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RESUMO

Estudos sobre a epidemiologia da infeccdo paracoccidididica sdao baseados em
inquéritos realizados com testes intradérmicos, sendo a paracoccidioidina o antigeno
mais utilizado, contudo, reagbdes cruzadas com outras infecgdes fungicas tém sido
relatadas. A glicoproteina de 43 - kDa (gp43) por ser o componente mais antigénico
do Paracoccidioides brasiliensis e apresentar maior especificidade vem sendo
utilizada em testes intradérmicos. A prevaléncia da infeccdo paracoccidididica nas
diferentes areas da América Latina e Brasil ndo é totalmente conhecida. Em Mato
Grosso do Sul (MS), estado com base econbémica agropecuaria e com a maior
frequéncia relativa de mortes por paracoccidioidomicose, se desconhece a
prevaléncia da infecgdo paracoccidididica. Os objetivos deste estudo foram: estimar
a prevaléncia da infeccao paracoccidididica em assentamentos rurais do municipio
de Jaraguari (MS) e avaliar os fatores de riscos associados a infecgdo; bem como
identificar a ocorréncia e estimar a taxa de fenbmeno booster na intradermorreacao
com a gp43. Um estudo seccional foi realizado em oito assentamentos rurais do
municipio de Jaraguari (MS). Dos 4555 assentados, uma amostra de 721 foi
selecionada por conveniéncia. Os sujeitos do estudo foram submetidos a uma
entrevista com dados demograficos e habitos de vida e ao teste cutaneo com a
aplicagao intradérmica de 0,1mL de gp43 (60 ug/mL) no antebragco esquerdo. A
leitura do resultado foi realizada apdés 48 horas da aplicagcdo, e o teste foi
considerado positivo se a medida do maior didmetro de induragao fosse maior ou
igual a 5mm. Nos individuos negativos, foi realizada a retestagem do teste
intradérmico com a gp43 apdés 10 a 15 dias da primeira aplicagdo para observagao
da ocorréncia do fenbmeno booster. Foram incluidos 695 sujeitos. A prevaléncia
estimada da infeccdo foi de 45,8% (Cl 95% = 42,1% - 49,5%) considerando a
primeira testagem. Houve variagao de 23,3% a 70,3% nos diferentes assentamentos
participantes. A prevaléncia aumentou significativamente com a idade. Nao houve
diferenca entre os sexos e nenhum outro fator associado ao risco de infecgao foi
identificado. O fenémeno booster na intradermorreagao para deteccado de infeccao
por P. brasiliensis foi pela primeira vez estudado e a taxa estimada foi de 8,4% (CI
95% = 5,4% - 12,3%). Este valor corresponde ao percentual de resultados falso-
negativos de um unico teste intradérmico. Os resultados revelam a importancia da
infeccao paracoccidididica em alguns assentamentos rurais do Estado, evidenciando
a exposigao precoce das criangas ao fungo na regido estudada, e, ajudam a compor
o panorama da infeccdo na América Latina e Brasil. Para que os inquéritos
epidemioldgicos possam ser comparaveis e reflitam com mais exatidao a realidade
da infecgdo paracoccidididica nas areas endémicas € necessario que o antigeno
utilizado seja padronizado para este fim.

Palavras-chave: gp-43, infeccdo paracoccidioidica, teste intradérmicos, efeito
booster



ABSTRACT

Studies about the epidemiology of paracoccidioidomycosis are based on surveys
achieved with intradermal tests and the paracoccidioidin is the antigen used in most
cases. However, cross-reactions with other fungal infections have been reported.
The glycoprotein of 43 -kDa (gp43) has been used inintradermal tests. It is
the most antigenic component of Paracoccidioides brasiliensis and it provides greater
specificity for this fungus. The prevalence of the paracoccidioidic infection in different
areas of Latin America and Brazil is not fully known. Mato Grosso do Sul (MS), a
state with an agricultural economic base, has the highest relative frequency of deaths
from paracoccidioidomycosis, but the prevalence of paracoccidioidic infection never
has been studied. The objectives of this study were to estimate the prevalence of
paracoccidioidic infection in rural settlements of the municipality of Jaraguari (MS)
and to assess the risk factors associated with infection, as well as identify and
estimate the occurrence rate of the booster phenomenon in intradermal
test with gp43. A cross sectional study was conducted in eight rural settlements in
the municipality of Jaraguari (MS). Of the 4555 settlers, a sample of 721 was
selected for convenience. The study subjects underwent an interview
with demographics and lifestyle. A skin test was administered with intradermal
application of 0.1 mL of gp43 (60 ug/mL) in the left forearm. The reading of the
results was performed after 48 hours of application, and the test was considered
positive if the measure of the maximum diameter of induration was greater than or
equal to 5mm. Individuals who tested negative, were retested with gp43 between 10
and 15 days after the first test for observation of the occurrence of the booster
phenomenon. The study included 695 subjects. The estimated prevalence of
infection was 45.8% (95% Cl =42.1% -49.5%) considering the firsttest and
increased significantly with age. The prevalence ranged from 23.3% to 70.3% in the
different settlements. There was no difference between the sexes and no other factor
associated with risk of infection was identified. It was the first study that the booster
phenomenon in intradermal test for infection by P. brasiliensis was performed and
the estimated rate was 8.4% (95% Cl = 5.4% - 12.3%). This would correspond to the
percentage of false-negative results of a single intradermal test. The results reveal
the importance of paracoccidioidic infection in some rural settlements in the state. It
showed children's early exposure to the fungus in the study area, and describes a
panorama of infection in Latin America and Brazil. For epidemiological surveys to be
comparable and reflect more accurately the reality of Paracoccidioides infection in
endemic areas, it is necessary forthe antigen used to be standardized for this
purpose.

Keywords: gp-43, paracoccidioidic infection, intradermal test, booster effect
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1 INTRODUGAO

Paracoccidioidomicose (PCM) é uma doenga que tem como agente etiolégico
o fungo dimérfico Paracoccidioides brasiliensis. A micose sistémica resultante da
infeccdo por este fungo € amplamente distribuida com éareas de alta e baixa
endemicidade por toda América Latina (RESTREPO; McEWEN; CASTANEDA,
2001).

A PCM representa um grave problema de Saude Publica pelo seu potencial
incapacitante e mortes prematuras (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006; SILVA et al.,
2008), principalmente para segmentos sociais especificos, como trabalhadores
rurais. Tal populagdo é considerada vulneravel porque geralmente nao dispbéem de
acesso facil aos servicos de saude o que resulta em um diagndstico tardio
(SHIKANAI-YASUDA et al., 2006; ALMEIDA SOARES et al.; 2008).

Os individuos acometidos pela PCM normalmente estdo na fase mais
produtiva da vida, ou seja, em torno dos 30 aos 50 anos de idade e 90% dos
pacientes sdo do sexo masculino, o que gera um alto impacto econémico e social. O
alcoolismo e o tabagismo normalmente estdo associados a doenga (SHIKANAI-
YASUDA et al., 2006; LINDENBERG et al., 2008). A despeito das elevadas taxas de
mortalidade e das sequelas da doenca, a PCM faz parte das doencgas consideradas
negligenciadas para América Latina e Paises Caribenhos. Dessa forma, o impacto
sobre a saude publica ainda nao foi quantificado devido a falta de dados disponiveis
(HOTEZ et al., 2008). Cerca de 100 anos apds a descoberta da doencga, ainda ha
necessidade da implantacdo de um programa efetivo e permanente para a
prevencdo e diagnéstico, para a disponibilizagdo de agentes antifungicos e
assisténcia aos pacientes com complicagdes e sequelas (MARTINEZ, 2010).

Estima-se que nas regides endémicas, onde vivem aproximadamente 90
milhdes de pessoas, cerca de 10 milhdes estdo infectadas pelo fungo (RESTREPO;
McEWEN; CASTANEDA, 2001), das quais 2% irdo desenvolver a doenca
(RESTREPO; TOBON, 2005).

O Brasil € o pais com o maior numero de casos da doenca (RESTREPO
1985; RESTREPO, 1994; MENDES; SHIKANAI-YASUDA, 2003), sendo que nas
regides Sudeste, Sul e Centro-Oeste ocorrem a maioria dos casos (FORNAJEIRO et

al., 2005). Coutinho et al. (2002) observaram uma taxa de mortalidade por PCM no
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Brasil de 1,45/milhdao de habitantes no periodo de 1980 ao ano de 1995. Neste
mesmo periodo a PCM ocupava o oitavo lugar em casos de morte dentre as
doencgas cronicas, infecgdes recorrentes e parasitarias. Prado et al. (2009)
observaram que a PCM era a principal causa de morte dentre as micoses sistémicas
no periodo de 1996-2006 sendo Sao Paulo e Parana os estados com maiores taxas
de mortalidade.

Considerando a frequéncia absoluta de mortes por PCM de acordo com as
regides geograficas brasileiras entre 1980 e 1995, o Centro-Oeste comporta 10%
dos casos de morte, ocupando o terceiro lugar. Por outro lado, a maior frequéncia
relativa de mortes por milhdo de habitantes € no Mato Grosso do Sul sendo
4,39/milhdo de habitantes (COUTINHO et al., 2002). Na capital do estado todo més
sdo diagnosticados pelo menos 2 casos novos da doenga (PANIAGO et al., 2003),
sendo que a cidade apresenta cerca de 787 mil habitantes (IBGE, 2011).

A PCM nao faz parte da lista de doencas de notificacdo compulsdria no
Brasil, fato este que torna imprecisos os dados de prevaléncia e incidéncia da
doenca no pais. Entretanto, em areas classificadas como de alta endemicidade a
incidéncia anual da micose é estimada em aproximadamente 3 casos para cem mil
habitantes (LONDERO; RAMOS, 1990; MARTINEZ, 2010).

A prevaléncia da infecgdo paracoccidididica varia conforme a regido, e a
quantidade de individuos infectados tende a aumentar devido a expansdo das
fronteiras agricolas (WANKE; LONDERO, 1994). Na regidao Sul e Sudeste do Brasil
foi observado uma prevaléncia de 43% e 49,5% respectivamente (FORNAJEIRO et
al., 2005; SILVA-VERGARA, 1997). Na regidao Nordeste a prevaléncia observada foi
32,1% (DIOGENES et al., 1990).

Na regido Centro-Oeste, em Mato Grosso, Kalmar et al. (2004) avaliaram a
infeccdo em criangas e observaram uma prevaléncia de 4% quando utilizado o
antigeno gp43 e de 17% com a paracoccidioidina. Em estudo realizado entre
indigenas, escolares e granjeiros em Mato Grosso do Sul a prevaléncia da infecgao
paracoccidididica observada foi de 37,5% (AGUIAR, 2000).

A infecgado paracoccidididica pode ser adquirida por meio da inalagao de
propagulos fungicos produzidos pelas formas filamentosas, as quais uma vez
instaladas nos pulmdes adquirem a forma de leveduras. O processo infeccioso induz
a formacado de lesdo primaria do tipo granulomatosa nos pulmdes e podem

disseminar para outros 6rgaos do corpo (ALMEIDA; LOPES, 2001). Apesar da
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prevaléncia da infecgdo paracoccidididica ser alta em algumas regides do Pais, a
incidéncia de casos clinicos, relativamente baixa, sugere que o fungo tenha baixa
patogenicidade (SANTOS et al., 2003), contudo, alguns habitos podem influenciar na
aquisicao da infeccao e no desenvolvimento da doencga.

Individuos que manejam o solo, como agricultores, estdo mais sujeitos a
adquirir a infeccdo pelo P. brasiliensis (BLOTTA et al., 1999). Em relacdo ao
adoecimento, o tabagismo, alcoolismo e a desnutricdo sédo fatores considerados
importantes (BLOTTA et al., 1999; PANIAGO et al., 2003; SHIKANAI-YASUDA et al.,
2006).

Conhecer os reservatérios naturais do fungo contribui para mapear areas
endémicas e para entender melhor seus recursos eco-epidemiolégicos (RICHINI-
PEREIRA et al., 2009). Evidéncias sugerem que o P. brasiliensis vive sob condi¢cdes
adequadas de clima, umidade e temperatura como um fungo saprofitico no solo.
Contudo, quando o seu habitat é invadido, humanos e outras espécies de mamiferos
podem adquirir a infecgdo paracoccidididica (BRUMMER; CASTANHEDA;
RESTREPO, 1993).

O estudo da infeccido paracoccidididica no estado do Mato Grosso do Sul é
de extrema importancia, ndo so6 pelo fato de ser um estado com economia baseada
em atividades agropecuarias no qual se destaca a existéncia de inumeros
assentamentos rurais, mas também por ser o estado com maior taxa de mortalidade
por PCM (COUTINHO et al., 2002) e no qual ndo existe trabalhos publicados a
respeito de tal infeccao.

Além disso, a prevaléncia da infecgao no estado e nas diferentes regides do
pais e da América Latina pode ser subestimada e mostra a importancia de se
estabelecer a testagem intradérmica em dois tempos para a detecgéao de individuos
falso-negativos. A realizagdo do segundo teste cutdneo reforgaria o estimulo
imunoldgico proveniente do primeiro teste e consequentemente poderia determinar
um resultado verdadeiramente positivo (LIFSON et al., 1997). O aumento na
induragcao do segundo teste em relagdo ao primeiro e na auséncia de nova infecgao
€ denominado fendmeno booster (THOMPSON et al., 1979; MENZIES et al., 1999).
A deteccgao deste fendbmeno é bem descrita na infecgéo tuberculosa (CDC, 1995).

Negligenciar a PCM, uma doenga de tal magnitude, faz com que muitas
pessoas adoegam, sejam diagnosticadas tardiamente e acabem desenvolvendo

sequelas que irdo prejudicar tanto suas atividades profissionais quanto seu convivio
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social. Por estes motivos, a finalidade deste trabalho é estimar a prevaléncia da
infeccdo paracoccidididica em assentamentos rurais do municipio de Jaraguari
(Mato Grosso do Sul) e avaliar os fatores de riscos associados a infecgao, bem
como identificar a ocorréncia e estimar a taxa de fendbmeno booster na deteccéo da

infeccao através de testes intradérmicos com a gp43.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Agente etiolégico

O agente da PCM é o Paracoccidioides brasiliensis, fungo filogeneticamente
classificado como pertencente ao Filo Ascomicota, Subfilo Pezizomicotina, Classe
Eurotiomicetos, Ordem Onygenales e Familia Onygenaceae (BAGAGLI et al., 2006).
Possui um genoma de 26-35 megabases (Mb) distribuido em quatro ou cinco
cromossomos (FEITOSA et al., 2003). Analises genéticas de varios isolados do
fungo, revelaram variabilidade genética e cepas correlacionadas com a geografia
(CALCAGNO et al., 1998; NINO-VEGA et al., 2000) ou viruléncia (MOLINARI-
MADLUM et al., 1999; CARVALHO et al., 2005).

