose em outras circunstancias.

Apbs a extensa revisdo da literatura, para a redacao deste trabalho, e
a experiéncia adquirida na vivéncia em laboratorio de referencia estadual,
permite-se afirmar que se faz eminente a necessidade de féruns de
discusséo entre experts (pesquisadores) de diferentes laboratorios ao menos
no Estado de Sao Paulo. Estes teriam por finalidade, a padronizagéo e
validacdo das metodologias empregadas no imunodiagndstico das micoses
sistémicas, assim como a producdo de materiais de referéncias, no que diz

respeito aos tipos de preparac¢des antigénicas a serem utilizadas.

Este trabalho finaliza com nossa proposta que a metodologia de
immunoblotting deva ser implantada na rotina do LIM/CIM/IAL-SP, tornando-
se disponivel na Rede Publica de Saude. Pensando especificamente na
paracoccidioidomicose, este ensaio poderia ser utilizado em pacientes com
auséncia de reatividade por imunodifusdo seguindo o algoritmo proposto no
Manual de Vigilancia e Controle da Paracoccidoidomicose (SES, 2008). No
caso da histoplasmose, ndo existe até o0 momento nenhum consenso
publicado no ambito estadual ou nacional que orientem na conduta

laboratorial para o diagndstico. Dessa forma, a metodologia de IB torna-se
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disponivel aos servicos de vigilancia, como ferramenta complementar em

suspeitas de microepidemias por H. capsulatum.

Este trabalho vislumbra a composicdo de grupos de pesquisa,
envolvendo servicos de exceléncia tanto no Brasil como na América Latina,
que proponham e efetivem a avaliacao interlaboratorial das metodologias de
immunoblotting e imunodifusdo dupla. A conducgdo destes estudos permitira
uma melhor analise de custo-efetividade, visando fortalecer a tomada de
decisdo sobre a implantacdo destes métodos nos servigcos de mico-sorologia
da Rede Publica de Saude.
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6. Conclusoes

* Apos padronizacdo do ensaio de immunoblotting, verificou-se que o
mesmo demonstrou ser uma importante ferramenta auxiliar no
imunodiagnostico presuntivo da paracoccidoidomicose, devendo ser

utilizado de forma complementar a imunodifuséo.

* Os resultados obtidos pela técnica de immunoblotting nos permitem
recomendar que o0s critérios propostos para definicAo de caso
provavel e suspeito, contidos no Manual de Vigilancia e Controle da
Paracoccidioidomicose da Secretaria de Estado da Saude de Séo
Paulo (SES, 2008), sejam revistos.

e Em relacdo ao imunodiagnodstico da histoplasmose, os testes de
imunodifusdo e immunoblotting apresentaram desempenho
semelhante. Desta forma, sugere-se que a metodologia de
immunoblotting deva ser utlizada como ferramenta auxiliar, para a
elucidacao precoce do processo infeccioso por H. capsutatum durante
a ocorréncia de surtos e/ou microepidemias, especialmente nos casos

com auséncia de informacgdes micoldgicas.

* No caso de pacientes com quadro de histoplasmose disseminada e/ou
imunodeficientes torna-se necessario e urgente o desenvolvimento,
padronizacdo e disponibilizacdo de métodos diagndsticos alternativos,

nos laboratoérios de centros de referéncia estadual ou nacional.

* O conjunto dos resultados reforca que o desempenho satisfatorio ou
insatisfatorio da metodologia de immunoblotting ndo deve ser
atribuido exclusivamente ao tipo da preparacdo antigénica utilizada,
mas também pelas demais etapas envolvidas no desenvolvimento da

mesma.
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Em resumo, neste trabalho demonstrou-se que ambas as
metodologias sdo de fundamental importancia para o0
imunodiagnéstico da paracoccidioidomicose e histoplasmose.
Entretanto, é necessario que seja estabelecido um consenso
sorologico, permitindo a uniformizacdo na producdo de antigenos e
nos protocolos de realizagdo dos imunoensaios em todos o0s
laboratérios voltados para o0 imunodiagnéstico das micoses

sistémicas.
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ANEXO A - Ficha de dados de prontuarios dos pacient es

DADOS GERAIS
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SEXO: ( )M ( )F DATA DE NASCIMENTO: / /

