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RESUMO

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma doenca causada pelo
fungo do género Paracoccidioides. Foi listada como oitava maior
causa de mortalidade entre doencas infecciosas parasitdrias
crénicas, além de apresentar a maior taxa de mortalidade dentre
as micoses sistémicas. O objetivo deste estudo é compreender os
métodos diagndsticos da paracoccidioidomicose, visando a um
melhor entendimento da patologia e uma abordagem mais
eficiente. Foi realizada uma revisGo sistemdtica da literatura
mediante busca e andlise nas bases de dados da PubMed,
MEDLINE, LILACS e SciELO. Apds andlise dos artigos selecionados, os
achados deste estudo revelaram os métodos microscdpicos como
os mais utilizados na identificagdo de Paracoccidioides spp. Como
alternativa ao diagndstico laboratorial cldssico, destacam-se os
ensaios moleculares que podem ser utilizados visando a diferentes
estratégias, como deteccdo e identificacdo. E fundamental que
sejam readlizados diagndsticos  diferenciais  para  melhor
compreensdo da doenca e um diagndstico mais precoce a fim de
se obter um desfecho clinico mais favoravel.

PALAVRAS-CHAVE: Métodos

Epidemiologia. diagnésticos.

Paracoccidioidomicose.

ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a disease caused by the fungus of
the genus Paracoccidioides. It was listed as the eighth leading cause
of mortality among chronic parasitic infectious diseases, in addition
fo having the highest mortality rate among systemic mycoses. The
objective of this study is to understand the diagnostic methods of
paracoccidioidomicoses, aiming at a better understanding of the
pathology and a more efficient approach. A systematic literature
review was performed by searching and analyzing PubMed,
MEDLINE, LILACS and Scielo databases. After analyzing the selected
articles, the findings of this study revealed the microscope methods
as the most used in the identification of Paracoccidioides spp. As an
alternative to classical laboratory diagnosis, molecular assays that
can be used for different strategies, such as detection and
identification, stand out. It is essential that differential diagnoses are
performed for a better understanding of the disease and an earlier

diagnosis, aiming at a more favorable clinical outcome.
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INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma doenca fungica e sistémica que pode acometer
qualguer érgdo do corpo humano, tendo predilecdo por: puimdes, mucosas do trato digestivo, peles
e gléndulas adrenais’. A moléstia é endémica do continente americano, sendo mais prevalente em
regides da América do Sul? e foi descrita pela primeira vez em 1908 por Adolfo Lutz, que isolou o
agente etioldégico a partir de lesdes orais em pacientes com a doencad. O principal agente
etioldégico é o fungo Paracoccidioides brasiliensis, mas outra espécie também foi identificada
Paracoccidioides lutzii, sendo essa Ultima mais encontrada no centro-oeste do Brasil4. A PCM foi
listada como oitava maior causa de mortalidade entre doencas infecciosas parasitdrias crénicas,
além de apresentar a maior taxa de mortalidade dentre as micoses sistémicass.

Os fungos Paracoccidioides spp. desenvolvem-se a partir de estruturas filamentosas que
produzem infectantes conhecidos como conidios que, quando inalados, dardo origem a formas
leveduriformes do fungo, os quais terdo um cardter parasitdrio em relacdo aos hospedeiros. Neste
caso, destaca-se o ser humano e o tatu bola, que podem ser infectados no ambiente rural e
periurbano’. Na maioria dos casos, a infeccdo pelo Paracoccidioides spp. ocorre em pessoas que
foram expostas a atividades agricolas durante as duas primeiras décadas de vidas.

Os conidios enfram pela via respiratéria até os pulmdes e seu potencial infeccioso é
controlado pela acdo imune celular, portanto, a infeccdo tende a ser assintomdtica ou com
sinftomas inespecificos, sendo que poucos individuos manifestardo a doenca’.