De acordo com andlise filogenética de 65 isolados, foi proposto trés espécies
filogeneticamente distintas do P. brasiliensis: S1, formado por 38 isolados da
Argentina, Brasil, Peru e Venezuela além de um isolado de pinguins da Antartica;
PS2, com 6 isolados, cinco de origem Brasileira e um Venezuelano; e PS3
constituido por 21 isolados Colombianos (MAMUTE et al.,, 2006). Estudos mais
recentes indicaram um grupo geneticamente distinto nomeado Pb01-like (TEIXEIRA
et al., 2009), embora sejam considerados espécies filogeneticamente diferente,
todos séo capazes de induzir doenga em humanos e animais (BATISTA et al., 2010).

E um fungo assexuado e termo-dimérfico que em seu habitat natural
apresenta-se na forma de micélios, mas que ao penetrar no corpo de um hospedeiro
susceptivel se diferencia em leveduras em decorréncia da alteragao da temperatura
(SAN BLAS; SAN BLAS, 1993).

Nos tecidos e secrecdes infectados as leveduras sao esféricas, ovais ou
elipticas com parede celular espessa e refringente, e o didmetro variando de 5 a
30um. Podem apresentar brotamentos unicos ou multiplos de tamanhos variados
que sao blastoconidios dispostos ao redor da célula mae, formando a caracteristica
‘roda de leme“ (MENDES; SHIKANAI-YASUDA, 2003; MARTINEZ, 2005).

O citoplasma contém vacuolos, reticulo endoplasmatico e ribossomos, porém
lisossomos e complexo de Golgi ndo foram encontrados. Numerosas mitocondrias

sdo observadas nas células jovens e a quantidade de vacuolos aumenta com a
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idade. A parede celular apresenta duas camadas. A camada externa é formada por
a-1-3 glucana na fase leveduriforme e por (3-1-3- glucana na fase micelial. A camada
interna € composta de quitina e justaposta a membrana citoplasmatica (ALMEIDA;
JACKS; SCULLY, 2003).

A patogenicidade e a invasividade do P. brasiliensis parece estar associada a
a-1-3 glucana e proteases como a gp43 (MENDES-GIANNINI; MORAES; RICCI,
1990). A quitina e a glucana da parede nao sao antigénicas, contudo a gp43, uma
glicoproteina de 43-kDa encontrada na parede do fungo e secretada extracelularmente
€ o principal antigeno conhecido (PUCCIA et al., 1986).

Até recentemente o Unico hospedeiro considerado susceptivel ao fungo era o
homem, entretanto alguns animais ja foram encontrados infectados pelo P.
brasiliensis, principalmente o tatu (NAIFF et al., 1986; BAGAGLI et al., 1998; SILVA-
VERGARA et al., 2000; SIMOES; MARQUES; BAGAGLI, 2004). Apesar de n&o ser
regularmente isolado de outros animais, ha evidéncias de infecgcbes em animais
domésticos como caes (RICCI et al., 2004; SILVEIRA et al., 2006; FONTANA et al.,
2010; CANTEROS et al.,, 2010), galinhas (OLIVEIRA et al.,, 2011), gado leiteiro
(SILVEIRA et al., 2008), cavalos (CORTE et al., 2009) e silvestres como pinguins
(GARCIA et al.,, 1993) e macacos (CORTE et al., 2007) por meio de reacdes
intradérmicas ou de sorologia. Ricci et al. (2004) observaram e confirmaram com
exames histopatologicos, imunohistoquimicos e de biologia molecular o primeiro
caso de paracoccidioidomicose em céo.

Trejo-Chavez et al. (2011) observaram achados clinicos, microscopicos e
ultraestruturais sugestivos de PCM em uma preguica que morreu durante a
quarentena no México apdés a sua importacdo da Guiana Francesa. Esse foi o
primeiro caso da doenca relatado nesses animais.

Apesar destas observacdes, o tatu do género Dasypus, apresenta uma
importancia fundamental na eco-epidemiologia do P. brasiliensis. A capacidade de
escavar o solo a grandes profundidades, habitos alimentares de destruicdo de
colonias de formigas e coleta de folhas, provavelmente expbe estes animais com
maior facilidade ao provavel habitat do fungo (NEVES et al., 2006). Além disso, os
tatus apresentam uma temperatura corpdrea baixa, entre 32,7 a 35,3°C (BOILY,
2002) e um sistema imunoldgico fraco (ULRICH et al., 1976) que somado a

exposicao ao solo favorece a constante infecgéo pelo fungo (BAGAGLI et al., 2008).
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O estudo da sequéncia do gene da glicoproteina 43 (gp43) demonstrou que
multiplas infec¢gdes podem ocorrer no mesmo animal (SANO et al., 1998a; SANO et
al., 1998b), assim como o homem que pode estar infectado, simultaneamente, por
diferentes cepas do fungo (BATISTA et al.,, 2010). A infeccao natural dos tatus
ocorrendo numa frequéncia elevada pode ser utilizada para mapear areas de risco
para a infecgao paracoccidididica (BAGAGLI et al., 2008). Estudo realizado com
cepas de P. brasiliensis isoladas de tatus e de humanos mostrou similaridade entre
os isolados, indicando que os humanos adquirem infecgdo paracoccidididica pelo
contato com o ambiente dos tatus (SANO et al., 1998b). Além dos tatus, os caes,
devido aos altos indices de infecgao e constatacdo de desenvolvimento da micose,
também apresentam papel importante na eco-epidemiologia do fungo, podendo ser
utilizados como marcadores epidemioldgicos para auxiliar na busca do habitat do
fungo (NEVES et al., 2006).

Conhecer os reservatérios naturais do fungo pode contribuir para mapear
areas endémicas e para entender melhor seus recursos eco-epidemioldgicos
(RICHINI-PEREIRA et al., 2009). Algumas evidéncias sugerem que o P. brasiliensis
vive sob condi¢des adequadas de clima, umidade e temperatura como um fungo
saprofitico no solo. Contudo, quando o seu habitat é invadido, humanos e outras
espécies de mamiferos adquirem a infeccdo através da inalacdo dos seus
propagulos (BRUMMER; CASTANHEDA; RESTREPO, 1993). Silva-Vergara (1997)
além de detectar infeccdo natural pelo P. brasiliensis em pulmao de tatu, também
isolou o fungo em cultivo de café em Minas Gerais.

Os individuos que manejam o solo, como por exemplo, agricultores,
jardineiros entre outros, estdo mais sujeitos a infecgao pelo P. brasiliensis (BLOTTA
et al., 1999). No entanto, esse fungo nao tem sido isolado do solo com frequéncia, e
mesmo 0s experimentos que isolaram o P. brasiliensis do solo geralmente nao
podem ser repetidos com material proveniente do mesmo local (SIMOES;
MARQUES; BAGAGLI, 2004). Por outro lado, o uso de pesticidas inibem o
desenvolvimento do P. brasiliensis sugerindo que estes produtos podem interferir no
isolamento do fungo do solo, uma vez que sao rotineiramente usados em plantagdes
de diferentes culturas (ONO et al., 2002).

Tercarioli et al. (2007) observaram que o P. brasiliensis cresce tanto em solo
argiloso quanto arenoso, desde que tenha umidade em excesso, confirmando que a

umidade é fator ecoldgico fundamental para o desenvolvimento do fungo. Por outro
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lado, os mesmos autores relataram que solos com elevada concentracido de
aluminio trocavel (H + Al) inibe ou limita o crescimento do fungo.

Conti Diaz (2007) sugere que o fungo ocorre na natureza em ambientes com
agua fresca, como rios ou corregos alinhados por mata ciliar nativa, protegidos por
animais aquaticos como anfibios, moluscos, peixes e artrépodes. Outros, sugerem
que o P. brasiliensis viva transitoriamente e por um periodo variavel no solo
(FRANCO et al., 2000). As variagdes regionais, como condigdes climaticas, tipo do
solo, pH, temperatura e indices pluviométricos podem resultar num isolado fungico
com imunogenicidade distinta de uma regiao para outra, como observado por Batista
Junior et al. (2010). Entretanto, para Bagagli et al. (2008), mais importante do que
descobrir o local preciso onde o fungo vive seria determinar o seu nicho ecolégico
dentro do seu habitat.

Todavia, em todas as casuisticas foi observado que os pacientes acometidos
pela PCM tiveram contato com o solo durante as duas primeiras décadas da vida,
momento em que, na maior parte dos casos, ocorreu a infecgao. Coutinho et al.
(2002), observaram que 55,83% dos paciente com PCM eram agricultores, seguido
de 19,28% de trabalhadores de construgdes. A taxa de infec¢ao varia de 6,0% a
60,6% entre a populagédo rural e urbana de areas endémicas e ndo endémicas
(MENDES; SHINAKAI-YASUDA, 2003). Entretanto, quando as manifestagdes se
iniciam o paciente ja se encontra a partir da terceira década da vida e normalmente
quando procuram a assisténcia médica ndao se encontram no mesmo local endémico
onde houve a contaminagao (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

2.2 Imunopatogenia

Inquéritos epidemioldgicos realizados com paracoccidioidina estimam que
50% da populagao residente em areas endémicas tenham sido expostos ao P.
brasiliensis (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006), das quais 2% irdo desenvolver a
doenga (RESTREPO; TOBON, 2005).

Mecanismos da resposta imunoldgica inata podem destruir fungos parasitas
ou limitar uma infecgdo até que a resposta especifica seja desenvolvida. Algumas

moléculas como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 12 (IL-12) e
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interferon gama (IFN-y) podem ampliar a resposta inata, contudo a IL-4 e a IL-10
podem suprimir este tipo de resposta. A ativacao da resposta imune especifica € um
passo fundamental no controle de uma infeccdo em um organismo hospedeiro
(HUFFNAGLE; DEEPE JR, 2003).

O controle da infecgao pelo P. brasiliensis depende de uma eficiente resposta
imunoldgica especifica do tipo celular (SINGER-VERMES et al., 1993). Os linfocitos
T CD4" humanos apresentam dicotomia quanto a produgdo de citocinas. Assim, as
citocinas produzidas por linfécitos T CD4" do tipo Th1 secretam IFN-y, IL-2, IL-3, IL-12,
TNF-a, e enquanto que linfécitos T CD4" do tipo Th2 secretam IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e
fator de transformacgéo de crescimento beta (TGF-B). As citocinas produzidas pelas
células Th2 oferecem protecdo contra infeccbes por helmintos, enquanto que as
células Th1 sdo essenciais para a protegdo contra microrganismos intracelulares
(INFANTE-DUARTE; KAMRADT, 1999).

Segundo Chiarella et al. (2007), tanto linfécitos T CD4" quando CD8" séo
protetores contra PCM pulmonar, contudo a subpopulacdo CD8" apresenta um papel
fundamental. A contribuicdo de cada subpopulagéao na resposta imunoldgica depende
do perfil genético do hospedeiro, de um equilibrio entre CD4*/CD8", regulagdo da
secrecao de citocinas Th1 e Th2 e correlagao da resisténcia do hospedeiro a infec¢ao
pelo P. brasiliensis. Além disso, ndo foi observada associagcdo entre a gravidade da
infeccdo em camundongos susceptiveis e a sua regulagéo pelas células CD4", por
outro lado, a relativa protecido dos animais susceptiveis parece ser mediada pelas
células CD8".

A propriedade de selecionar a ativacdo da populacdo Th1 ou Th2 para cada
processo infeccioso parece ser fundamental para o desenvolvimento de uma resposta
imunoldgica protetora e isto € regulado por mecanismos bastante complexos. A
manipulacéo do fendétipo Th pela alteragdo na concentragdo de IFN-y, IL-2 ou IL-4 no
momento da infecgdo tem demonstrado a funcdo primordial dessas citocinas na
modulacéo do fendtipo CD4", consequentemente, na cura da doenga (DIPIRO, 1997).
Assim como observado por MclLeod et al. (1995) para outras doengas infecciosas,
varios mecanismos regulam a susceptibilidade ou resisténcia. A dose do antigeno, as
células apresentadoras de antigenos, e fatores estimuladores do meio ambiente séo
alguns destes mecanismos que influenciam na determinagcdo da resposta imune
preferencialmente ativada (KUCHROO et al., 1995).
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A atuacdo de cada uma destas citocinas resulta em diferentes espectros de
ativacdo ou desativacao celular. Foi demonstrado que IFN-y € um potente ativador
celular, com fungéo primordial na resisténcia do hospedeiro contra varios patégenos
(DENIS et al., 1991), mas € antagonizado por citocinas do tipo Th2, como a IL-10, que
atua como um potente inibidor da atividade celular inflamatéria. Estas citocinas nao
somente inibem a producao de éxido nitrico como inibem a producao de citocinas proé-
inflamatdrias (IL-1, TNF-a), o burst respiratério e a expressao de receptores para IL-1 e
para moléculas de histocompatibilidade (MHC) de classe Il (WALLIS; AMIR-
TAHMASSEB; ELLNER, 1990; OGAWA et al., 1991), além de recrutarem mondcitos
do sangue periférico para o sitio da lesdo, neste caso, os pulmdes (ORME et al., 1993).

Em estudo com camundongos realizado por Cano et al. (1998) foi observado
que independente do background genético dos animais, o IFN-y exerce funcgéo
protetora contra a infecgao pulmonar pelo P. brasiliensis, sendo considerado o maior
mediador de resisténcia ao fungo. Por outro lado, o alto nivel de IFN-y pulmonar parece
conferir uma protegcdo no controle do crescimento do fungo, mas que a presenca
concomitante de alto nivel de citocinas do perfil Th2 parece ser suficiente para modular
negativamente a ativagdo dos macréfagos e das respostas de hipersensibilidade do
tipo tardia (RHT), resultando na disseminagao do fungo para sitios extrapulmonares.

Corroborando com estes achados, Calich e Kashino (1998) e Almeida e Lopes
(2001), observaram elevada produgao de IFN-y e IL-2 em camundongos resistentes ao
P. brasiliensis, em contraste com o0s animais susceptiveis que secretam baixa
quantidade destas citocinas, mas que secretam IL-10 e IL-4 ativamente. Concluindo
com isso que a resisténcia a PCM é associada com uma precoce ativacdo dos
mecanismos imunolégicos com perfil Th1, enquanto que a susceptibilidade destes
animais € associada a producdo precoce de mediadores inibitérios que regulam
negativamente a producao de IFN-y e suprime o desenvolvimento da resposta imune
celular. A IL-10 é capaz de reduzir a atividade fagocitica e fungicida dos macréfagos
em individuos saudaveis contra o P. brasiliensis (SOARES et al., 2002), sendo assim,
a IL-10 pode ser considerada como a principal citocina negativa em pacientes com
PCM, bloqueando a expressao da imunidade mediada pelo IFN-y e IL-12 (BENARD,
2008).

Quando o fungo penetra no organismo humano, geralmente encontra uma

resposta imunolégica capaz de impedir o desenvolvimento da doencga. Tal resposta
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resulta somente na infeccdo paracoccidididica, sem manifestacdes clinicas, a qual
pode ser espontaneamente resolvida, progredir para doenga, ou permanecer latente
dependendo da imunidade do individuo infectado (RIVITTI; AOKI, 1999).