ANTECEDENTES EPIDEMIOLOGICOS
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HABITOS: ( )TABAGISMO ( )ETILISMO ( ) OUTROS:

RISCO DE EXPOSICAO (VISITA A CAVERNAS, RESIDENCIA/TRABALHO EM SITIOS, FAZENDAS,
ETC). ESPECIFICAR:

INFORMAGCOES CLiNICAS

MICOSE: ( )PCM () HISTOPLASMOSE ( ) OUTRAS:

FORMA CLINICA: ( ) PCM AGUDA ( )PCM CRONICA ( ) OUTRA:

() HP DISSEMINADA ( ) HP PULMONAR AGUDA ( ) HP CRONICA ( )OUTRA:

LOCAL DA LESAO:
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() SOROLOGIA:

( ) ANATOMO-PATOLOGICO:

() MICOLOGICO:
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OUTRAS INFORMAGOES RELEVANTES:
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ANEXO C - Otimizacdo do ensaio de immunoblotting para
pesquisa de anticorpos circulantes anti-  P. brasiliensis

O protocolo de otimizacdo do ensaio de immunoblotting visando o
imunodiagnéstico da PCM foi desenvolvido de tal forma que cada parametro
fosse individualmente avaliado e modificado, quando necessario, a partir do
protocolo de referéncia descrito no capitulo 3.6 deste estudo. Apds a avaliacao
dos parametros modificados, as alteragdes foram incorporadas ao protocolo
otimizado para execucédo da técnica.

C.1 — Determinacao da preparagao antigénica

Para a selecdo da preparacao antigénica, utilizou-se primeiramente, 15
amostras de soro de pacientes com confirmacgéo sorolégica de PCM com titulos
de anticorpos séricos variando de 1 a 512, empregando-se membranas
dotadas com antigenos Pb B-339 e Pb 113. Os resultados podem ser

visualizados na Tabela 1C.

Verificou-se que 100% das amostras avaliadas reconheceram a fracéao
de 43.000 Daltons, ou seja, a gp43. Entretanto, o reconhecimento concomitante
das fracdes de 43 e 70 kDa de P. brasiliensis, consideradas marcadores
sorologicos da doenca, foi observado por 40% das amostras na presenca da
preparacdo antigénica obtida a partir da amostra Pb 113. Face a estes
achados, optou-se por dar continuidade ao processo de otimizacdo da
metodologia empregando este antigeno.

Tabela 1C: Comparacao do perfil de reatividade dos soros de pacientes com
paracoccidioidomicose frente a filtrados de cultura obtidos a partir das amostras
B-339 e 113 de P. brasiliensis.

Amostra 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Pb B-339 gp43 gp43f gp43 gp43 gp43 gp 43 gp 43 gp 43 gp 43 gp 43 gp 43 gp 43 gp43 gp43 gp43f

Pb 113 gp43 gp43f gp43 gp43 gp43 gp43/70 gp43 gp43/70 gp43/70 gp43/70 gp43/70 gp43/70 gp43 gp43 gp43

Pb - Paracoccidioides brasiliensis; gp - glicoproteina



C.2 — Avaliacdo da eficacia do processo de transfer  éncia das proteinas
antigénicas contidas no gel de poliacrilamida para a membrana de
nitrocelulose.

Uma vez estabelecida a melhor preparacdo antigénica, procurou-se
avaliar o procedimento mais adequado para a realizacdo da transferéncia do
antigeno Pb 113 contido na matriz de poliacrilamida para a membrana de
nitrocelulose.

Esta avaliacéo foi realizada visando a busca de um procedimento que
assegurasse 0 minimo de perda na passagem das proteinas fangicas contidas
no gel de poliacrilamida para a membrana de nitrocelulose. Desta forma, duas
condicdes distintas foram avaliadas:

a) processo de transferéncia por trés (3) horas em temperatura de 2 a
4° C, com amperagem constante de 150 mA (transferéncia rapida) e

b) processo de transferéncia por aproximadamente 18 horas
(overnight) a 4° C, com voltagem constante de 30 V (transferéncia lenta).