H4& duas formas clinicas em que o fator de distincdo serdo os aspectos clinicos e a resposta
imunolégica do paciente. A primeira é a forma aguda, que é caracterizada por ocorrer
normalmente em criancas e jovens adultos que apresentam uma resposta imune ineficaz, sendo que
o quadro clinico surge semanas ou meses apds a exposicdo. A principal clinica apresentada é
linfonodomegalia generalizada ou infra-abdominal, associada as lesdes de pele e mucosa. De modo
secunddrio, os pacientes apresentam febre, perda de peso, anorexia e podem produzir massas
tumorais. J&, a forma crénica ocorre em 80% dos casos e geralmente sobrevém apds os 30 anos de
idade, limitando-se a pulmdes e vias aéreas superioress 8.9,

Os pacientes diagnosticados com PCM procuram atendimento anos depois de evadirem
de dreas endémicas; além do mais, hd alguns fatores de riscos que contfribuem para o

desenvolvimento da patologia, tais como: tabagismo (>20 cigarros/dia) e alcoolismo!0,
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O diagnéstico padrdo ouro é o isolamento do agente etiolégico em amostras de escarros
ou encontrados em lesdes, associado também a exame fisico e anamnese, e deve-se considerar
infernamento desse paciente, quando apresentar quadro clinico disseminado, morbidades que
possam influenciar no progndstico do individuo, como AIDS, tuberculose ou neoplasia, ou sequelas e
instabilidade clinica'.

Os fungos causadores da PCM respondem bem ao tratamento com antifungico. A principal
linha de tratamento é com os derivados dos azdlicos, destacando-se o ltraconazol, com duracdo de
tratamento entre 9-18 meses para as formas leves e moderadas'2. A Anfotericina B é utilizada para o
tratamento das formas graves e disseminadas'3. Além do fratamento anfifUngico, deve-se estabilizar
o paciente, reduzindo sinfomas dlgicos, fazer a correcdo de peso corporal e controlar eventuais
distUrbios secunddrios a infeccdo.

O objetivo do presente estudo € compreender, por meio de uma revisdo sistemdtica, os
principais métodos diagndsticos, sejam eles clinicos, radioldgicos e laboratoriais, visando a uma

abordagem diagndstica mais eficiente.

METODO

Tipo de estudo e bases de dados

Esta pesquisa é uma revisdo sistemdtica da literatura com busca de estudos publicados nos
bancos de dados da MEDLINE, LILACS, PubMed e SciELO.

Estratégia de busca

Foram ufilizados os descritores “paracoccidioidomicose” (paracoccidiodomycosis)
associado a “métodos de diagndstico” (diagnostic methods), “epidemiologia™ (epidemiology).

Todos os descritores constaram, pelo menos, do titulo, do resumo ou das palavras-chave.

Critérios de inclus@o e exclusdo

Foram estabelecidos, como critérios de inclusdo, os estudos transversais, ensaios clinicos,
estudos de coorte e revisdes de literatura que abordem o tema supracitado. Foram selecionados
artigos cientificos no periodo entre 2000 e 2022 nos idiomas portugués, inglés e espanhol. Foram
excluidos estudos, cuja abordagem seja o tratamento da patologia, tal como estudos anteriores cao

periodo pré-selecionado.

Extragcdo dos dados

A busca e andlise dos artigos foi feita de forma independente pelo pesquisador sob
supervisdo da orientadora. A elegibilidade dos estudos e o processo de selecdo dos arfigos foram
conduzidos pelo autor, e a selecdo das publicacdes foi realizada em trés etapas: 1- andlise de titulos,

2- andlise de resumos e 3- leitura na integra. Posteriormente a essas etapas, foram selecionados nove
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estudos, os quais foram incluidos nesta revisdo. A estratégia de busca dos estudos estd ilustrada no

fluxograma da figura 1.

Figura 1. Fluxograma da estratégia de busca dos artigos inseridos no estudo com base nos critérios de
inclusdo e exclusao.