Individuos com infeccdo paracoccidididica, sem sinais ou sintomas da doenca
apresentam elevado nivel de proliferagéo linfocitaria quando estimulados por antigenos
do fungo, mas baixo nivel de IL-4, IL-5 e IL-10. Dessa forma, a infeccéo, é
caracterizada pela presenca de resposta celular Th1, enquanto a manifestacdo da
forma clinica aguda da doenca é caracterizada pela resposta Th2, com elevados niveis
de IL-4 e IL-10, anticorpos especificos da classe IgG4 e IgE e eosinofilia. Pacientes
com a forma crénica apresentam um modelo de resposta intermediaria entre Th1 e
Th2 (OLIVEIRA et al., 2002; BENARD, 2008) .

Além da resposta imune celular, os humanos, assim como outros animais,
apresentam uma resposta imunoldgica humoral especifica que vem sendo estudada
em diversos modelos experimentais. Singer-Vermes et al. (1993) observaram que
independente da rota de inoculagdo do P. brasiliensis, camundongos susceptiveis
produzem precocemente uma maior quantidade de anticorpos especificos, quando
comparados com linhagens de camundongos resistentes.

De acordo com estes resultados considera-se que a titulacdo elevada de
anticorpos esta associada a um prognéstico ruim, como observado por Miura et al.
(2001) e por Ramos et al. (2005) em experimentos com camundongos susceptiveis, 0s
quais apresentaram aumento na produgao de anticorpos anti-gp43. Corroborando com
estes achados, Tatibana et al. (2007) encontraram niveis elevados de anticorpos anti-
gp43 nos camundongos suscetiveis pos infecgao.

Sadahiro et al. (2007) observaram em pacientes curados uma reestruturagéo da
resposta imune e uma produgéo elevada de IFN-y e TNF-a apds a estimulagao com a
proteina gp43. Os autores sugeriram que em alguns casos a imunossupressao é
transitoria e a reatividade imunoldgica a gp43 é recuperada apds o tratamento assim
como observado por Benard et al. (1996).

O conhecimento sobre o0s mecanismos imunoldgicos relacionados a
patogenicidade da PCM e da protegcdo a infeccdo fungica € ainda fragmentado.
Contudo, os estudos sobre as citocinas tém dado novos insights na relagao parasito-
hospedeiro e abre novas perspectivas para o delineamento de medidas profilaticas e

estratégias terapéuticas.
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2.3 Epidemiologia

2.3.1 Da doenca

A PCM é uma micose sistémica que foi descrita por Adolfo Lutz em 1908,
autéctone da América Latina (WANKE; AIDE, 2009), em regides situadas
aproximadamente entre 20° ao Norte e 35° ao Sul do Equador, estendendo-se do
México a Argentina. A distribuicdo da doenga nao é uniforme, sendo a maioria dos
casos clinicos relatados no Brasil, Colémbia e Venezuela (MARTINEZ, 2005). A
PCM também tem sido reportada em areas nao endémicas como na Espanha
(BUITRAGO et al., 2011), Alemanha (HORRE et al., 2002) e Austria (MAYR et al.,
2004), contudo em todos o0s casos observados, o0s pacientes estiveram
anteriormente em Paises da América do Sul.

Os dados sobre a incidéncia da PCM sao imprecisos no Brasil, uma vez que
nao € uma doenca de notificagdo compulsodria. Acredita-se que a incidéncia anual
em zonas rurais endémicas pode variar de 3-4 casos novos/milhdao de habitantes até
1-3 casos novos/100 mil habitantes (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). Estima-se em
3.360 o numero anual de casos novos da micose no Brasil, considerando para tal o
numero médio anual de mortes e a taxa de mortalidade de 5% (MARTINEZ, 2010).

A PCM é considerada a oitava causa de morte por doenca infecciosa cronica
no Brasil, resultando numa taxa de mortalidade de 1,45 casos/milhdo de habitantes
(COUTINHO et al.,, 2002). Os indices mais elevados de mortalidade foram
encontrados nos estados da regidao Sudeste, Sul e Centro Oeste do Brasil
(FORNAJEIRO et al., 2005).

A razdo de acometimento da PCM entre adultos € de 10 a 15 homens para
cada mulher (MENDES; SHINAKAI-YASUDA, 2003; PANIAGO et al., 2003;
RESTREPO et al., 2008). Contudo em estudo realizado por Bicalho et al. (2001) em
Minas Gerais a razao de acometimento da doenca foi de 30 homens para cada
mulher, o que contrasta com a infeccao entre criangas onde nao se observa essa
relagdo. A razdo masculino:feminino entre criancas com PCM menores de 15 anos
de idade admitidas em hospital em Campinas foi de 1,3:1, quando se considerou as

criangas na faixa etaria de 12 a 15 anos a razdo aumentou para 5,5:1 (PEREIRA et
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al., 2004). Este fato pode ser explicado pela capacidade do estrogeno, em mulheres
adultas, inibir a transformagcdo do fungo da forma micelial para leveduriforme
(RESTREPO et al., 1984).

Essa relagcdo também €& observada nas taxas de mortalidade como
apresentado por Coutinho et al. (2002), sendo para os individuos adultos do sexo
masculino de 2,42/milhdo de habitantes e de 0,43/milhdo de habitantes para as
mulheres. Na forma juvenil da doenga também né&o foi observado diferenga entre as
taxas de mortalidade dependente do sexo. Contudo, de acordo com Prado et al.
(2009) essa diferenga vem diminuindo. O grupo relata que mortes por PCM entre os
homens decaiu de 75,3 para 70,5%, por outro lado se observa o oposto em relagao
as mulheres, houve um incremento na mortalidade de 24,6 para 29,5%.

A faixa etaria mais acometida pela micose é de 30 a 50 anos de idade. A
doenca € infrequente abaixo dos 14 anos de idade (BICALHO et al., 2001;
PANIAGO et al., 2003; CERMENO et al., 2009). Dados similares sdo observados em
relagdo as mortes, ocorrendo principalmente na faixa etaria dos 30 aos 59 anos
(PRADO et al., 2009).

2.3.2 Da infeccéao

A prevaléncia da infeccdo paracoccidididica € baseada em inquéritos
epidemioldgicos realizados com testes cutdneos intradérmicos (FAVA NETTO;
GUERRA; COSTA, 1976) em diferentes regides da América Latina. Nos paises
onde a doenga é endémica os casos nao sao distribuidos homogeneamente mas
tendem a se concentrar em regides de florestas umidas (BRUMMER; CASTANEDA,;
RESTREPO, 1993). Na Colémbia a infecgao pelo P. brasiliensis pode alcangar 77%
da populagdo de determinadas comunidades rurais (CADAVID; RESTREPO, 1993)
enquanto que no estado de Bolivar, Venezuela, a prevaléncia da infeccido nos
ultimos anos variou de 10,2% (CERMENO et al., 2009) a 19,7% (CERMENO et al.,
2005).

Na Argentina a PCM ndo é tdo frequente quanto nos outros paises da
América Latina, sendo encontrada principalmente na regido nordeste do pais
(MANGIATERRA et al., 1996). Van Gelderen de Komaid et al. (1999) estudaram a
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infeccao pelo P. brasiliensis em trés comunidades na regidao nordeste do Tucuman
na Argentina e encontraram prevaléncia variando de 4,41% a 10,2%. Estudos
realizados na mesma provincia, Tucuman, mas em outras comunidades detectou
variagdo da prevaléncia de 1,7 a 9,2% (van GELDEREN de KOMAID; DURAN,
1995). Por sua vez, Mangiaterra et al. (1996) encontraram prevaléncia da infec¢ao
paracoccidioidica de 1,6% na provincia de Chaco, também localizada na regido
nordeste do pais.

O Brasil, pais com maior numero de casos de PCM, (RESTREPO, 1985;
RESTREPO, 1994; MENDES; SHIKANAI-YASUDA, 2003) a prevaléncia da infec¢ao
varia conforme a regido. No Parana, onde a doenga ocorre em praticamente todo o
estado, Fornajeiro et al. (2005) observaram 43% de prevaléncia da infeccao
paracoccidioidica entre trabalhadores da industria de alcool. Resultados
semelhantes foram observados por Silva-Vergara (1997) em Minas Gerais, o qual
encontrou 49,5% de individuos positivos, dos quais 61% informaram envolvimento
com lavoura de café no passado e/ou na atualidade. Apesar da regiao Sudeste ser
considerada endémica para a micose, em trabalho realizado em fazendas
experimentais de Botucatu, a taxa de prevaléncia observada foi de 13%
(CARANDINA; MAGALDI, 1974).

No Estado do Mato Grosso, Kalmar et al. (2004) avaliaram a infecgdo em
criangas e adolescentes de 7 a 18 anos de idade e observaram uma prevaléncia de
4% quando utilizado o antigeno gp43 e de 17% com a paracoccidioidina. Inquérito
epidemioldgico realizado na Serra do Pereiro no Ceara demonstrou uma variagao
nos resultados de acordo com o momento da leitura. Quando a leitura dos
resultados foi feita com 24h da aplicagdo a prevaléncia foi de 32,1%, entretanto
quando realizada com 48h o indice caiu para 25,9%. Os autores consideraram a
prevaléncia da infeccdo paracoccidioidica na regiéo sendo 32,1% (DIOGENES et al.,
1990).

Em Mato Grosso do Sul, Aguiar (2000), estudou a infecgdo paracoccidididica
em trés grupos populacionais diferentes. Foi observado uma taxa de prevaléncia da
infecgdo de 32,5% entre os escolares, 43,5% entre os granjeiros e 36,7% entre os
indigenas no municipio de Sidrolandia.

Na tabela 1 pode-se observar a prevaléncia da infecgao paracoccidididica
encontrada em inquéritos epidemiolédgicos realizados com testes intradérmicos em

diferentes regides geograficas nos ultimos 20 anos.
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Tabela 1 — Inquéritos epidemioldgicos realizados em diferentes regides da América

Latina por meio de testes intradérmicos de 1990 a 2012.

Local Antigeno Prevaléncia Autor
Venezuela Paracoccidioidina 19,7% Cermefio et al., 2005
Venezuela Paracoccidioidina 10,2% Cermefio et al., 2009
Argentina Paracoccidioidina 1,7 -9,2% Van Gelderen de Komaid; Duran, 1995
Argentina Paracoccidioidina 4,41 -10,2% Van Gelderen de Komaid et al., 1999
Argentina Paracoccidioidina 1,6% Mangiaterra et al., 1996
Brasil - PR Paracoccidioidina 51% Rebelatto, 1996
Brasil - SP Paracoccidioidina 68,7% Fava, 1996
Brasil - MS Paracoccidioidina 37,5% Aguiar, 2000
Brasil — CE Paracoccidioidina 32,1% Didgenes et al., 1990
Brasil Paracoccidioidina 31,8% Freitas, 1992
Brasil - MT Paracoccidioidina 17% Kalmar et al., 2004
Brasil - MG Paracoccidioidina 13,43% Rodrigues; Rezende, 1996
Brasil - AL Paracoccidioidina 11.2% Santos; Pedrosa, 1990
Brasil - PR gp 43 50% Somensi et al., 1997
Brasil - PR gp 43 43% Fornajeiro et al., 2005
Brasil - MS gp43 12,2% Sarti et al., 2011~
Brasil - MT gp 43 4% Kalmar et al., 2004

**Extrafdo de Fava e Fava Netto, 1998.

Populagao portadora do virus HIV.

2.4 Formas clinicas

As formas clinicas das manifestagdes oriundas da infeccdo pelo P.

brasilienses sao classificadas correlacionando os achados clinicos a histéria natural

da doenca, uma adaptacao da classificacao apresentada no International Colloquium

on Paracoccidioidomycosis realizado em fevereiro de 1986 na Colémbia (FRANCO,

et al., 1987). Sendo assim, esta micose é classificada em infec¢gao paracoccidididica

e paracoccidioidomicose (doenga) — esta subclassificada em forma aguda/subaguda
e crbnica, e forma residual ou sequelar (MENDES, 2005; SHIKANAI-YASUDA et al.,

2006).
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A infecgdo paracoccidididica ocorre sem que haja danos aparentes ao
hospedeiro, uma vez que seu sistema imunolégico impede o crescimento do fungo.
Em tal circunstancia, o foco primario desaparece e o fungo, normalmente, é
destruido, contudo ocorre a geracdo de células de memédria (BRUMMER,;
CASTANEDA; RESTREPO, 1993).

Entretanto, a evolugao da infecgcdo para doenga e suas diferentes formas
clinicas depende de muitos fatores, tais como fatores ambientais, resposta
imunoldgica do hospedeiro e a viruléncia do parasita (SADAHIRO et al., 2007).

Na paracoccidioidomicose, a forma aguda/subaguda, também conhecida
como forma juvenil, &€ responsavel por 3 a 5% dos casos da doenga, com
predominancia entre criangas e adolescentes, eventualmente ocorrendo entre
adultos até os 35 anos de idade. A distribuicado desta forma da doenca é semelhante
para ambos 0s sexos e caracteriza-se por uma evolucao clinica mais rapida, onde
normalmente o paciente procura os servigos de saude entre o primeiro e terceiro
més apods a instalagdo da doenca. Frequentemente podemos observar nos
pacientes com esta forma de doenca linfadenomegalia, manifestagcbes digestivas,
hepatoesplenomegalia, envolvimento dsteo-articular e lesées cutdneas (PANIAGO et
al., 2003; MENDES; SHINAKAI-YASUDA, 2003; PEREIRA et al., 2004).

Mais de 90% dos casos de PCM apresentam-se na forma crénica ou forma do
adulto, pois ocorre principalmente entre individuos de 35 e 60 anos de idade. Nesta
forma da doencga, a progressao € lenta e silenciosa, podendo levar anos até que seja
diagnosticada e reflete a reativagao das lesdes fungicas nos pulmdes ou qualquer
outro 6rgao e tecido (MENDES; SHINAKAI-YASUDA, 2003). Caracteriza-se por
sintomas de fraqueza, emagrecimento, febre, tosse e dispneia (WANKE; AIDE,
2009). As manifestagdes pulmonares estdo presentes em 90% dos pacientes e pode
ser o unico 6rgao afetado em 25% dos casos (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

Quando um unico 6rgao é afetado a forma da doenca € denominada unifocal.
Quando a doenga compromete sitios extrapulmonares, tais como a pele, a mucosa
oral, mucosas da faringe e/ou laringe e o apice dos dentes é denominada multifocal
(SHIKANAI-YASUDA, 2005; WANKE; AIDE, 2009). As lesbes orais estéo presentes
em mais de 50% dos casos e 30% dos pacientes apresentam multiplas lesées
(BICALHO et al.; 2001). Suprarrenais, sistema nervoso central, linfonodos cervicais

e submandibulares, intestinos, sistema osteoarticular, epididimo, bago e figado sao
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outros locais que podem ser envolvidos na PCM (FRANCO et al., 1987; SHIKANAI-
YASUDA et al., 2006; RAMOS; SARAIVA, 2008).

Pacientes imunossuprimidos, incluindo aqueles coinfectados pelo HIV,
apresentam risco de desenvolver infeccdo disseminada severa envolvendo
principalmente linfonodos, pulméao, pele e a mucosa oral (PANIAGO et al., 2005).
Além disso, 54% dos pacientes HIV® parecem desenvolver uma forma clinica mista
da PCM (BENARD; DUARTE, 2000).