Observou-se pela coloracdo com Ponceau-S que “aparentemente”
ambos procedimentos mostraram-se eficientes, visto ter sido possivel observar
a presenca das proteinas de 43 e 70 kDa na membrana de nitrocelulose.
Entretanto, a real eficacia do processo de transferéncia de ambos
procedimentos, ou seja, transferéncia rapida e lenta, s6 pode ser comprovada
mediante a avaliagdo da imunoreatividade frente a soros de pacientes.

Para tanto, cinco (5) amostras de soro sabidamente reagentes foram
testadas e os resultados revelaram que o processo de transferéncia do
antigeno para a membrana de nitrocelulose realizado em voltagem constante
de 30 V, por aproximadamente 18 horas, a 4°C foi mais eficiente, conferindo
maior nitidez e uniformidade na visualiza¢do das bandas (Tabela 2C).



Tabela 2C: Comparacdo do perfil reatividade dos soros de pacientes com
paracoccidioidomicose frente do filtrado de cultura da amostra 113 de P.

brasiliensis, submetido a procedimentos distintos de transferéncia.

Tipo de transferéncia

Amostra Répida —3h Lenta—18h
C+ (SHC) gp 43 gp 43
1(ID 1:8) gp 43 gp 43
2 (ID 1:16) gp 43 gp 43 e 70f
3(ID 1:32) gp 43 e 70f gp43e70
4 (ID 1:64) gp43e70 gp43e70
5(ID 1:128) gp43e70 gp43e70

C+ - Controle positivo; SHC — soro hiperimune de coelho.
ID —imunodifusdo dupla; gp — glicoproteina; f — fraca reatividade;

C.3 — Diluicao dos Anticorpos
C.3.1 - Diluicdo dos Anticorpos Primarios (amostras de soro)

Outra preocupacdo em relacdo ao protocolo original (Vicentini, 1997)
relacionava-se a busca de uma reagcdo mais “limpa”, ou seja, sem reacdes de
fundo ou background. Importante salientar, que na grande maioria das vezes,
esta reacao € provocada pelas caracteristicas do préprio soro teste, que podem
estar relacionadas ao uso de determinada medicacao pelo paciente ou entéo
pela presenca de proteinas/anticorpos associadas a uma eventual co-infecgéo.
Logo, procurando minimizar e/ou eliminar as reacdes de fundo que podem
interferir na visualizacdo das bandas, diferentes diluicbes das amostras

biolégicas foram avaliadas.

Sete (7) amostras de soro de pacientes com PCM (reagentes e néo
reagentes por ID) foram diluidas em solugdo tampdo PBS pH 7,4 nas
proporcdes 1:40 e 1:100. Verificou-se que quando as amostras testes foram
diluidas 100 vezes, a reacdo (reconhecimento antigeno/anticorpo) apresentou-
se mais ‘“limpa”, permitindo melhor visualizacdo das fracdes protéicas;
entretanto, uma (1) amostra reagiu de forma mais fraca (Figura 1C). Por esta
razao, nédo foram realizadas diluicbes maiores, estabelecendo-se 1:100 como a

diluicdo mais adequada.



Figura 1C: Reacdo de immunoblotting para a pesquisa de anticorpos séricos
anti-P. brasiliensis em soros diluidos em solucdo PBS pH 7,4: A — soros
diluidos na proporcao 1:40; B — soros diluidos a 1:100; C+ - controle-positivo

(soro hiperimune de coelho); 1 a 7 — amostras de soro de pacientes com PCM.

C.3.2 — Diluicdo do Anticorpo Secundario

A mesma avaliacdo realizada para a diluicdo dos anticorpos primarios,
ou seja, das amostras biologicas, foi desenvolvida para a determinacdo da
quantidade ideal de anticorpos secundarios (IgG humana conjugada a

peroxidase), que deveria ser diluida.

Primeiramente os anticorpos secundarios foram diluidos 1.000 e 2.000
vezes em solucdo PBS pH 7,4 e avaliados frente a sete (7) soros de pacientes
sabidamente reagentes para P. brasiliensis. Como n&o houve diferenga no
padrao de reatividade, optou-se por aumentar a diluicdo do anticorpo
secundario, desta forma, a anti-lgG humana foi diluida 3.000 vezes e as
amostras foram novamente avaliadas. Conforme demonstrado na Figura 2C,
observou-se diminuicdo nas reacdes de fundo quando o anticorpo secundario
foi diluido 3.000 vezes.
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Figura 2C: Reacdo de immunoblotting para pesquisa de anticorpos anti-P.
brasiliensis, empregando anticorpo secundario anti-lgG humano conjugado a
peroxidase diluido em solugcdo PBS pH 7,4: A — conjugado diluido em 1:2000;
B — conjugado diluido em 1:3000; C+ - controle-positivo (soro hiperimune de
coelho); 1 a 7 — amostras de soro de pacientes com PCM.