Bases de dados
PubMed; MEDLINE; LILACS; Scielo

String de busca:
(paracoccidiodomycosis) AND (diagnostic methods) AND (epidemiology)

critérios de inclusao: tempo de publicagao
e idioma

| PubMed (n = 50); MEDLINE (n=1); LILACS (n=2); Scielo (n=0) |
1 ]

Y
| 53 resultados |

37 artigos excluidos mediante leitura dos
titulos

‘ 16 resultados ‘

7 artigos excluidos mediante leitura dos
resumos

Resultados para leitura na integra:
9 artigos incluidos neste estudo

RESULTADOS

Os dados dos artigos selecionados foram extraidos e tabulados quanto ao titulo, autores,

método diagndstico, tipo de estudo e principais achados (Tabela 1).

Tabela 1. Estudos incluidos na revisao de literatura

Titulo Autores Método diagnéstico Tipo de estudo Principais achados

As lesdes orais da PCM
geralmente exibem achados

A mulficentre sfudy of histopatolégicos de  outras

oral Estudo

s L . lesdes e inflamacodes
paracoccidioidomyco | Arruda et al. | Andlise refrospectivo e ranulomatosas Entretanto
sis: analysis of 320 | 2018 histopatoldgica revisdo de goloro 3es es.ecicis como
cases and literature literatura ¢ P -
review PAS e Grocott-Gomori revelam

P. brasiliensis, auxiliando no
diagndstico diferencial.
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A paracoccidioidomicose
deve ser incluida no

diagnéstico  diferencial  de
pacientes provenientes de
Paracoccidioidomicos . Exame microscépico | Estudo descritivo | drea  endémica e que
. - Messina et al. A
is en un hospital 2017 direto e/ou estudo | e apresentem
monovalente histopatoldgico retrospectivo comprometimento de pele,
mucosas ou sistema
respiratério associado a uma
sindrome infecciosa
inespecifica.
Vdrios métodos baseados em
Molecular Tools for PCR podem detectar
Detection and polimorfismos de DNA em
Identification of . . . Lo . Paracoccidioides e, assim,
e Pinheiro et al. | Diagndstico Revisdo de . ) e -
Paracoccidioides . apoiar a identificagdo das
o 2020 molecular literatura . s .
Species: Current Status espécies. Esta revisdo discute
and Future esses avancos d luz das
Perspectives mudancas taxonémicas no
género Paracoccidioides
O método PCR para PCM
Histoplasmosis and detectou 100% dos casos. As
Paracoccidioidomyco . . - técnicas de RT-PCR
T . Buitfrago et al. | Diagndstico Estudo .
sis in a Non-Endemic desenvolvidas parecem ser
2011 molecular RT-PCR fransversal

Area: A Review of
Cases and Diagnosis

sensiveis, especificas e rapidas
e podem ser Uteis para
detectar esse fipo de micose.

Este estudo avaliou diferentes
métodos  soroldgicos  para
diagnéstico de recidiva da
PCM, a partir da reacdo DID,
gue tem sido o método de

Prevalence and escolha  devido a sua
serological dlogno§|s Sylvestre et ) o Estudo de coorfe esp‘e.cmadode, vgls;r preditivo
of relapse in Métodos soroldgicos - positivo, repetibilidade e
S al. 2014 prospectivo - .

paracoccidioidomyco simplicidade ao
sis patients immunoblotting com
identificacdo de gp43. Esses
achados evidenciam que o
teste ELISA deve ser o método
de escolha para o diagndstico

de recidiva da PCM.
O TUB1 -RFLP é uma ferramenta
Identifyin eficiente, rdpida e barata para
ying = Diagnéstico a identificacdo de

Paracoccidioides L e

hylogenetic species Roberto et al. | soroldgico e | Estudo Porococudlpldes spp., 0 que
P 2016 molecular por PCR- | fransversal pode ser aplicado diretamente

by PCR-RFLP of the
alpha-tubulin gene

RFLP

aos estudos epidemioldgicos
moleculares da
paracoccidioidomicos.