Na forma sequelar podem ocorrer recaidas, complicacbes e sequelas
anatbmicas e funcionais em pelo menos 20% dos pacientes, entre eles a fibrose
pulmonar com subsequente insuficiéncia respiratdria o que causa incapacitagao para
o trabalho (MARTINEZ, 2010) .

A avaliagcédo do sistema imunoldgico do paciente deve ser realizada em todas
as formas clinicas da doenca e podera trazer informacdes relevantes acerca do
prognéstico e da atividade da doenca. Esses dados sdo essenciais para o
acompanhamento clinico, controle e cura da PCM que pode ser realizado através de
testes sorolégicos e intradérmicos para acompanhamento da resposta imune
humoral e celular respectivamente (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

2.5 Diagnéstico Imunolégico e Tratamento

2.5.1 Diagndstico da paracoccidioidomicose

Por ser uma micose sistémica, qualquer 6rgao pode ser acometido, por isso &
muito importante uma avaliagao detalhada do estado geral do paciente e dos érgaos
e sistemas que normalmente sido mais comprometidos quando ha suspeita da
doenca (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). O diagndstico diferencial de PCM,
dependendo da apresentacdo clinica, inclui leishmaniose mucocutanea,
histoplasmose, tuberculose, actinomicose, linfoma e carcinoma de células
escamosas, inflamagdes nao infecciosas como sarcoidose e doencas autoimunes
(BLOTTA et al., 1999; AMEEN; TALHARI; TALHARI, 2009).
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A confirmacédo diagnostica da PCM é normalmente realizada através da
deteccdo microscopica das caracteristicas de multiplos brotos das células
leveduriformes e/ou pelo isolamento do fungo em culturas de espécimes clinicas,
histopatologia do tecido biopsiado e testes soroldgicos, especialmente utilizando a
gp43 (RICHINI-PEREIRA et al., 2009). Os exames sorolégicos geralmente
apresentam resultados mais rapidos do que a cultura e a histopatologia (BLOTTA et
al.,1999) e além da importancia diagnodstica permite avaliar a resposta imunolégica
do hospedeiro, o tratamento e as recaidas da doenca.

Atualmente sdo disponiveis o0s métodos de imunodifusdo dupla,
contraimunoeletroforese, imunofluorescéncia indireta, ensaio imunoenzimatico e
imunoblot (MENDES-GIANNINI et al., 1989; VALLE; COSTA; MONTEIRO, 2001;
MENDES; SHINAKAI-YASUDA, 2003; DEL NEGRO; GONGCALVES, 2005;
CAMARGO, 2008). A imunodifusdo dupla é utilizada com maior frequéncia,
alcangado especificidade e sensibilidade acima dos 85% quando o antigeno utilizado
€ a gp43 (CAMARGO et al., 1988; BLOTTA et al., 1999; CAMARGO, 2008).

A titulagcao de anticorpos especificos ao P. brasilienses tem correlacido com a
gravidade da doenga, sendo por isso mais elevada nos casos agudos/subagudos.
Reacbes falso-negativas tém acontecido quando os pacientes apresentam intensa
imunossupressao (BLOTTA et al., 1999; CAMARGO; FRANCO, 2000; SHIKANAI-
YASUDA et al., 2006) e as reagbes falso-positivas podem resultar de reagdes
cruzadas com outras infecgées micéticas (WANKE et al., 2005; SHIKANAI-YASUDA
et al., 2006).

Outros exames sao realizados de acordo com a forma clinica apresentada
pelo paciente. Na forma aguda da doenca os exames normalmente sugeridos sao
raio X de tdérax, ultrassonografia abdominal, hemograma completo, velocidade de
hemossedimentacao (VHS), provas bioquimicas hepaticas, eletroforese de proteinas
e avaliagado renal e metabdlica (creatinina, sddio e potassio). Na forma crénica, os
exames habitualmente solicitados séo raio X de térax, hemograma completo, VHS,
provas bioquimicas e avaliagdo adrenal e metabdlica. Tanto na forma aguda quanto
na crénica, exames mais complexos, tais como exames de imagem e provas
funcionais sao indicados, principalmente quando ha suspeita clinica ou alteracdes
nos exames laboratoriais que indiqguem acometimento gastrointestinal, formas

abdominais, envolvimento do sistema nervoso central, disfungcdo adrenal,



31

insuficiéncia respiratéria crénica ou lesbdes Osteo-articulares (WANKE et al., 2005;
SHIKANAI-YASUDA, et al., 2006).

2.5.1.1 Tratamento da paracoccidioidomicose

Além da terapéutica antifungica deve-se incluir medidas de suporte as
complicagdes clinicas associadas aos diferentes 6rgaos acometidos pela PCM. O
acompanhamento dos pacientes deve ser peridédico até apresentarem os critérios de
cura.

A gravidade da doenca determina a selecédo de drogas e a duragao do
tratamento (AMEEN; TALHARI; TALHARI, 2009). Vaérios farmacos podem ser
utilizados no combate ao P. brasiliensis, tais como anfotericina B, sulfamidicos e
azolicos. Entretanto o itraconazol é sugerido como melhor opgao terapéutica, pois
permite o controle das formas leves e moderadas da doenca em menor periodo de
tempo. Contudo, este medicamento n&o € disponivel na rede publica na maioria dos
estados brasileiros, por este motivo a alternativa mais comum é a combinacao
sulfametoxazol-trimetroprim. Nos casos graves onde ha necessidade de internagao
hospitalar, € indicado a utilizagdo da anfotericina B ou associacdo sulfametoxazol-
trimetroprim por via intravenosa (DEL NEGRO; GONCALVES, 2005).

A duragdo do tratamento depende da droga utilizada e da gravidade da
doencga, entretanto, normalmente é longo, cerca de dois anos, a fim de evitar as
recaidas (MENDES; SHINAKAI-YASUDA, 2003; PEREIRA et al.,, 2004). Criancas
que abandonaram o tratamento durante os seis primeiros meses apresentaram
recaida da doenca, sugerindo que outros casos ocorram em decorréncia do periodo
insuficiente de tratamento (PEREIRA et al., 2004). Estudos in vitro demonstraram a
necessidade de novos medicamentos devido a resisténcia do P. brasiliensis a
sulfonamida, azoles e anfotericina B (SHIKANAI-YASUDA, 2005).

Além do tratamento antifungico especifico, o paciente devera receber
assisténcia para as condi¢gdes gerais como desnutricdo, tratamento odontoldgico,
doenca de Addison e comorbidades — tuberculose, Aids, enteroparasitoses e
infeccoes pulmonares bacterianas (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). O custo global

do tratamento € alto devido a necessidade de varios médicos especialistas e outros



32

profissionais da area de saude, além da hospitalizagdo para terapéuticas
complementares (MARTINEZ, 2010).

Um dos principais desafios da PCM é estabelecer quando a terapia
antifungica pode ser interrompida, pois ndo ha consenso a respeito das opgdes de
tratamento ou sobre quando o paciente esta realmente curado (CAMARGO, 2008).

Os critérios de cura sao clinicos, micolégicos, radiolégicos e imunoldgicos.
Sendo estes:

a. Clinico: desaparecimento de sinais e sintomas da doenca. E comum a
permanéncia de sintomas residuais decorrentes das sequelas, especialmente as
respiratorias, linfatico-abdominais, cutaneas, adrenais e neuroldgicas.

b. Micolégico: exame micoldgico negativo.

c. Radioldgico: estabilizacdo do padrédo das imagens cicatriciais radioldgicas
pulmonares em intervalos de 3 meses.

d. Imunoldgicos: negativagao dos titulos de imunodifusdo dupla ou estabilizagdo do
titulo em valores baixos, menores ou iguais a 1:2. Esses resultados devem ser
observadas em duas amostras de soro com intervalo de seis meses apds o periodo
do tratamento recomendado (MENDES; SHINAKAI-YASUDA, 2003).

Entretanto, a palavra cura talvez nunca possa ser aplicada aos portadores
desta micose pela impossibilidade de erradicacao do P. brasiliensis e devido ao risco
potencial de uma reativacéo tardia. Por esses motivos se emprega o termo “cura
aparente” ou “cura clinica”. Dessa forma, os pacientes devem ser acompanhados
ambulatorialmente, uma vez ao ano com exame clinico e sorolégico apés o fim do
tratamento (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

2.5.2 Diagnéstico da infeccdo paracoccidididica

A hipersensibilidade do tipo tardia envolve intera¢des entre células TCD4" e
antigenos que causam ativagcao, secrecado de linfocinas e potencial formagéo de
granulomas. Esse tipo de hipersensibilidade necessita de linfécitos sensibilizados
que respondem 24 a 48 horas apds a exposi¢do ao antigeno soluvel (ACTOR,
2007).
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O estudo da hipersensibilidade do tipo tardia, através do teste de reacgao
intradérmica, em pacientes com paracoccidioidomicose iniciou-se com os trabalhos
de Fonseca e Area Ledo em 1927. Esse teste € a melhor arma, e muitas vezes a
unica disponivel, para descobrir aqueles individuos que foram infectados pelo P.
brasiliensis, mas nao ficaram doentes (FAVA NETTO, 1976; FRANCO et al., 1989).

Os testes intradérmicos também sao usados para determinar a imunidade na
PCM, como auxilio para o prognéstico em casos de doenga e como mecanismo para
se determinar o status imunoldgico dos pacientes. Pois sabe-se que os pacientes
gravemente enfermos reagem negativamente ao teste intradérmico mas que o
resultado pode se tornar positivo quando esses pacientes melhoram seu estado
geral apds o tratamento. Seus resultados somados aos achados clinicos permitem o
acompanhamento e progndstico dos pacientes (FAVA NETTO, 1976; FAVA; FAVA
NETTO, 1998).

Apods, aproximadamente, 4 horas da aplicagdo do antigeno no teste
intradérmico, os neutroéfilos acumulam-se ao redor da vénulas pos-capilares no local
da injecdo. Esse infiltrado desaparece rapidamente e cerca de 12 horas depois, o
local fica repleto de linfocitos T e mondcitos (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 1994),
bem como neutréfilos, eosindfilos e basdfilos (PARSLOW et al., 2004). Os vasos
sanguineos locais dilatam aumentando a migragao celular. O sistema de coagulagao
e das cininas também tornam-se ativados o que leva a formacao e deposicdo de
fibrina no local. Essa deposicdo e em menor grau, o acumulo de linféticos T e
mondcitos ao redor do local da injecdo € importante para manter a reagao
inflamatdria localizada a uma determinada area e também para conferir a induracao
que é caracteristica dos tecidos que sofrem a RHT (ABBAS; LICHTMAN; POBER,
1994; PARSLOW et al., 2004).

O teste cutaneo para deteccéo da infecgcao paracoccidididica é realizado por
meio da aplicagao intradérmica de 0,1mL do antigeno, na face anterior do antebraco,
utilizando uma seringa descartavel de tuberculina. A leitura do resultado é feita por
meio da mensuracdo do maior didmetro de induragdo usando uma régua
milimetrada. Os resultados sdo considerados positivos se o didmetro da induracao
for = 5mm. Geralmente a leitura de testes de sensibilidade do tipo tardia é realizado
apos 48 horas da inoculagdo, embora hajam trabalhos que relatam a leitura dos
resultados realizados com 24 horas (CARANDINA; MAGALDI, 1974; DIOGENES et
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al., 1990; MANGIATERRA et al., 1996; KALMAR et al., 2004; CERMENO et al.,
2005; CERMENO et al., 2009).

A paracoccidioidina, antigeno mais utilizado nos testes intradérmicos, é de
natureza polissacaridea, obtido a partir de uma mistura de varias cepas do P.
brasiliensis, (FAVA NETTO; RAPHAEL, 1961; FAVA NETTO; GUERRA; COSTA,
1976) e é conhecida como antigeno de Fava Netto (FAVA NETTO; RAPHAEL,
1961). E preparado a partir das células leveduriformes e contém somente
determinantes antigénicos do fungo. O uso de diversas cepas faz com que o
antigeno seja mais completo pois possui um maior numero de epitopos diferentes
(FAVA; FAVANETTO, 1998).

A prevaléncia observada no Brasil em diferentes levantamentos
epidemioldgicos desde 1966 € bastante variada. Este fato pode ser devido ao
antigeno e a diluicdo usada nos diferentes estudos (FAVA NETTO, 1976; FAVA;
FAVA NETTO, 1998). Além disso, existe a possibilidade de ocorréncia de reagao
cruzada com antigenos de outros fungos como o Histoplasma capsulatum,
Coccidioides immitis e o Sporothrix schenkii (SARAIVA et al., 1996).

Para evitar possiveis erros, a realizacdo simultdnea de paracoccidiodina e
histoplasmina intradérmicas, pode ser util para a deteccdo de uma simples infecgao
pelo H. capsulatum ou P. brasiliensis e para interpretacdo da dupla infeccao
(CERMENO et al., 2005). Outros autores enfatizam a importancia de se usar
moléculas purificadas, como o antigeno glicoproteico gp43, como antigeno em
testes cutaneos devido a possibilidade de se introduzir contaminantes como
endotoxinas nos antigenos brutos (SARAIVA et al., 1996).

Restrepo e Schneidau (1967) postularam que as glicoproteinas sdo os
principais componentes responsaveis pela reatividade cutanea na resposta de
hipersensibilidade do tipo tardia (RHT). Estudando a avaliagéo histologica de testes
cutaneos positivos em porcos da india foi demonstrado que a populacdo celular da
RHT foi idéntica para a paracoccidioidina de Fava Netto e a gp43, no entanto a
intensidade da reagdo em pacientes foi significantemente maior entre aqueles
testados com a glicoproteina (SARAIVA et al., 1996).

Partindo da premissa que a paracoccidioidomicose se manifesta, na maioria
dos casos, como uma micose assintomatica, os testes cutaneos séo as melhores
ferramentas para serem usadas em inquéritos epidemioldgicos (FAVA; FAVA
NETTO, 1998).
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2.5.2.1 Glicoproteina 43 (gp43)

O componente mais antigénico do P. brasiliensis € uma glicoproteina secretada
de 43-xDa (gp43) a qual é reconhecida por 100% dos anticorpos de pacientes
(PUCCIA et al., 1986; CAMARGO et al.,, 1988; CAMARGO et al., 1991; BLOTTA;
CAMARGO, 1993). Além de ser detectada no meio extracelular, também pode ser
encontrada dentro do citoplasma e na parede celular do fungo (STRAUS et al., 1996).