C.4 — Determinagé&o do tampéo de diluigéo

Nesta etapa da otimizacdo da reacdo de immunoblotting, avaliou-se
também o comportamento de diferentes solucdes de diluicdo com a finalidade
principal de eliminar ou minimizar reacdes inespecificas especialmente nas
amostras de soro de individuos saudaveis, doadores de sangue, utilizados
neste estudo como controle negativo. Assim, foram utilizadas solugéo salina
tamponada com fosfato (PBS pH 7,4) na forma pura, acrescida de 0,1% (v/v)
de Tween 20 [PBS-T] (Sigma -Aldrich Co. St. Louis, Mo, USA) ou 5% (p/v) de
leite desnatado [PBS-L 5%] (Molico, Nestlé, Sdo Paulo, BR). A andlise dos
resultados demonstrou que quatro (4) amostras apresentaram reatividade
frente ao filtrado de cultura da amostra 113 de P. brasiliensis apenas quando
diluidas nos tampdes PBS puro e PBS-T; além disso, verificou-se que a
utilizacéo desta ultima solucéo provocou forte reacéo de fundo nas membranas
(Figura 3C).
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Figura 3C: Reacdo de immunoblotting para pesquisa de anticorpos anti-P.
brasiliensis, empregando diferentes solu¢cdes de diluicdo: A — tampéo PBS pH
7,4; B —tampéo PBS-T 0,1%; C — tampao PBS-L 5%; 1 a 9 — amostras de soro

individuos saudaveis, doadores de sangue.

Verificou-se que a adicdo de 5% de leite desnatado a solugcéo de PBS,
nao acarretou alteracdo no padrdo de reatividade das sete (7) amostras de
soro de pacientes com confirmagdo sorolégica para paracoccidioidomicose e
que apresentavam diferentes titulos de anticorpos séricos anti-P.brasiliensis e
cinco (5) amostras de individuos considerados saudaveis provenientes da
regido hiper endémica de Botucatu. Importante ressaltar, que das cinco (5)
amostras de pacientes considerados higidos, duas (40%) haviam apresentado
reacdo inespecifica quando diluidos em solucdo PBS pH 7,4 pura. Quando
estes mesmos soros foram diluidos em tampdo PBS acrescido de 5% de
proteina inerte, ou seja, leite desnatado, ndo se observou nenhum tipo de

reacdo inespecifica (Tabela 3C).



Tabela 3C: Comparacédo do perfil de reatividade de acordo com a solucéo

diluente empregada no ensaio de immunoblotting.

Tampao de diluigdo

Amostra PBS PBS-L 5% o8s:

C+ gp 43 gp 43 Coelho Pb 339
54915/08 NR gp 43f PCM —ID 1:1
71092/09 NR gp 43f PCM—ID 1:2
31153/09 gp43e70 gp43e70 PCM - ID 1:4

(03)5773/09 gp 43 gp 43 e 70f PCM —1D 1:32
(03) 8813/09 gp43e70 gp43e70 PCM —ID 1:64
26322/10 gp 43 gp 43 PCM —1ID 1:64
7127/09 gp43e70 gp 43 e 70f PCM —ID 1:256

163 NR NR Banco de Sangue

164 NR NR Banco de Sangue

154 gp 43f e 70f NR Banco de Sangue

149 gp 43f e 70f NR Banco de Sangue

152 NR NR Banco de Sangue

PBS —tampado PBS pH 7,4; C+ - Controle positivo
PBS L 5% - tampdo PBS pH 7,4 acrescido de 5% de leite desnatado
gp — glicoproteina; NR — reagente; f — fraca reatividade;