Serological
of

paracoccidioidomyco
sis: high rate of inter-

diagnosis

laboratorial  variability
among medical
mycology reference
centers

Vidal
2014

et al

Diagnéstico
sorolégico

Estudo de coorte
prospectivo

Os resultados mostram que
existem inconsisténcias entre os
laboratdrios, fortes o suficiente
para resultar em informacdes
conflitantes sobre o tratamento
do paciente, e que esforcos
renovados devem ser
promovidos para melhorar a
padronizacdo do diagndstico
sorolégico da PCM.
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Este estudo demonstrou que a
identificacdo de P. brasiliensis
por HP, CB e/ou DM associada

Diagndstico
citopatoldgico,
histopatolégico e

Accuracy of routine
diagnostic tests used in

paracoccidioidomyco | Moreto et al. NP Estudo a DID é suficiente para
. exame micoloégico . -
sis 2011 f : fransversal estabelecer o diagndstico
atients at a universit direto, associado a laboratorial de
pate 4 teste de avaliacdo A

hospital paracoccidioidémicose  em

sorolégica por DID -
9 P praticamente todos os casos.

Utility of Real-time PCR

for the defection of A PCR em tempo real foi

Paracoccidioides . Diagnéstico "
I ; Buitrago et al. Estudo positiva para todas as cepas
brasiliensis DNA in the molecular por RT-
. ; ) 2009 fransversal de cultura, bem como para as
diagnosis of imported PCR

S de ambos os pacientes.
paracoccidioidomyco P

sis

Apds andlise dos artigos selecionados, foi observado que os métodos diagndsticos
soroldgicos ainda caracterizam padrdo ouro para o diagndstico da paracocciodiodomycoses. No
entanto a maioria dos estudos aqui abordados relatam sobre as técnicas moleculares, em seguida,

métodos sorolégicos e histopatoldgicos.

DISCUSSAO

O método sorolégico para a identificacdo de paracoccidioidomicose (PCM) caracteriza-
se como padrdo ouro. O método inclui o isolamento in vitro do patdégeno e/ou visualizacdo de
levedura multibrotamento patognomoénica a partir de amostras clinicas'. Testes soroldgicos
especificos s@o de grande importdncia no diagndstico presuntivo e prognéstico da doenca,
permitindo ao médico avaliar e monitorar a resposta do paciente ao tratamento.

Nesse cendrio, também se destaca o uso rofineiro da dupla imunodifuséo (DID),
evidenciado em estudo de Moreto et al.'> e Sylvestre et al.’¢, e que possibilita a deteccdo
quantitativa de antficorpos circulantes na PCM. A identificacdo de medidas laboratoriais apropriadas
para a confirmacdo de hipdteses clinicas € importante no atendimento médico de rotina da
paracoccidioidomicose. Moreto et al.'s analisaram quatro métodos diagndsticos e demonstraram
que a identificacdo de P. brasiliensis por HP, CB e/ou DM associada a DID é suficiente para
estabelecer o diagndstico laboratorial de paracoccidioidomicose em praticamente todos os casos.
Além disso, verificaram que o exame histopatoldgico apresentou a maior sensibilidade (96,7%)15.

Adicionalmente, Sylvestre et al.'é enfatizam um outro fator importante, que € o diagndstico
em casos de recidiva da PCM. Os fungos do género Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidioides
lutzii, causadores da PCM, vivem no solo e atingem principalmente os trabalhadores rurais no periodo
mais produtivo de suas vidas. Nesse sentido, a PCM pode recidivar apds tratamento eficaz, porque
os fungos quiescentes podem se reativar. Sylvestre et al.'é avaliaram diferentes métodos sorolégicos
para o diagndstico de recidiva da PCM, e verificaram que a prevaléncia de recidiva foi baixa e os
novos testes sorolégicos apresentaram sensibilidade um pouco maior do que o DID, sobressaindo o

teste ELISA como o método de escolha para o diagndstico em casos de recidiva da PCM. Como os
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testes soroldégicos apresentaram apenas uma sensibilidade moderada, os autores salientam que
exames micoldgicos, citopatoldgicos, histopatoldgicos diretos e isolamento em cultura para P.
brasiliensis devem ser realizados de forma adequada e rotineira, quando se considera a hipdtese de
recaida. Além disso, a baixa prevaléncia de recidiva sorolégica pode levar a complicacdes em
diagndsticos futuros, pois pode sugerir outra doenca manifestada, retardando o diagndstico e o
fratamento da recidiva da PCM.1¢