A gp43 também é considerada um fator de viruléncia. Ela atua como adesina
favorecendo a aderéncia do P. brasiliensis as células epiteliais do hospedeiro
(MENDES-GIANNINI et al.,, 2008; HANNA; SILVA; MENDES-GIANNINI, 2000).
Quando testado a ligagao do fungo as células epiteliais na presenga de anticorpo anti-
gp43 foi observado uma inibicdo significativa no processo de aderéncia (HANNA;
SILVA; MENDES-GIANINI, 2000). Foi demonstrado também, que a gp43 secretada se
liga aos anticorpos do hospedeiro, deixando a gp43 ligada a célula fungica livre para
agir como receptor de laminina da matrix extracelular dos tecidos de mamiferos. A
levedura revestida de laminina tem uma habilidade aumentada para invadir e destruir
tecidos infectados (VICENTINI et al., 1994). Além disso, parece ter atividade
proteolitica sobre o colageno, elastina e caseina (MENDES-GIANNINI; MORAES;
RICCI, 1990).

O gene que codifica a gp43 foi clonado e sequenciado revelando similaridade a
exo-1,3-B-D-glucanase, porém a gp43 nao apresenta nenhuma atividade de
hidrolase (CISALPINO et al., 1996).

A gp43 secretada no ambiente do fungo ou na corrente sanguinea é
processada e apresentada pelas células dendriticas ativando uma resposta Th1 ou
pelas células B induzindo a ativagdo da resposta Th2 (ALMEIDA et al.,, 1998;
FERREIRA; LOPES; ALMEIDA, 2003). Essa glicoproteina contém epitopos
apresentado as células T (TRAVASSOS et al., 1995) e B sugerindo que a resposta
imunoldgica a estes epitopos pode ser relevante para a progressdao da doenga
(TABORDA et al., 1998). Além disso, ela é capaz de ativar a produgéo de anticorpos e
de induzir resposta imune celular experimentalmente e em pacientes com a doencga
benigna (MENDES; SHINAKAI-YASUDA, 2003). De fato, a RHT n&o é observada em
individuos infectados pelo fungo quando a gp43 é retirada do extrato fungico
(RODRIGUES; TRAVASSOS, 1994).
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Devido ao fato da gp43 ser reconhecida pelos anticorpos da maioria dos
pacientes com PCM, alguns pesquisadores desenvolveram testes diagndsticos para
a doencga utilizando esta glicoproteina como antigeno, o que proporcionou um
aumento significativo na especificidade e sensibilidade dos testes (CAMARGO et al.,
1988; CAMARGO et al.,, 1991, PUCCIA; TRAVASSOS, 1991, TABORDA et al.,
1998, MENDES-GIANNINI et al., 1989). Entretanto, foi demonstrado que anticorpos
do soro de pacientes com outras micoses sistémicas também reagem com a gp43
em ensaios de imunoadsorg¢ao enzimatica (ELISA). Porém anticorpos presentes no
soro de pacientes com PCM reconhecem predominantemente epitopos com
conformacao peptidica da gp43 purificada, em contraste com os anticorpos do soro
de pacientes com histoplasmose ou doengca de Jorge Lobo que reagem
preferencialmente com galactose contendo epitopos de carboidratos do antigeno
(PUCCIA; TRAVASSOS, 1991).

Deve-se ressaltar o estudo realizado por Berzaghi et al. (2005) no qual
observou-se que isolados diferentes do P. brasiliensis podem produzir exoantigenos
com a presenga ou ndo da gp43. Além disso, a quantidade secretada é variavel, fato
que pode levar a um resultado falso-negativo caso estas amostras sejam utilizadas
para a sorologia. Além da gp43 ser encontrada no soro, também tem sido
encontrada em fluido cérebro-espinhal, lavado bronco-alveolar e urina de pacientes
com PCM (MENDES-GIANNINI; DEL NEGRO; SIQUEIRA, 1994; MARQUES et al.,
2005; MARQUES et al., 2006; CAMARGO, 2008).

A gp43 também vem sendo utilizada como antigeno de testes intradérmicos
(SOMENSI et al., 1997; KALMAR et al., 2004; FORNAJEIRO et al., 2005; SARTI et
al., 2011). Sugere-se ainda que a sua utilizagdo seja mais vantajosa do que o uso da
paracoccidioidina bruta (KALMAR et al., 2004).

2.5.2.2 Efeito booster

A prova cutanea e o efeito booster sao amplamente estudados na infeccéo
tuberculosa. Sabe-se que as reacbes intradérmicas com a tuberculina podem
diminuir (reversao) ou aumentar devido a diferentes fatores, tais como, variabilidade

nas técnicas de inoculagdo do antigeno e leitura dos resultados; resposta biolégica;



37

reativacdo da resposta de hipersensibilidade do tipo tardia (efeito booster); ou a
infeccao recente (conversdo) (AMERICAN THORACIC SOCIETY, 1990).

Alguns individuos quando submetidos a provas intradérmicas podem
apresentar resultados falso-negativos devido a anergia cutanea e isto diminui a
acuracia do teste (THOMPSON, 1979; DORKEN; GRZYBOWSKI; ALLEN, 1987;
AMIN, 1994).

Alguns fatores podem ser responsaveis pela diminuigdo na RHT. Observado
em estudos relacionados ao agente etiolégico da tuberculose, Mycobacterium
tuberculosis, sabe-se que criangas podem ter a habilidade limitada para responder a
um teste cutdneo apéds infecgédo por este agente (LINCOLN; GILBERT; MORALES,
1960; STEINER et al., 1980) e devido a desnutricdo (LLOYD, 1968). Assim como,
alguns individuos adultos também podem apresentar uma RHT diminuida com o
passar do tempo o que resulta em um teste cutaneo considerado negativo.

O declinio da sensibilidade do tipo tardia e seu recall por estimulos menores
de um teste cutaneo é o conceito atual do fendmeno booster (DE MARCH-AYUELA,
1990), ou seja, booster € um fendmeno de aumento da RHT e consequentemente na
medida da induragao do teste cutaneo apdés uma retestagem. O primeiro teste prové
um estimulo imunoldgico que é reforcado quando um segundo teste é realizado, e
consequentemente determina um resultado considerado positivo (LIFSON et al.,
1997). Vale a pena ressaltar que no fendbmeno booster ha auséncia de uma nova
infeccado (THOMPSON, 1979; MENZIES, 1999; AKCAY et al., 2003). Acredita-se que
seja resultado das células de memodria da imunidade celular, semelhante a resposta
soroldgica anamnéstica (MENZIES, 1999).

Deve-se atentar para o fato de que, algumas vezes, este fendbmeno pode
falsamente identificar uma pessoa como recém-infectada, sendo por este motivo
recomendado que o intervalo entre os testes seja de poucos dias (THOMPSON et
al., 1979).

Em estudos ja realizados com testes cutadneos utilizando tuberculina, a
frequéncia desse fendmeno aumenta com a idade e é principalmente observado em
populagdes vacinadas com o bacilo Calmette-Guerin (BCG) (DORKEN,
GRZYBOWSKI, ALLEN, 1987; WANG, 2000). O fenbmeno é maximo se o intervalo
entre o primeiro e 0 segundo teste for entre uma a cinco semanas (FEREBEE, 1970;
CAUTHEN; SNIDER JR; ONORATO, 1994), é menos frequente se o intervalo for de

apenas 48 horas (THOMPSON, 1979) e é pouco provavel de ocorrer se o intervalo
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entre os testes for maior de 60 dias (CAUTHEN; SNIDER JR; ONORATO, 1994),
embora ele possa persistir por anos (CAMACHO et al., 2009).

Na tuberculose o fendbmeno booster € considerado positivo quando a
induracdo do segundo teste cutaneo for igual ou maior a 10mm e a medida for de
pelo menos 6mm a mais do que a obtida no primeiro teste (THOMPSON, 1979;
American Thoracic Society, 1990). Na infeccédo paracoccidididica estes valores séo
desconhecidos pois nao existem estudos sobre a existéncia do fendbmeno booster no
teste cutadneo para deteccao desta infecgao.

De acordo com o CDC (1995), a detecgdo do fendbmeno booster diminui o
numero de resultados falso-negativos no teste cutdneo com a tuberculina. Dessa
forma, essa realidade pode ser aplicada para o teste intradérmico com antigenos do
P. brasiliensis, uma vez que o principio dos testes € o mesmo, apenas os antigenos
utilizados que sao diferentes.

Com a diminui¢ao dos resultados falso-negativos as taxas de prevaléncia da
infecgao paracoccidioidica seriam mais realistas, evidenciando as areas endémicas,
individuos com possibilidade de adoecer e auxiliaria nos estudos a respeito da

presenca do fungo em algumas regides geograficas.

2.5.2.3 Tratamento da infeccdo paracoccidididica

Como na infeccao paracoccidididica ndo ha evidéncias clinicas da doenca o

tratamento nao é instituido.

Para compor o panorama da infeccdo paracoccidioidica em areas rurais de
Mato Grosso do Sul, ha necessidade de conhecermos melhor as micro regides
endémicas e as verdadeiras taxas de prevaléncia. Tal necessidade se justifica pela
economia do estado que é baseada em atividades agropecuarias e pela taxa de
mortalidade da PCM que é a maior do pais.

Para isso, é importante a introdugdo da retestagem cuténea para
determinacdo dos individuos infectados e a eliminagdo de resultados falso-

negativos. O conhecimento da magnitude da infecgdo paracoccidididica na regiao
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oferece subsidios para investimentos em agdes voltadas para a minimizacdo da
doenca e suas sequelas incapacitantes. Também torna possivel o controle dos
principais fatores associados ao adoecimento e a implantagdo de estratégias para

diagndstico e tratamento precoces.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

- Estudar a infecgado paracoccidioidica em assentamentos rurais localizados no

municipio de Jaraguari, Mato Grosso do Sul.

3.2 Objetivo especifico

a) Estimar a prevaléncia da infecgdo paracoccidididica em assentamentos rurais
localizados em Jaraguari, Mato Grosso do Sul.

b) Analisar fatores de risco associados a infecgao paracoccidididica.

c) Observar a ocorréncia do fendbmeno booster no teste intradérmico na detecgao
da infeccao paracoccidididica.

d) Sugerir o ponto de corte para positividade no fenébmeno booster.
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4 Material e Método

4.1 Tipo da pesquisa

E um estudo epidemioldgico analitico transversal e quantitativo em residentes
de assentamentos rurais em Mato Grosso do Sul.

Os estudos transversais, algumas vezes, ndo sao considerados como
analiticos — que possam testar hipoteses sem causa/evento. Porém, quando for
possivel testar associagdes de frequéncias ou estatisticas entre dois eventos —
exposi¢cao/nao exposicao, ele pode ser considerado como analitico (KLEIN; BLOCH,
2009).

4.2 Local da pesquisa

O trabalho foi realizado em oito assentamentos rurais do municipio de
Jaraguari, sendo eles: Jaraguari Velho, Bonfim, Boa Vista, Primavera, Vale Verde,
Estrela, Sete e Furnas do Dionisio.

O municipio de Jaraguari fica a 45 km da capital do estado do Mato Grosso
do Sul, localizado na microrregiao de Campo Grande. A superficie do municipio é de
2936 km? com latitude de -20°08'20”e longitude de -54° 23'58” situado numa altitude
de 468m (Figura 1). A populacéo total de Jaraguari € composta por 6341 pessoas,
sendo 3405 homens e 2936 mulheres, destes 4555 vivem na area rural do municipio
(IBGE, 2011; Prefeitura de Jaraguari, 2011). O municipio de Jaraguari contém nove
assentamentos, sendo um deles, Furnas do Dionisio, um remanescente de
quilombolas.

A principal atividade econdmica é a agricultura, destacando as lavouras de
soja, mandioca e milho. Muitos migrantes provenientes da regido Sul e Sudeste do
Pais trabalham com horticultura. Ha ainda a pecuaria de corte e subsisténcia além

de gado leiteiro (Prefeitura de Jaraguari, 2011).
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B Jaraquari, MS

L2

Figura 1 — Mapa do estado do Mato Grosso do Sul com a localizagdo do municipio de Jaraguari
(IBGE, 2011)

4.3 Sujeitos da pesquisa

O trabalho foi realizado no periodo de julho de 2009 a junho de 2010 entre os
moradores dos assentamentos da area rural do municipio de Jaraguari.

Toda a populagdo residente em oito assentamentos foi convidada para
participar da pesquisa pelos agentes comunitarios. Todos que compareceram ao
local do estudo, apés a leitura e assinatura do TCLE (APENDICE A), se
concordassem em participar eram incluidos, exceto os que apresentavam algum dos
critérios de exclusao citados abaixo.

Critérios de exclusdo: gestantes; portadores de patologias graves como
doencas autoimunes, diabetes e tuberculose; idade menor que 2 anos.

Ao total 727 individuos iniciaram o estudo, esta amostra, apesar de
selecionada por conveniéncia (ndo aleatéria), possui caracteristicas comuns a toda
populacdo. E possivel que esta forma de selecdo possa apresentar o viés de ndo
terem comparecido ao local de estudo pessoas com dificuldade de deambulagao ou
pertencentes a localidades mais distantes. Ainda assim considerou-se uma amostra
representativa da populacado estudada.

Em relacdo ao tamanho amostral, para uma populacdo de 4555 individuos,
considerando uma prevaléncia esperada de 40%, com 5% de erro padrao e 95% de
intervalo de confianga, 341 individuos seriam suficientes para dar precisdo ao

estudo. Com 99% de intervalo de confianga seriam necessarios 559 sujeitos.
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4.4 Procedimentos

Todos os participantes, que concordaram em participar, assinaram o TCLE e
responderam a um questionario sobre seus dados demograficos e habitos
(APENDICE B). No caso de menores de idade, um responsavel autorizou a sua

devida participacao.

4.4 1 Preparo do antigeno gp43 para teste cutaneo

Para a produgao do antigeno foi utilizada a cepa B-339 do P. brasiliensis. O
supernadante da cultura (fase leveduriforme) com 8 dias foi filtrado, concentrado e
dializado de acordo com Camargo et al. (1988). A gp43 foi purificada por
cromatografia de afinidade em uma coluna de Affi-gel (Bio-Rad) associada com
anticorpo monoclonal de camundongo IgG anti-gp43. A gp43 foi eluida com tampao
de acido citrico 0.1M, pH 2,8, neutralizada com Tris 1M, pH 9,0 e concentrada em
uma célula Amicon 10K. O conteudo de proteinas foi determinado através do
método de Bradford. Todos as etapas da purificagcdo foram monitorados por SDS-
Page.

Solugcbes da gp43 em salina contendo 60ug/ml foram esterilizadas por
filtragdo em filtros descartaveis de 0,22u (Sigma) e estocados a -20°C (Saraiva et al.
1996).

4.4.2 Teste cutaneo com gp43

O teste cutaneo foi realizado nos assentamentos. Para tal a equipe foi, pelo
menos, 4 dias consecutivos em cada, sendo dois dias para a aplicagao do teste e
dois para a leitura dos resultados. Apesar de haver um ponto especifico em cada

assentamento destinado a receber os moradores para a realizacido do teste, a busca
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ativa em domicilios mais distantes, tanto para a aplicagdo do teste quanto para a
leitura dos resultados, também foi feita.

As aplicagbes intradérmicas foram realizadas utilizando seringas de
tuberculinas descartaveis da marca BD®. As leituras foram feitas por dois leitores
criteriosamente treinados por um leitor padrdo usando régua milimetrada cedida pelo
Ministério da Saude para o teste da tuberculina.