PCM —paracoccidioidomicose; ID —imunodifusdo dupla

Buscando ratificar se a adicao de leite desnatado ao tampé&o de diluigao
ndo prejudicaria o perfil de reatividade das amostras com baixos titulos de
anticorpos, optou-se por avaliar o comportamento de concentracdes baixa (1%)
e intermediaria (3%) de leite desnatado, comparando-as com a solucéo
diluente preparada com 5% de leite desnatado. Desta maneira, duas (2)
amostras com titulos de anticorpos de 1 e 2, e uma (1) com titulo de 64 foram
utilizadas. A andlise dos resultados demonstrou que ndo houve prejuizo no
padrao de reatividade das amostras com baixos titulos de anticorpos séricos,
além disso, foi possivel verificar que a reacdo de fundo foi atenuada com o
emprego de solugdo PBS acrescida de 3% de leite desnatado. Diante destas
observacbes, para a conducdo dos ensaios de immunoblotting tanto as
amostras de soro quanto o anticorpo secundario conjugado a peroxidase foram
diluidos em solucdo PBS-L 3% (Figura 4C).
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Figura 4C: Reacdo de immunoblotting para pesquisa de anticorpos anti-P.
brasiliensis em amostras de soro de pacientes, empregando solucao PBS pH
7,4 acrescida de diferentes concentracdes de leite desnatado A — PBS-L 1%;
B — PBS-L 5%; C — PBS-L 3%; 1 e 3 — amostras de soro de pacientes com
PCM.

C.5 — Determinacao do Tempo de Incubacao

Outro parametro avaliado durante o processo de otimizacdo da técnica
de immunoblotting se referiu ao tempo minimo necessario para incubagédo das
amostras de soro (anticorpo primario) e do anticorpo secundario. Para
realizacdo dos ensaios, foram selecionadas aleatoriamente trés (3) amostras

sabidamente reagentes.

Primeiramente foi avaliado o tempo de incubac&o das amostras de soro.
Foram realizados 4 (quatro) ensaios, com diferentes tempos de incubacao (4
horas, 2 horas, 1 hora e 30 minutos e 1 hora); mantendo-se constante o tempo
de incubacao do anticorpo secundario (2 horas). A interpretacdo das alteracdes
realizadas neste parametro demonstrou que as amostras de soro quando
incubadas por um periodo inferior a duas (2) horas apresentaram padrédo de
reatividade de fraca intensidade. Nado se observou diferenca no padrdo de

reatividade entre as amostras incubadas por duas (2) e quatro (4) horas



(Tabela 4C). Desta forma, estabeleceu-se o tempo de duas (2) horas como
periodo minimo para incubacdo das amostras de soro e suficiente para o

estabelecimento da reacdo antigeno-anticorpo.

Em seguida, foram realizados trés (3) ensaios, com as mesmas
amostras, para verificacdo do menor tempo de incubacdo dos anticorpos
conjugados. Verificou-se que ndo houve alteragcdo dos resultados com

incubacdo minima a uma (1) hora e 30 minutos (Tabela 4C).

Tabela 4C: Comparacdo do perfil de reatividade das amostras de soro no
ensaio de immunoblotting, utilizando diferentes tempos de incubacéo para os

anticorpos primarios e secundarios.

Tempo de incubagio do soro Tempo de incubagéo do conjugado
Amostra
4 horas 2horas 1 h 30 min 1 hora 2 horas 1 h 30 min 1 hora
149 Rf Rf Rf Rf Rf Rf Rf
33205/09 R R Rf Rf R R Rf
(03)5773/09 R R R Rf R R Rf

R —reagente; f — fraca reatividade; PCM —paracoccidioidomicose; ID — imunodifusdo dupla

C.6 — Avaliagao da estabilidade das membranas de ni  trocelulose

O processo de obtencdo das membranas contendo antigenos
imobilizados € extremamente laborioso, visto que requer a execucao de duas
etapas distintas: SDS-PAGE, para a separacdo das fracdes antigénicas e
western blot, para a transferéncia das proteinas separadas eletroforeticamente
em matriz de poliacrilamida para a membrana de nitrocelulose. Associado ao
fato da metodologia de immunoblotting para a deteccdo de anticorpos
circulantes anti-P. brasiliensis ser um ensaio in house, avaliou-se neste estudo,
o tempo passivel de armazenamento das membranas de nitrocelulose
contendo antigeno dotado, tendo em vista a implantacdo desta metodologia no
servico de rotina diagndstica do laboratorio.