Arruda et al. esclarecem que, no caso de uma PCM oral, € uma lesdo incomum detectada
em bidpsia oral e amostras maxilo faciais, e sua incidéncia requer atencdo em termos de politicas
publicas de saude para o diagndstico e tfratamento. Estes autores, estudando a frequéncia de CMP
oral em uma populacdo brasileira, e considerando que as caracteristicas clinicas da CMP podem
apresentar achados histopatoldgicos semelhantes a outras lesdes granulomatosas e infeccdes
fungicas sistémicas, relataram que coloracdes especiais como PAS e Grocott-Gomori podem auxiliar
no diagndstico diferencial de P. brasiliensis.!”

Por outro lado, Vidal ef al.’® compararam o desempenho de seis centros brasileiros de
referéncia para diagndstico sorolégico de PCM e concluiram que existem inconsisténcias entre os
laboratdérios que podem potencialmente resultar em informacdes conflitantes sobre o fratamento do
paciente. Os autores ressaltam que o tipo de reacdo e a preparacdo do antigeno podem ser fatores
que influenciam na acurdcia do resultado soroldgico. A quantidade desses componentes nas
preparacdes de antigenos varia ndo apenas entre as cepas, mas também em uma Unica cepaq,
dependendo do numero de subcultivos repetidos, meio utilizado, da fase logaritmica de
crescimento, quando o fungo é colhido, entre outros fatores. Este & provavelmente um fator
importante nas inconsisténcias entre os centros. Esforcos renovados devem ser promovidos para
melhorar a padronizac&o do diagndstico sorolégico da PCM. 18

As Paracoccidioides spp. incluem um grande nimero de fendtipos que podem se sobrepor,
especialmente entre grupos intimamente relacionados’4. Nessa situacdo, os critérios morfoldgicos,
por si s6, sdo insuficientes para o reconhecimento das espécies e outros testes sGo necessdrios, com
ferramentas moleculares mostrando-se promissoras!?- 20, As técnicas baseadas em PCR sdo as mais
comuns em micologia médica devido d sua versatilidade e capacidade de direcionar e amplificar
dcidos nucleicos de cepas isoladas ou diretamente de amostras clinicas, como escarro, bidpsia e
material de lavado bronco alveolar (LBA), liquido cefalorraquidiano (LCR), sangue etc., usando
equipamentos rdpidos, baratos e amplamente disponiveis 21-23,

Nesse contexto, vdrios métodos moleculares para identificar e distinguir espécies fungicas
estdo sendo aplicados como ferramentas de diagndstico'4 2425, Buitrago et al.24, utilizando um ensaio
baseado em PCR em tempo real, avaliaram a técnica com um total de 12 cepas de P. brasiliensis e
também com amostras dos dois pacientes com PCM confirmada. Todas as cepas de P. brasiliensis
apresentaram resultado positivo, enquanto nenhuma das cepas das demais espécies incluidas nos
ensaios como controle apresentou sinal positivo na PCR em tempo real. O desenvolvimento desse
tipo de técnica para identificar o fungo de uma cultura pode reduzir significativamente o risco de

manipulacdo de culturas e pode abreviar o tempo necessdrio para identificar o fungo. Em amostras
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clinicas, essas técnicas também podem ser utilizadas como método de diagndstico precoce e
monitoramento da resposta ao tratamento4.