O teste cutdneo com a gp43 (60 ug/mL) do P. brasiliensis foi realizado em
todos individuos que concordaram em participar da pesquisa. O antigeno
proveniente da cepa Pb B-339, cedido pelo Dr. Zoilo Pires de Camargo da Escola
Paulista de Medicina, foi aplicado (0,1 mL) via intradérmica no antebrago esquerdo.
A leitura do teste foi realizada 48 horas apds a aplicacdo medindo-se o maior
didmetro de induragdo e foi considerado positivo as medidas maiores ou iguais a
Smm.

Uma situagao que pode justificar um teste cutdneo negativo é a diminuigao
dos linfécitos de memdria naquele individuo previamente infectado. No diagndéstico
da infecgao tuberculosa tem sido proposto que se realize dois tempos de testagem
da prova tuberculinica nos individuos nao reatores apés 1 a 3 semanas para se
avaliar o fenbmeno booster. Apesar de ndo haver recomendacdes ou padronizagdes
para a realizacdo da retestagem nos testes intradérmicos, € possivel que o
fendbmeno booster também tenha importancia na infeccdo paracoccidididica. A
identificacdo de individuos que sao positivos somente apds a retestagem revelaria
uma prevaléncia de infecgdo mais proxima da realidade.

Naqueles individuos que apresentaram resultado negativo, o teste foi repetido
(no antebrago direito) de 10 a 15 dias apds a primeira aplicagéo para a observagao
do fendmeno booster. O retorno aos assentamentos foi feito da mesma forma que a
primeira vez, ou seja, a equipe foi em cada assentamento 4 dias consecutivos
novamente. O ponto de corte da positividade do booster neste teste intradérmico foi
obtido pela média das diferencas entre as medidas do didmetro de induragcdo do

primeiro e do segundo teste cutdneo acrescido de dois desvios-padrao.
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4.4.3 Teste cutaneo com candidina

O teste cutadneo negativo a gp43, em geral significa que o individuo nao foi
previamente exposto ao fungo. Porém, pode ser falso-negativo nos individuos
anérgicos, que sao incapazes de responder com uma RHT a qualquer antigeno.
Estes individuos podem ser identificados com o teste da candidina negativo. A
inoculagdo do antigeno extraido da Candida sp resulta em teste positivo em 100%
dos individuos nao anérgicos.

Com a finalidade de evidenciar possiveis casos de anergia naqueles
individuos que foram negativos no primeiro teste cutdaneo, no momento da
retestagem para a identificagdo do fenbmeno booster, foi aplicado
concomitantemente 0,1mL da candidina (100ug/mL [Anthigenus]) via intradérmica no
antebraco esquerdo. A leitura foi realizada apos 48 horas da aplicagao medindo-se o
maior didmetro da induragado. Os resultados foram considerados positivos quando a
induracao apresentava diametro = 5mm.

Os nove sujeitos que puderam ser identificados como anérgicos foram
excluidos do total de sujeitos para o calculo de prevaléncia.

Na figura 2 pode-se observar o esquema de aplicagao e leitura dos testes

cutaneos (TC).

4.5 Diagnéstico e acompanhamento

Os individuos que tiveram resultado do teste cutaneo positivo foram
encaminhados ao Hospital Dia Professora Esterina Corsini do Hospital Universitario
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul para serem atendidos por médico
infectologista e para a realizacdo de exames complementares quando necessario,

com vistas a excluir doenga em atividade.
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Figura 2. Esquema utilizado para a aplicagéo e leitura dos testes cutaneos (TC) na populagéo de

assentamentos rurais do municipio de Jaraguari, Mato Grosso do Sul.

4.6 Analise estatistica

Os resultados foram analisados utilizando-se testes de Qui-quadrado e Qui-

quadrado de tendéncia, para a comparacgao de proporgdes, ao nivel de significancia

de 5%. Foram calculadas as Razdes de Prevaléncia com os respectivos intervalos
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de confianca de 95%. Para estimar as razdes de prevaléncia ajustadas, foi utilizada
a Regressao de Cox (com tempo igual a uma unidade). Os programas estatisticos
utilizados foram Epi Info, versdo 3.5.1 (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2007) e Bio Estat versdo 5.0 (AYRES; AYRES; SANTOS, 2007).

4.7 Comité de Etica

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas da UFMS sob
protocolo numero 1303 de 29 de Outubro de 2009 (ANEXO A).
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5. RESULTADOS

Dos 727 individuos que fizeram o teste intradérmico com a gp43, 23 nao
retornaram para fazer a leitura do resultado e 9 foram negativos no teste cutdneo com
a candidina e por este motivo foram excluidos das analises de prevaléncia e fatores de
risco analisados. Dos 695 individuos, 387 (55,7%) eram homens e 308 (44,3%)
mulheres e a idade variou de 2 a 90 anos. A grande maioria, 82,6% (574) referia
atividade regular em agricultura. Nenhum dos participantes apresentou sinais clinicos
da doenga no momento da testagem.

A prevaléncia da infeccao pelo P. brasiliensis nos assentamentos do municipio
estudado foi de 45,8% (IC95% 42,1% — 49,5%). Analisando os oito assentamentos de
forma individual observamos variagcdo na taxa de prevaléncia de 23,4% no
assentamento Jaraguari Velho a 70,3% no Vale Verde. Na tabela 2 pode-se observar a

variacao encontrada nas taxas de prevaléncias dos diferentes assentamentos.

Tabela 2 — Prevaléncia da infeccao paracoccidioidica em diferentes assentamentos
rurais de Jaraguari/MS — 2010 (n=695)

Assentamento Prevaléncia %
Vale Verde 70,3 (64/91)
Bonfim 63,5 (47/74)
Estrela 61,3 (76/124)
Primavera 56,4 (22/39)
Furnas do Dionisio 37,6 (44/117)
Sete 32,6 (14/43)
Boa Vista 29,2 (14/48)
Jaraguari Velho 23,4 (37/159)

Dos homens que participaram do estudo, 48,8% (IC95% 43,9% — 53,8%)
foram positivos a gp43 e entre as mulheres 41,9% (IC95% 36,4% — 47,4%) reagiram
positivamente no teste. Nao houve diferenga significativa entre os sexos (p=0,068). A

idade média dos individuos infectados foi 45,8 + 18,17 anos com mediana de 48
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anos, 58,4% (212/363) dos individuos acima dos 40 anos de idade pesquisados
estdo infectados pelo fungo. Em relagdo aos nao infectados a idade média foi 33,9
20,59 anos com mediana de 33 anos de idade. Entre as criancas de 2 a 10 anos a
prevaléncia da infecgcédo foi de 11,1%, ja dentre aqueles com 11 a 20 anos foi de
31,6%, a prevaléncia continuou aumentando significativamente com a idade
(p<0,001) chegando a 62,1% entre os individuos acima dos 60 anos de idade
(Tabela 3).

Habitos individuais, como trabalho em lavoura ou horta, etilismo, uso de tabaco
e caca ao tatu foram analisados. Observou-se associagao estatisticamente significativa
entre infeccdo com trabalho em lavoura e infecgdo e tabagismo (p<0,001), contudo
quando utilizamos a andlise multivariada o tabagismo e o trabalho em lavoura deixam
de ser significativo (p<0,761 e p<0,077 respectivamente).

Por meio da analise das razdes de prevaléncia ajustadas, a infecgéo pelo P.
brasiliensis foi 1,7 vezes mais prevalente na faixa etaria acima de 40 anos, em
relagcdo a faixa etaria até 40 anos. Nao houve associacdo de frequéncia para as

demais variaveis estudadas (Tabela 4).

Tabela 3 — Numero e porcentagem de moradores de assentamentos rurais segundo
as variaveis de estudo e a intradermorreagao a gp43 (infecgao pelo P.
brasiliensis), Jaraguari/MS — 2010 (n=695)

Gp43 Gp43
Variavel positivo negativo Total p RP IC 95%
N % N % N %
(318) (377) (695)

Sexo

Masculino 189 488 198 51,2 387 557 0,068 1

Feminino 129 41,9 179 58,1 308 443 1,17 0,99 - 1,38
Lavoura

Sim 284 495 290 505 574 826  V<0,001 1

N&o 34 281 87 71,9 121 174 1,76 1,31 -2,37
Caca a tatus

Sim 121 50,8 117 49,2 238 342 0,052 1

Nao 197 431 260 56,9 457 65,8 1,18 1,00 -1,39
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Tabela 3 — (Cont.)...

Gp43 Gp43
Variavel positivo negativo Total p RP IC 95%
N % N % N %
(318) (377) (695)
Tabagismo
Sim 132 545 110 455 242 348  V<0,001 1
N&o 186 41,1 267 58,9 453 652 1,33 1,13 -1,56
Etilismo
Sim 111 50,7 108 49,3 219 315 0,077 1
N&o 207 435 269 56,5 476 68,5 1,17 0,99 — 1,38
Faixa etaria
Acima de 60 72 62,1 44 379 116 16,7 1
51 a 60 67 554 54 446 121 17,4 1,12 0,90 — 1,39
41a50 73 57,9 53 421 126 18,1 1,07 0,87 — 1,32
31a40 32 405 47 59,5 79 11,4  ©<0001 1,53 1,13 - 2,07
21a30 36 41,9 50 58,1 86 12,4 1,48 1,11 -1,98
11a20 30 31,6 65 68,4 95 13,7 1,97 1,42 -2,73
0a10 8 11,1 64 88,9 72 10,4 559 2,86 —10,90

Nota: se p< 0,05 — diferenga estatisticamente significativa.
M Teste Qui-quadrado.
@ Teste Qui-quadrado de tendéncia.

Tabela 4 — Analise multivariada da prevaléncia de infeccdo pelo P. brasiliensis de
moradores de assentamentos rurais segundo as variaveis de estudo,
Jaraguari/MS — 2010 (n=695)

Variaveis p RP ajustada IC 95%
Idade > 40 anos < 0,001 1,71 1,33 - 2,21
Lavoura 0,077 1,41 0,96 - 2,06
Tabagismo 0,761 1,04 0,81-1,33
Cacar tatus 0,599 0,93 0,72 -1,21
Sexo masculino 0,300 1,14 0,89 - 1,46
Etilismo 0,936 1,01 0,79 - 1,30

Nota: se p< 0,05 — diferenga estatisticamente significativa. Regresséao de Cox.

Em relacéo ao fendbmeno booster, 386 (54,8%) individuos foram negativos no

primeiro teste cutaneo e destes, 284 repetiram o teste entre o 10° e 15° dia apds o
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primeiro exame. Entretanto, nove individuos foram excluidos das analises, uma vez
que foram negativos no teste intradérmico com a candidina, permanecendo para as
analises 275 individuos.

Considerando 1,32 mm a média das diferengas entre o primeiro e 0 segundo
teste cutdneo e dois desvios-padrao de 3,20mm, sugere-se como efeito booster
positivo uma diferenga de 6mm entre as leituras. Sendo assim, 8,4% dos individuos
retestados foram positivos no teste cutdneo que somados aos 45,8% de positivos no
primeiro teste podemos considerar a prevaléncia da infecgao paracoccidididica na
regido estudada de 54,2%.

Dos 23 individuos que apresentaram o fenébmeno booster positivo, 13 (56,5%)
eram homens e 10 (43,5%) mulheres. A idade média destes individuos foi 47,7 +
18,6 anos de idade. As caracteristicas dos individuos participantes do estudo estéo

apresentados na tabela 5.

Tabela 5 — Individuos negativos retestados com gp43 de acordo com sexo e idade e

presencga/auséncia do fendmeno booster, Jaraguari/MS — 2010 (n= 275)

Presenga do booster  Auséncia do booster P
Género (masculino/feminino) 13/10 132/120 0,7'
Idade (média + DP?) 47,7+ 18,6 31,6 £ 20,8 <0,001°

1.2

’DP: desvio padrao.
*T-student.

Contudo, se considerar uma diferenca de 5mm entre os dois testes devido ao
fato de que esta é a medida para se considerar o primeiro teste cutdneo a gp43
positivo deveriamos acrescentar mais 6 individuos positivos. Cinco deles
apresentaram Omm no primeiro teste e 5 mm no segundo e um deles teve 2mm de
induragdo no primeiro teste e 7 mm no segundo. Considerar a positividade ao
fendbmeno booster como uma diferenca de 5mm entre os dois testes elevaria a
prevaléncia do referido fenbmeno para 10,5% e a prevaléncia total da infecgao

paracoccidioidica na regiao estudada para 55,8%.
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6. DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo utilizando a gp43 em testes intradérmicos para a
deteccgao da infecgao paracoccidididica entre moradores de assentamentos rurais da
regidao Centro-Oeste. Além disso poucos sdo os trabalhos que utilizaram a gp43 em
inquéritos epidemiolégicos no Brasil, podendo ser citados os estudos de Somensi et
al. (1997) em Londrina, Kalmar et al. (2004) no Sul da Bacia Amazénica e Fornajeiro
et al. (2005) na regido noroeste do estado do Parana.

A prevaléncia da infecgdo paracoccidididica é baseada em inquéritos
realizados com testes cutaneos intradérmicos (FAVA NETTO; GUERRA; COSTA,
1976) em diferentes regides da América Latina. Na Coldbmbia a infecgdo pelo P.
brasiliensis tem variado entre as diversas comunidades. Cadavid e Restrepo (1993)
observaram uma variagao de 29 a 77% na prevaléncia da infecgdo em diferentes
comunidades rurais, enquanto que na Venezuela a prevaléncia da infecgdo nos
ultimos anos variou de 10,2% (CERMENO et al., 2009) a 19,7% (CERMENO et al.,
2005). Na Argentina os casos de PCM nao sdo muito frequentes, ocorrendo na sua
maioria na regiao nordeste do pais, com a prevaléncia da infecgdo paracoccidididica
variando de 1,6% (MANGIATERRA et al.,, 1996) a 10,25% (VAN GELDEREN DE
KOMAID; DURAN; KESTELMAN, 1999).

Mesmo em uma area restrita a prevaléncia varia, como observado neste
estudo entre os diferentes assentamentos do mesmo municipio. A variacao
observada de 23,4% a 70,3% pode ser devido a diferentes fatores, tais como, ao tipo
de producgéo, presenga do fungo no solo; composicdo quimica do solo; e também
como observado por ONO et al. (2002) o uso de produtos quimicos para eliminagao
de pragas inibem o crescimento do fungo. Neste estudo, nas areas com as menores
taxas de prevaléncia o cultivo principalmente observado era de hortaligas.

No Brasil, pais com maior nimero de casos de paracoccidioidomicose na
América Latina (RESTREPO, 1985; RESTREPO, 1994; MENDES, SHIKANAI-
YASUDA, 2003), a prevaléncia da infecgao varia conforme a regido. Diferentes
estudos epidemiolégicos realizados desde 1966 demonstram uma variagao de 2%
em criangas na regido urbana do Rio de Janeiro até 82% dentre soldados no Sul do
Brasil (FAVA; FAVA NETTO, 1998).
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Neste estudo a prevaléncia observada foi 45,8%, resultado semelhante aos
49,5% encontrados em area agricola de café em Minas Gerais (SILVA-VERGARA,;
MARTINEZ, 1998). Corroborando com estes achados foi observada prevaléncia de
43% na regido Noroeste do estado do Parana (FORNAJEIRO et al., 2005), 50% em
Londrina (SOMENSI et al., 1997) e 51% em Curitiba (REBELATTO, 1996).