Diante do exposto, optou-se por avaliar a estabilidade das membranas,

especialmente no que diz respeito ao tempo de armazenamento avaliando-se



duas condicdes distintas: armazenamento de membranas sem bloqueio prévio
e armazenamento de membranas bloqueadas com solu¢gdo PBS-L 5%. Desta
forma, ap6s o processo de transferéncia do antigeno, as membrana de
nitrocelulose foram lavadas com solucédo tampéo PBS pH 7,4, e tanto o lote de
membranas sem bloqueio como o lote de membranas bloqueadas, foram
envoltas em papel tipo “flme” e papel aluminio, e mantidas em caixas
plasticas, em freezer, a -20C, e avaliadas ap6s um (1), 10, 20, 30 e 90 dias de

armazenamento.

Nas reacdes de immunoblotting realizadas com membranas sem
bloqueio prévio, pode-se observar que nao houve prejuizo no padrdo de
reconhecimento tanto para aquelas com um dia de armazenamento a — 20° C
como para aquelas armazenadas, a mesma temperatura, durante 30 dias. Em
contra partida, todas as oito (8) amostras avaliadas apés 90 dias apresentaram
padrao de intensidade da reacdo mais fraco quando comparado aos anteriores
(Figura 5C).

Avaliando-se as reacdes de immunoblotting empregando
membranas previamente bloqueadas, observou-se que apenas uma amostra
apresentou, em relagdo a membrana de um (1) dia, reatividade mais fraca
quando utilizada a membrana de 10 dias; enquanto seis (6) apresentaram
diferenca de resultado na membrana de 20 dias, sendo que 2 (duas) amostras
foram néo reagentes. Dessa forma, se concluiu que membranas “bloqueadas”

podem ser armazenadas por até 10 dias (Tabela 5C).
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Figura 5C : Reacdo de immunoblotting realizada em membranas mantidas a -
20T por diferentes periodos: A — 90 dias; B — 30 dias; C — 1 dia; 1 e 8 —

amostras de soro de pacientes com PCM.

Tabela 5C: Comparacao do perfil de reatividade das amostras no ensaio de
immunoblotting utilizando membranas previamente bloqueadas, mantidas a

-20<C por diferentes periodos.

Tempo de armazenamento

Amostra OBS:
20 dias 10 dias 1dia

92416/09 NR Rf R PCM-ID 1:1

84089/09 Rf R R PCM —1ID 1:2

82673/09 Rf R R PCM-1ID 1:4

88353/09 NR R R PCM —ID 1:8

33205/09 Rf R R PCM -1D 1:16
(03)5773/09 Rf R R PCM —1ID 1:32
(03)8813/09 R R R PCM —ID 1:64

36432/10 R R R PCM —1ID 1:128

C+ - Controle positivo; ID — imunodifusdo dupla; PCM — paracoccidioidomicose;

R —reagente; NR — reagente; f — fraca reatividade;



ANEXO D - Otimizagcdo do ensaio de immunoblotting para

pesquisa de anticorpos circulantes anti-  H. capsulatum

O protocolo de otimizacdo do ensaio de immunoblotting visando o
imunodiagnéstico da HP foi desenvolvido de tal maneira que cada parametro
fosse individualmente avaliado e alterado, conforme necessario, a partir do
protocolo de referéncia descrito no capitulo 3.6 deste estudo. Apds a avaliacao
dos parametros modificados, as alteragdes foram incorporadas ao protocolo
otimizado a fim de possibilitar uma analise mais detalhada quanto a

aplicabilidade do mesmo para execucédo da técnica de IB.

D.1 — Determinagao da preparacéo antigénica

A partir do estudo de Freitas (2005), duas preparagfes antigénicas de H.
capsulatum, Hc 200 e Hc 406, foram avaliadas neste estudo pelas
metodologias de SDS-PAGE e immunoblotting. Trés (3) amostras de soros de
pacientes com suspeita clinica de histoplasmose foram avaliadas: duas (2) com
confirmacgdo soroldgica de histoplasmose com diferentes titulos de anticorpos
circulantes anti-H. capsulatum por ID (amostra 1= 1:16; amostra 2= 1:1) e uma

(1) amostra ndo reagente por ID (amostra 3).