Entretanto existem barreiras dificeis de serem superadas no uso da PCR, como, por exemplo,
a suspeita sobre o agente etioldgico em razdo da auséncia de testes de triagem ou panfungicos e
pequenas quantidades de material genético fungico de amostras clinicas?s. Desta forma, na rotina
clinica, os distintos agentes etioldégicos raramente sdo identificados até o nivel da espécie por
ferramentas moleculares. Nesse senfido, Roberto et al. mostraram que TUB1 -RFLP pode discriminar
eficientemente entre espécies distintas de Paracoccidioides com alta precisdo. Os autores
recomendam incluir pelo menos uma reacdo RFLP de controle positivo de uma cepa de referéncia
bem caracterizada. Esse método representa uma alternativa cos esquemas de tipagem de
sequéncia multilocus. Também, TUB1 -RFLP pode ser uma ferramenta Util para a tipagem de um
grande numero de isolados de Paracoccidioides em estudos epidemioldgicos'4.

Uma outra barreira em relagdo ds técnicas moleculares é que elas ndo sdo padronizadas
para uso rotineiro nos laboratdérios de servicos publicos de salde nos paises em desenvolvimento,
onde a PCM é endémica. Ainda, a sensibilidade e a especificidade desses métodos moleculares
ndo sdo superiores ao exame histopatoldgico, embora apresentem sensibilidade um pouco maior
do que o teste DID15.

J&, em uma drea ndo endémica, a PCM raramente é suspeitada devido ao periodo
extremamente longo de siléncio dessa doenca?’. No entanto esse tipo de micose é cada vez mais
frequente nessas dreas?s. Nos achados de Buitrago et al.25, a sorologia mostrou-se Util e positiva em
todos os pacientes em uma drea ndo endémica. Porém, a RT-PCR mostrou boa sensibilidade,
detectando 100% dos casos. Os autores consideram que técnicas mais novas e mais rdpidas devem
ser utilizadas para o diagndstico precoce. As técnicas de RT-PCR desenvolvidas parecem ser
sensiveis, especificas e rdpidas e podem ser Uteis para detectar essas micoses. Todavia é
fundamental que os médicos considerem a PCM em individuos oriundos de dreas endémicas e que
realizem diagndsticos diferenciais.2s

Em revisdo da literatura, Pinheiro et al.?8 abordam que, com o advento do sequenciamento
do genoma completo e sua disponibilidade para a comunidade cientifica, novos testes diagndsticos,
baseados em métodos NGS, podem ser uma alternativa importante, tanto do ponto de vista
diagndstico, quanto epidemiolégico. Esse estudo fornece muitas contribuicdes aos estudos da PCM.
Embora o diagndstico microbioldgico possa ser considerado o padréo ouro para a confirmacdo da
hipdtese diagndstica, os métodos moleculares estdo em expansdo e ficou evidente que o
desenvolvimento desse tipo de técnica para identificar o fungo de uma cultura pode reduzir
significativamente o risco de manipulacdo de culturas e pode abreviar o tempo necessdrio para
identificar o fungo. Em amostras clinicas, essas técnicas também podem ser utilizadas como método

de diagndstico precoce e monitoramento da resposta ao tratamento 24,

ARCHIVES OF MEDICINE, HEALTH AND EDUCATION. 2024.v.2 n.1, p.33-42 .
Pagina | 40



CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados evidenciados sugerem que os métodos microscépicos sdo mais utilizados na
identificacdo de Paracoccidioides spp. Como alternativa ao diagndstico laboratorial cldssico, os
ensaios moleculares podem ser usados visando a diferentes estratégias, como deteccdo e
identificacdo. Nesse cendrio, os ensaios de base molecular fornecem os resultados mais rdpidos e
precisos sobre a infeccdo, atingindo o nivel de espécie com mais eficiéncia.

Existem barreiras dificeis de serem superadas no uso da PCR, como, por exemplo, a suspeita
sobre o agente etioldgico devido d auséncia de testes de triagem ou panfingicos e peguenas
quantidades de material genético fungico de amostras clinicas.

Vale ressaltar que é fundamental que sejam realizados diagndsticos diferenciais para melhor
compreensdo da doenca e um diagndstico mais precoce e visando a um desfecho clinico mais

favordavel.
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