Por outro lado, foi observado prevaléncia de 13% da infecgéo
paracoccidioidica no interior do estado de Sao Paulo (CARANDINA; MAGALDI,
1974). Na regidao Norte e Nordeste do Brasil a prevaléncia da infecgdo pelo P.
brasiliensis € menor. Inquérito epidemioldgico realizado no Estado do Ceara
encontrou 32,1% de positividade ao teste cutaneo (DIOGENES et al., 1990),
enquanto que na regido sul da bacia Amazonica a prevaléncia entre criangas variou
entre 4% e 17%, dependendo do antigeno utilizado (KALMAR et al., 2004).

Essas variacbes podem ser devido aos diferentes antigenos e diluicdes
usados nos estudos. O antigeno, anteriormente, mais utilizado era a
paracoccidioidina polissacaridica obtida de diferentes cepas do P. brasiliensis
(FAVA; FAVA NETTO, 1998), porém este antigeno pode induzir uma reagao cruzada
com antigenos de outros fungos como o H. capsulatum, C. immitis e o S. schenkii
(SARAIVA et al., 1996).

Cermefio et al. (2009) observaram 4,4% de copositividade em um estudo
epidemioldgico utilizando a histoplasmina e paracoccidioidina na Venezuela. No
Brasil, estado do Ceara, um inquérito para determinar a prevaléncia da infec¢ao pelo
P. brasiliensis e pelo H. capsulatum encontrou 90,9% de copositividade em ambos
os testes (DIOGENES et al., 1990). Em Minas Gerais foi observado 33% de
copositividade e um risco de ter o teste com a paracoccidioidina positivo 6 vezes
maior para quem tem o teste histoplasmina positivo (SILVA-VERGARA; MARTINEZ,
1998).

Por ser especifico do P. brasiliensis a gp43 passou a ser utilizada. Em um
estudo comparando a gp43 com a parococcidioidina foi observado que a proporgao
de individuos reatores a paracoccidioidina é significantemente maior entre aqueles
reatores a histoplasmina (KALMAR et al., 2004). Com isso os autores sugerem
vantagem no uso da gp43 em teste cutdneos em relagdo a paracoccidioidina bruta.
Outros autores sugerem ainda a possibilidade de que a copositividade na
histoplasmina e paracoccidioidina se deva a superposi¢gdao dos dois fungos em
algumas areas (SILVA-VERGARA; MARTINEZ, 1998).
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No presente estudo foi utilizado o antigeno purificado gp43 e a prevaléncia da
infeccado paracoccidididica encontrada foi de 45,8%, resultados semelhantes a outros
estudos que utilizaram a gp43 como antigeno do teste cutaneo no Estado do Parana,
onde foi encontrado uma prevaléncia de 43% a 50% (FORNAJEIRO et al., 2005;
SOMENSI, 1997) e superior aos 4% observados em criangas e adolescentes da
regido sul da bacia Amazénica (KALMAR et al., 2004) e aos 12,2% entre individuos
HIV* no Estado do Mato Grosso do Sul (SARTI et al., 2011).

Dos homens participantes deste estudo, 48,8% foram positivos a gp43 e entre
as mulheres 41,9% reagiram positivamente no teste indicando que a infecgéo
paracoccidididica ocorre igualmente entre homens e mulheres, assim como observado
em uma comunidade rural do municipio de Botucatu onde 49% dos infectados eram
mulheres (CARANDINA; MAGALDI, 1974).

A igualdade entre os sexos, no que se refere a infecgéo, é diferente do que é
observado entre adultos com a paracoccidioidomicose, onde a proporgcao
homens:mulheres é de 10-15:1 (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006; PANIAGO et al.,
2003). Em estudo realizado na Argentina 95,8% dos pacientes com PCM eram do
sexo masculino (TICHELLIO; MANGIATERRA; GIUSIANO, 2008). E sugerido que
fatores hormonais sao fundamentais para a patogénese da doencga. O estrogeno inibe
a transformacao da fase de micélio para levedura do P. brasiliensis, e essa inibicao
gera uma resisténcia das mulheres ao adoecimento (RESTREPO et al., 1984).
Tichellio et al. (2008), observaram um unico caso de PCM em mulher na provincia de
Formosa na Argentina, sendo que a paciente apresentava transtornos hormonais.
Entre criangas de 2 a 15 anos de idade com PCM a razao de prevaléncia entre o sexo
masculino:feminino é de 1,3:1 (PEREIRA et al., 2004), mostrando a importancia dos
fatores hormonais na prote¢cao ao adoecimento.

A infeccdo paracoccidididica € prioritariamente adquirida nas duas primeiras
décadas de vida, com um pico de incidéncia entre 10 e 20 anos de idade
(SHIKANAI-YASUDA et al.,, 2006; MARTINEZ et al., 2002). Neste trabalho foi
observado 31,6% de positividade na faixa etaria citada. Adultos jovens e criangas
sdo considerados importantes marcadores epidemioldgicos pois apresentam menos
chance de entrar em contato com o fungo (MANGIATERRA et al., 1996) e um perfil
migratorio restrito (BLOTTA et al., 1999) indicando a presenga do fungo e a infecgao
no local da habitagdo. Este fato sugere que a infecgdo ocorre nao so relacionada as

atividades na lavoura. A observacgao de individuos abaixo dos 20 anos de idade com
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teste intradérmico positivo pode indicar a presenga do fungo no solo da éarea
estudada (CERMENO et al., 2009).

Varios autores tém chamado a ateng¢ao sobre a importancia de se valorizar
epidemiologicamente as criangas que apresentam a fase aguda ou subaguda da
doenca, especialmente porque estas criangas na América Latina sdo envolvidas nas
diversas atividades agropecuarias desde os primeiros anos de vida (WANKE 1976;
RESTREPO, 1994). Este fato foi observado como sendo parte da realidade das
criangas que participaram deste estudo. Grande parte das criangas estudadas
relataram que mesmo sem realizar atividades na lavoura acompanhavam seus pais
quando nao estavam na escola. As criancas com idade inferior a idade escolar
também acompanhavam os seus pais na lavoura. Isto poderia explicar a prevaléncia
de 11,1% observada neste estudo entre as criangas de 2 a 10 anos de idade, o que
sugere a exposi¢ao precoce das criangas a infecgdo pelo P. brasiliensis nas areas
rurais (WANKE, 1976; RESTREPO, 1994).

Levantamento epidemiolégico realizado na regiao Sudeste do Brasil, com
criancas de 5 a 9 anos de idade encontrou 16,5% de reatividade a paracoccidioidina
(SILVA-VERGARA; MARTINEZ, 1998). Enquanto que em estudo utilizando a
paracoccidioidina € a gp43 em criangas de 7 a 18 anos da regidao Sul da bacia
Amazoénica no estado do Mato Grosso encontrou taxa de prevaléncia de 17% e 4%
respectivamente (KALMAR et al., 2004). Diogenes et al. (1990), utilizando a
paracoccidioidina, observaram prevaléncia da infeccdo de 15 e 25% entre as
criancas de 5 a 10 e 11 a 20 anos de idade respectivamente no Ceara. Em relacéo
a doenga, 12,7% dos casos de PCM diagnosticados em Belém do Para eram em
criangas entre 3 a 13 anos de idade (FONSECA; PARDAL; SEVERO, 1999).

A infeccao pelo P. brasiliensis desde os primeiros anos de vida também é
realidade para outros Paises da América do Sul. Estudos epidemiolégicos realizados
dentro do Estado Bolivar mas em cidades diferentes da Venezuela mostram
resultados bem variados. Em 2005, Cermefio et al., observaram prevaléncia de
14,8% entre criangas abaixo dos 10 anos de idade na cidade de Upata,
posteriormente estudando a mesma faixa etaria na cidade de San Félix a
prevaléncia foi de 5,4% (CERMENO et al., 2009). Na Argentina 1,6% das criangas
de 2 a 15 anos de idade residentes em area urbana da provincia de Chaco, regiao
nordeste do pais apresentaram positividade para paracoccidioidina (MANGIATERRA
et al., 1996).
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Qualquer individuo exposto ao P. brasiliensis é suscetivel a infec¢ao, contudo,
a taxa de infeccdo aumenta com o passar dos anos. (FAVA; FAVA NETTO, 1998;
CEMENO et al., 2009; SILVA-VERGARA, MARTINEZ, 1998). Na faixa etaria de 2 a
10 anos a prevaléncia observada foi de 11,1% chegando a 62,1% entre os
individuos acima dos 60 anos de idade, mostrando um aumento da exposi¢cao ao P.
brasilensis com a idade.

Considerando os elevados indices de testes intradérmicos positivos em
algumas populagdes, a incidéncia relativamente baixa de casos clinicos da doenga
entre essas pessoas, sugere que o fungo seja de baixa patogenicidade (SANTOS et
al., 2003). Entretanto, alguns habitos podem influenciar tanto a aquisicao da infecgao
quanto o desenvolvimento da doenga. O grande fator de risco para infecgdo sao as
profissdes ou atividades relacionadas ao manejo do solo (SHIKANAI-YASUDA et al.,
2006; COUTINHO et al.,, 2002; CADAVID; RESTREPO, 1993; CARANDINA;
MAGALDI, 1974), neste estudo, dos 318 reatores, 284 (89,3%) referiram trabalhar
na lavoura ou horta. Estes resultados sdo semelhantes ao observado no Estado do
Parana, onde 80,4% dos individuos reatores a gp43 relataram residéncia rural
(FORNAJEIRO et al., 2005), e do estudo realizado em Minas Gerais, onde 61% dos
individuos com infecgao paracoccidididica desenvolviam atividade com lavoura de
café (SILVA-VERGARA; MARTINEZ, 1998)

Em relagdo a doenga, no Mato Grosso do Sul 45,5% dos pacientes atendidos
no periodo de 1980 a 1999 eram trabalhadores da area rural no momento do
diagndstico (PANIAGO et al., 2003). Na Argentina, 98% dos pacientes com a doenca
ativa relataram ter vivido pelo menos duas décadas na area rural (TICHELLIO;
MANGIATERRA; GIUSIANO, 2008).

Entre os fatores desencadeantes da doencga tém sido citados o tabagismo,
alcoolismo e a desnutricdo (MARTINEZ; MOYA, 1992; BLOTTA et al., 1999;
PANIAGO et al., 2003; SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). O paciente tabagista tem
um risco de 14 vezes de adoecimento (SANTOS et al.,, 2003). Martinez e Moya
(1992) estimaram em 2,3 o risco relativo de aquisigao da forma crénica da PCM para
aqueles com consumo etilico superior a 60mL/dia. Neste estudo, 132 (41,5%)
reatores relataram ser tabagistas e 111 (34,9%) relataram ingerir bebida alcodlica
mais de 2 vezes por semana. Essas informacdes sdo importantes considerando-se o
efeito potencializador sobre o risco de desenvolvimento da doenga, uma vez que

associa o fato da sensibilizagdo prévia com o agente a fatores predisponentes
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(SANTOS et al., 2003). Além de predispor ao adoecimento, Martinez e Moya (1992)
sugerem que o alcool possa prejudicar a cura dos doentes com a forma cronica da
doenca.

Fornajeiro et al. (2005), observaram que 54,9% dos individuos infectados pelo
P. brasiliensis eram tabagistas e 47,1% referiam que ingeriam bebidas alcodlicas
mais de duas vezes na semana. Entre os infectados na Venezuela, 21,4%
declararam ser tabagistas e 28,5% ex tabagistas (CERMENO et al., 2009). Na
Colémbia os tabagistas séo significantemente mais infectados pelo fungo do que os
nao fumantes (CADAVID; RESTREPO, 1993).

Na Argentina 83% dos pacientes eram tabagistas e 63% ingeriam bebidas
alcodlicas com frequéncia (TICHELLIO; MANGIATERRA; GIUSIANO, 2008). Em
estudo desenvolvido no Espirito Santo, 92,8% dos pacientes com PCM cronica
fumavam no momento em que adoeceram e 78,6% relataram consumo de bebidas
alcodlicas, além disso foi observado que os tabagistas por mais de 20 anos
mostraram maiores chances de desenvolver a doenga (SANTOS et al., 2003).

No Mato Grosso do Sul, 90,3% dos pacientes com PCM faziam uso de tabaco
e 68,3% ingeriam bebidas alcodlicas com frequéncia (PANIAGO et al., 2003). Em
Sao Paulo 50% dos pacientes com a forma crénica da doenga ingeriam bebidas
alcodlicas diariamente (MARTINEZ; MOYA, 1992). A quantidade de cigarros/dia
também influencia no desenvolvimento da doenga. Santos et al. (2003) observaram
que individuos que fumavam vinte ou mais cigarros/dia desenvolveram a PCM em
média oito anos antes dos demais.

O etilismo, além de ser fator de risco para adoecimento esta associado ao
obito. De acordo com Ribeiro et al. (2009) entre os pacientes HIV* com micose
sistémica que faziam uso de bebidas alcodlicas, 54,1% evoluiram para 6bito durante
o tratamento da micose. Entre aqueles pacientes que n&o referiram o uso de
bebidas alcodlicas apenas 12,5% foram a ébito.

Acredita-se que o alcoolismo atue como um co-fator de risco para
adoecimento associado ao tabagismo (SANTOS et al., 2003). Em relacédo a
desnutricado, Pereira et al. (2004) acreditam que ela seja secundaria a PCM uma vez
que, em suas observagodes a frequéncia de criangas com PCM e desnutricdo severa
foi baixa e houve a completa reconstituicao do status nutricional apds o tratamento.

A prevaléncia de 45,8% da infecgdo paracoccidididica observada neste

estudo pode nao refletir a realidade, pois quando repetimos o teste para verificar a
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existéncia do fenébmeno booster e assim estimar a taxa deste fendbmeno nos
resultados negativos encontramos um incremento de 8,4% na positividade, elevando
a prevaléncia da infecgdo paracoccidididica na regiao estudada para 54,2%.

Apesar de antigenos e agentes diferentes, varios autores relatam a
existéncia do fendbmeno booster no teste cutdneo com PPD para o diagndstico da
tuberculose latente. Oliveira et al., (2008) observaram uma taxa de 7,8% de
positividade na retestagem entre profissionais da area saude de um hospital
universitario. Entre profissionais de laboratério foi observado taxa de 10% do mesmo
fendmeno (OLIVEIRA, 2011). Corroborando com estes resultados, Teixeira et al.,
(2008) encontraram 8,4% de positividade no segundo teste entre os estudantes de
medicina no Rio de Janeiro e Salles et al. (2007) observaram 6% de positividade na
retestagem entre contactantes de pacientes com tuberculose pulmonar.