A andlise da imunoreatividade demonstrou que as amostras 1 e 2 foram
reagentes frente as fracdbes H e M de H. capsulatum, enquanto a amostra 3
reconheceu apenas a fragdo M, quando avaliadas frente a preparacao
antigénica obtida a partir do isolado 200 de H. capsulatum. A avaliacéo do perfil
de reatividade destas amostras frente ao antigeno 406 revelou que a primeira
reconheceu a fracdo M; a segunda, apresentou fraca reatividade frente as
fracbes H e M e a terceira, ndo apresentou reatividade para H. capsulatum
(Tabela 1D). Diante dos resultados observados e considerando que a
preparacao antigénica obtida a partir da amostra 200 do patdégeno apresentou
melhor capacidade discriminatéria, comparado ao antigeno Hc 406, optou-se
por utilizar o primeiro em todas as etapas do processo de otimizacdo do ensaio

de immunoblotting.



Tabela 1D: Comparacao do perfil de reatividade dos soros de pacientes com
histoplasmose frente as preparacdes antigénicas, obtidas a partir das amostras
200 e 406 de H. capsulatum.

Antigeno Amostral Amostra2 Amostra3
Hc 200 M/Hf M/H M
Hc 406 M Mf/Hf NR

Hc — Histoplasma capsulatum; f — fraca reatividade; NR — ndo reagente
M — fragGes protéicas com peso molecular entre 70 e 94 kDa.

H — fragOes protéicas com peso molecular entre 108 e 120 kDa.

D.2 — Avaliacdo da eficacia do processo de transfer éncia das proteinas
antigénicas contidas no gel de poliacrilamida para a membrana de
nitrocelulose.

Tendo estabelecido qual a melhor preparacdo antigénica, procurou-se
avaliar o procedimento mais adequado para a realizacdo da transferéncia do
antigeno Hc 200 contido na matriz de poliacrilamida, visando a garantir a
transferéncia maxima das proteinas fungicas do gel para a membrana de
nitrocelulose.

Apbs a coloragdo com Ponceau-S foi possivel observar que as fracdes
H e M foram transferidas com sucesso para a membrana de nitrocelulose de
forma semelhante nas duas condi¢cOes distintas avaliadas:

a) processo de transferéncia por trés horas em temperatura de 2 a 4°C,
com amperagem constante de 150 mA (transferéncia rapida) e

b) processo de transferéncia por aproximadamente 18 horas
(overnight) a 4° C, com voltagem constante de 30 V (transferéncia lenta).

A avaliacdo da imunoreatividade de cinco (5) amostras de soro de
pacientes com HP revelou que ambos os processos de transferéncia do
antigeno para a membrana de nitrocelulose foram eficientes, ndo acarretando
dificuldade e diferenca na interpretacdo dos resultados (Figura 1D ). Desta

forma, o método de transferéncia rapida foi selecionado para ser utilizado no



seguimento do trabalho, por apresentar menor tempo para execucdo do

procedimento.

Figura 1D : Reacgdo de immunoblotting para a pesquisa de anticorpos séricos
anti-H. capsulatum utilizando antigeno Hc 200 submetido a procedimentos
distintos de transferéncia: A — transferéncia lenta — 18h; B — transferéncia
rapida — 4h; 1 a 5 — amostras de soro de pacientes com HP; fracdo H — entre
108 e 120 kDa; fracédo M — entre 70 e 94 kDa.

D.3 — Determinacéo do tampéao de diluicéo

A etapa seguinte consistiu na avaliacdo de diferentes solucdes de
diluicdo, em concentracdes distintas. Para tanto, foram utilizadas: solucéo
tamponada PBS pH 7,4 na forma pura e acrescida de 1%, 3% e 5% de leite
desnatado [PBS-L] (Molico, Nestlé, S&o Paulo, BR). A partir da interpretagcédo
dos resultados foi possivel observar intensa reagdo de fundo nas membranas
quando utilizou-se solucdo PBS na forma pura, sendo estas reacdes
minimizadas quando se empregou solucdo acrescida de leite desnatado.
Também se pode verificar que trés (3) amostras apresentaram reatividade de
fraca intensidade quando diluidas em tampao PBS-L 5%. (Tabela 2D). Desta
forma, a solucdo PBS-L 3% foi escolhida como diluente para as amostras de

soro e anticorpo secundario conjugado a peroxidase (Figura 2C).



Tabela 2D: Comparacédo do perfil de reatividade de acordo com a solucéo

diluente empregada no ensaio de immunoblotting.

Tampao de diluicao

Amostra Observagdo
PBS PBS-L 1% PBS-L 3% PBS-L 5%

11623/11 MeH MeH MeH MeH HP - 1D 1:32

14016/11 M e Hf M e Hf M e Hf MeH HP - 1D 1:16

24085/11 MeH MeH MeH M e Hf HP -ID 1:8

79215/10 MeH MeH MeH Mf e Hf HP -ID 1:1

47352/11 MeH MeH MeH M e Hf HP - 1D 1:16

PBS —tampao PBS pH 7,4; f — fraca reatividade;

HP — histoplasmose; ID —imunodifusdo dupla;

1A | 1B 2A (2B 3A| 3B 4A| 4B| 5A

Figura 2D : Reacdo de immunoblotting para pesquisa de anticorpos anti-H.
capsulatum, empregando diferentes solu¢gdes de diluicdo: A — tampédo PBS-L
3%; B — tampéo PBS-L 5%; 1 a 5 — amostras de soro de pacientes com HP;
fracdo H — entre 108 e 120 kDa; fracdo M — entre 70 e 94 kDa.



D.4 — Diluicdo dos Anticorpos
D.4.1 — Diluicdo dos Anticorpos Primarios (amostras de soro)

Na etapa seguinte do processo de otimizacdo do ensaio de
immunoblotting foram avaliadas diferentes diluicbes das amostras de soro.
Para tanto, sete (7) soros de pacientes com HP (reagentes por ID) foram
diluidos em solucéo tampéo PBS pH 7,4 nas proporc¢des 1:40 e 1:100.

Foi possivel observar que as amostras diluidas 100 vezes, apresentaram
reacado (reconhecimento antigeno/anticorpo) mais “limpa”, permitindo melhor
visualizacdo das bandas. Além disso, duas (2) amostras quando diluidas em
1:100 reagiram de forma levemente mais fraca em relacdo a diluicdo de 40
(mas nédo o suficiente para interferir no resultado final) (Tabela 3D). Por esta
razdo, nao foram realizadas diluicbes maiores, estabelecendo-se 1:100 como

mais adequada.

Tabela 3D: Comparacdo do perfil de reatividade das amostras de soro de
pacientes com histoplasmose em diferentes dilui¢des, utilizando tampéao PBS
pH 7,4.

Diluigdo da amostra

Amostra 1:40 1:100
1(ID 1:1) Me H Mf e Hf
2(ID 1:1) M M e Hf
3 (ID 1:8) MeH M e Hf
4 (ID 1:16) Me H Me H
5(ID 1:32) M e Hf M e Hf
6 (ID 1:64) M e Hf M e Hf
7 (ID 1:128) MeH MeH

ID —imunodifusdo duplas; f — fraca reatividade



D.4.2 — Diluicao do Anticorpo Secundario

A mesma avaliacao realizada para a diluicdo das amostras bioldgicas, foi
desenvolvida para a determinagcdo da quantidade ideal de anticorpos
secundarios (IgG humana conjugada a peroxidase), que deveria ser diluida.

Primeiramente os anticorpos secundarios foram diluidos 1.000 e 2.000
vezes em solucdo PBS pH 7,4 e avaliados frente a quatro (4) soros de
pacientes sabidamente reagentes. Conforme demonstrado na Figura 3D, as
amostras apresentaram reatividade mais forte quando utilizado anticorpos anti-
IgG diluidos 1:1000.
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Figura 3D: Reacdo de immunoblotting para pesquisa de anticorpos anti-H.
capsulatum, empregando anticorpo secundario anti-lgG humano conjugado a
peroxidase diluido em solucdo PBS pH 7,4, acrescido de 3% de leite
desnatado: A — conjugado diluido em 1:1000; B — conjugado diluido em 1:2000;
C+ - controle-positivo (soro hiperimune de coelho); 1 a 5 — amostras de soro de
pacientes com HP; fracdo H — entre 108 e 120 kDa; fracdo M — entre 70 e 94
kDa.