Estudos sobre o fenébmeno booster no teste cutédneo a tuberculina também
sao realizados em outros paises, e se observam as mesmas proporcoes de
positividade (BASS; SERIO, 1981; KRAUT et al.,, 2004). Lifson et al. (1997)
observaram 8% entre usuario de drogas injetaveis nos Estados Unidos. Contudo, em
individuos com supressao do sistema imunolégico, a taxa do fenébmeno booster
pode ser menor, tal qual 2,7% observada por Webster et al. (1995) entre individuos
HIV®. Por outro lado, pacientes que recebem hemodidlise apresentaram taxas mais
elevadas de positividade na retestagem do teste de tuberculina, 29,4% e 24,3%
(AKCAY et al., 2003; CENGIZ; SEKER, 2006).

O teste intradérmico, usando antigenos purificados de Leishmania chagasi
também é utilizado para o diagndstico da forma assintomatica de leishmaniose
visceral em areas endémicas (NASCIMENTO et al., 2005). Estudos com testes
cutaneos repetidos em populacdo de area endémica e ndo endémica para
leishmaniose visceral também demonstraram o fenémeno booster com aumento na
positividade entre o primeiro teste e os posteriores (BORGES et al., 2003; CALDAS
et al., 2010).

O aumento na induragdo entre o primeiro teste cutdneo para um segundo
pode ser atribuido a uma conversdao ou ao fendmeno booster (MENZIES, 1999;
MANDALAKAS et al., 2008). Contudo, booster ocorre quando a induragao do teste
cutaneo apods a retestagem existe na auséncia de uma nova infecgdo (THOMPSON
et al.,, 1979; MENZIES, 1999; AKCAY et al., 2003) . Neste trabalho, o segundo teste

foi realizado apdés 10 a 15 dias da aplicagao inicial, os participantes do estudo
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mantiveram seus enderecos, atividades profissionais e habitos pessoais, 0 que
sugere que nao houve infecgdo apds a primeira aplicagdo e que o fato observado é
decorrente da presenga fenbmeno booster. O pequeno periodo de tempo entre os
testes, também garante que qualquer fator do hospedeiro presente no primeiro teste
continuara presente durante o ultimo (THOMPSON et al., 1979).

A frequéncia do fendbmeno booster para a tuberculina aumenta com a idade e
€ prevalente entre a populagado vacinada com o BCG (DORKEN; GRZYBOWSKI;
ALLEN,1987; WANG, 2000) contudo nao existe vacina para paracoccidioidomicose,
0 que exclui uma possivel interferéncia no desenvolvimento do fendmeno. Neste
trabalho a média de idade dos individuos que apresentaram o fendbmeno booster
positivo foi de 47,7 anos, e 31,6 anos, a média de idade daqueles que nao
apresentaram este fenébmeno.

Na tuberculose, a realizacdo de dois testes cutaneos com tuberculina pode
ser uma ferramenta eficaz para minimizar o efeito booster permitindo assim um
acompanhamento preciso das taxas de conversao subsequentes (CENGIZ; SEKER,
2006). Da mesma forma, na infeccdo paracoccidididica, a realizagao de dois testes
cutaneos a gp43 também é util para diminuir as chances de diagnosticar individuos
falso-negativos.

A variagdo biolégica na resposta cutdnea a tuberculina, diferencas na
administracao e na leitura do teste, ira resultar em um desvio padrdo de menos de
3mm (FURCOLOW et al., 1967; ERDTMANN; DIXON; LLEWELLYN, 1974;
BEARMAN et al., 1964; CHAPARAS et al., 1985). Isto significa que quando testes
tuberculinicos repetitivos sdo administrados, chance de variagao pode resultar numa
diferenca menor do que 6mm (dois desvio-padrdo) em 95% dos sujeitos
(AMERICAN THORACIC SOCIETY, 1990). Isto sustenta a adogao de 6mm como
critério para distinguir aumento no tamanho da induragdo devido a variagdo do
fendmeno biolégico verdadeiro, o qual pode ser tanto conversdo quanto booster
(MENZIES, 1999).

Neste trabalho a média das diferengas entre as leituras do primeiro teste
cutaneo para o segundo foi de 1,32mm com desvio padrao de 3,20mm. Adotando o
critério utilizado para a tuberculina de dois desvio-padrédo pode-se sugerir que o
fendbmeno booster no teste cutdneo com a gp43 deve ser considerado positivo

quando a diferenga nas leituras for superior a 6,0mm.
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A deteccdo do fendbmeno booster levara a uma diminuicdo no numero de
resultados falsos-negativos no teste cutaneo a tuberculina (CDC, 1995), sendo
assim, €& possivel sugerir que essa realidade também se aplica a infecgao
paracoccidioidica.

Os resultados do presente estudo demonstram uma elevada prevaléncia da
infeccao paracoccidididica em assentamentos rurais no estado do Mato Grosso do Sul.
Evidencia a exposi¢ao precoce das criangas ao fungo na regiao estudada indicando a
importancia de se estabelecer mecanismos de diagndstico precoce e seguro da
doenca para que o tratamento seja instituido com maior rapidez e eficiéncia.

Além disso, é possivel observar a ocorréncia do fenbmeno booster no teste
cutdneo a gp43 revelando individuos que sao inicialmente identificados como
negativos. Este fato mostra que a infecgao paracoccidididica na regido estudada é
subestimada, revelando taxas maiores de prevaléncia desta infecgao.

Por este estudo, o primeiro que avaliou a ocorréncia do fendmeno booster no
teste intradérmico para detecgdo da infecgdo paracoccidididica, sugere-se que a
positividade seja considerada quando ocorrer um incremento de 6mm em relagdo ao

primeiro teste.
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7 CONCLUSOES

Quase metade dos moradores dos assentamentos rurais do municipio de
Jaraguari estao infectados pelo P. brasiliensis — 45,8%.

Existe diferenca nas taxas de prevaléncia entre os assentamentos, com variacao
de 23,4% a 70,3%.

O risco de infecgao paracoccidididica aumenta com a idade.

Nenhum outro fator estudado esteve associado ao risco de infecgao.

Este estudo identificou pela primeira vez a ocorréncia do fenbmeno booster na
intradermorreagdo com gp43, em uma taxa estimada de 8,4%, o que amplifica a
estimativa de prevaléncia da infec¢ao para 54,2%.

Considerando a média das diferengas entre o primeiro e o segundo teste cutédneo
e dois desvios-padrao de 3,20mm, sugere-se como efeito booster positivo uma
diferenca de 6mm entre as leituras.

A gp43, antigeno especifico do P. brasiliensis, deveria ser considerada como
antigeno padréao a ser utilizado nos testes cutaneos para diagnostico de infecgao

paracoccidioidica.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa: Prevaléncia de infeccao pelo
Paracoccidioides brasiliensis em populagcao de assentamentos rurais em Mato
Grosso do Sul e andlise do polimorfismo genético para interferon gama em
doentes e infectados.

Vocé precisa decidir se quer participar ou ndo. Por favor, ndo se apresse em tomar a
decisao. Ouga com atencéo o que sera lido e pergunte ao responsavel pelo estudo qualquer

duvida que vocé tiver.

Este estudo esta sendo conduzido pelas pesquisadoras Ana Paula da Costa Marques e

Anamaria M. M. Paniago da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

A Paracoccidioidomicose, também conhecida por Pbmicose € doenga causada pelo fungo
Paracoccidioides brasiliensis. E mais comum em lavradores, pois ao trabalhar a terra respira
o fungo que chega aos pulmdes e de 134, pelo sangue, pode alcangar qualquer parte do
corpo, principalmente os boca, garganta, pele e ganglios. Os 6rgaos mais afetados sédo os
pulmdes, e isso pode levar a morte ou incapacidade permanente para o trabalho forgado.
Nem todos que respiram este fungo vao adoecer. A maioria das pessoas nem percebe que
se infectou, pois 0 seu organismo consegue impedir a progressao para a doenga. Por que
motivo alguns adoecem? Ja sabemos que o fato de ser homem, fumante e alcodlatra sao
fatores que favorecem o adoecimento. Nado sabemos quantas pessoas infectadas existem
em Mato Grosso do Sul, acreditamos que cerca de 40% dos lavradores de nosso estado se
infectam durante a vida. Também nao se sabe se diferenga no gene do interferon gama

(uma substancia que ajuda no combate a doenga) pode facilitar ou impedir 0 adoecimento.

A finalidade deste estudo é estimar quantas pessoas se infectaram pelo fungo nos
assentamentos rurais de Jaraguari. Um outro propdésito é descobrir se o gene do
interferon gama do individuo que ficou doente é diferente do gene daqueles que

respiraram o fungo mas nao adoeceram.

Poderao participar deste estudo as pessoas moradoras dos assentamentos rurais de
Jaraguari, com idade maior de 2 anos. Esperamos cerca de 700 participantes. Os menores

de idade so6 poderéo participar com este termo assinado pelos pais ou responsaveis.

Outro grupo de participantes sera de pessoas que ja tiveram a doenga Pbmicose
confirmada, que freqiientam o ambulatério de micoses sistémicas do Hospital Universitario
da UFMS.
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O que sera feito?

- preenchimento de formulario: o pesquisador Ilhe fara algumas perguntas referentes a
idade, cidades onde morou e seus habitos e condigdes de vida, as respostas serdo
assinaladas em papel impresso. O nome nao sera registrado. Caso fique constrangido com

as perguntas pode deixar de responder a qualquer momento.

- teste de pele: sera aplicado uma (injegao) na pele de pedagos do fungo causador da
Pbmicose (0,1ml da proteina gp43) e sera solicitado que retorne apds 48hs para que os
pesquisadores observem e megam se houve uma reag¢ao indurecida no local da aplicagao.
Se a reagéo for positiva (induragdo maior do que 5mm) vocé sera avaliado por um médico,
caso ele ache necessario, vocé sera encaminhado ao ambulatério de micoses sistémicas do
Hospital Universitario da UFMS. O mais provavel € que pessoas com o teste positivo ndo
apresentem a doencga, pois isto significa que ja respirou o fungo, mas nao adoeceu. Se a
reacado for negativa sera repetida apds 2 semanas (para saber se alguns precisam de 2
testes para se tornarem positivos) e também sera aplicado no outro antebrago um teste
controle com pedagos do fungo Candida (um fungo muito comum que praticamente todas as
pessoas ja tiveram contato com ele), para saber se a pessoa é realmente negativo ou se ele
nao consegue apresentar esse tipo de reagdo na pele. Este exame pode causar, em
algumas pessoas, coceira ou ardéncia no local da aplicagdo, mas com o passar de algumas
horas esse incOmodo desaparece. A leitura destes testes também é realizada apés 48 horas

através da medida do nédulo formado (ou n&o) na pele.

- exame de sangue: serao retirados 5ml de sangue (aproximadamente duas colheres de
sopa cheias) para o estudo sobre o polimorfismo do gene de interferon gama. Em nenhum
momento sera feito estudo de outros genes que possam identificar e/ou constranger o
participante deste estudo. Este exame pode causar dor e uma mancha roxa no local da

picada da agulha.

- banco de amostra bioldgica: Sera montado um banco de amostras biolégicas para
armazenar o DNA (conteudo genético que fornece as caracteristicas de cada pessoa) das
minhas células. As amostras contidas neste banco poderdao ser utilizadas em pesquisas
posteriores pelo grupo de pesquisadores responsaveis por esta pesquisa atual. Vocé sera

comunicado se isto ocorrer.

O tempo de participagédo sera de cerca de 30 minutos. A leitura do teste de pele levara 5
minutos. O beneficio de participar do estudo é que vocé sabera se algum dia foi infectado

pelo fungo Paracoccidioides brasiliensis e sera orientado de como evitar a doencga.
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A sua participagdo € voluntaria, vocé pode nao aceitar participar ou desistir a qualquer
momento. Os resultados serdo confidenciais e aplicados somente a pesquisa, podendo ser
publicados em revistas e congressos cientificos. Todos os participantes deste estudo serdo
mantidos no anonimato e vocé sera informado dos resultados dos exames. Se vocé
concordar sera feita fotografias das lesbes para documentagao cientifica, preservando seu

anonimato.

Se tiver qualquer duvida sobre sua participagao neste estudo, favor telefone para 3345-7393
ou 3345-3135 (Prof. Ana Paula da Costa Marques e Anamaria M. M. Paniago) Para
perguntas sobre seus direitos como participante no estudo chame o Comité de Etica em

Pesquisa com Seres Humanos da UFMS, no telefone 3345-7187.

Declaro que li e entendi este formulario de consentimento e todas as minhas duvidas foram

esclarecidas e que sou voluntario a participar do estudo.
Grupo: “assentados” () “pacientes” ()

Assinatura do Voluntario ou do responsavel:

data

Testemunha, caso de analfabeto

Assinatura do pesquisador data

( ) Autorizo a utilizagdo de minha imagem para propdsitos cientificos
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APENDICE B - Questionario

Formulario de coleta de dados

Prevaléncia de infeccdo pelo Paracoccidioides brasiliensis em populacdo de
assentamentos rurais em Mato Grosso do Sul e analise do polimorfismo genético
para interferon gama em doentes e infectados.

Data: / /

Registro: Iniciais:

Sexo: F( ) M( )

Idade:

Profissdo atual:

Naturalidade: UF:

Procedéncia: UF:

Historia

migratéria:

Raca: branca( ) Negro ( ) Pardo ( ) Amarelo ( )
Fuma: Sim ( ) Nao ( ) Ex ( )

Ingere bebia alcodlica: Sim ( ) Nao ( ) Ex ( )

Caso ingira, qual a frequéncia (dias na semana):

Trabalha ou trabalhou na lavoura Sim ( ) Nao ( )
Cacga ou ja cagou tatu: Sim ( )  Nao ( )

RHT gp43: mm

RHT Candidina mm

2. teste — RHT gp43 mm

Grupo “Assentamentos” () qual assentamento




ANEXO A - Aprovacgido do Comité de Etica

Universidacje Federal de Mato Grosso do Sul
Comité de Etica em Pesquisa /CEP/UFMS

Carta de Aprovacdo

A minha assinatura neste documento, atesta que o protocolo n° 1303 da
Pesquisadora Ana Paula da Costa Marques “Perfil imunoldgico de pacientes com
paracoccidioidomicose : antes, durante e apds o tratamento, e o seu Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, foram revisados por este comité e aprovados em
reunido ordindria no dia 19 de marco de 2009, e seu titulo emendado para “ Prevaléncia
da infeccdo pelo Paracoccidioides brasiliensis em populacio de assentados rurais em
Mato Grosso eifo Sul e andlise do polimorfismo genético para interferon gama em doentes

e infectados” %m 29 de outubro de 2009, encontrando-se de acordo com as resolucdes

normativas do| i);istério da Saide.
\
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\ :\.“ . «\)

Prof. Paulo Roberto Haidamus de Oliveira Bastos

Coordenador em L}(erc;fcio do Comité de tica em Pesquisa da VFMS
I

Campo Grande, 29 de outubro de 2009.

Comité de Etica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
http://www.propp.ufms.br/bicetica/cep/

bioetica@propp.ufms.br

fone 0XX67 345-7187
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