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Resumo: Recentemente, a paracoccidiomicose (PCM) foi listada entre as doencgas
infecciosas negligenciadas na Ameérica Latina. Sabe-se que sua patogénese ainda ndo
estad totalmente esclarecida, mas se acredita que a interagcdo entre o fungo e a resposta
imunoldgica do hospedeiro influenciam diretamente no curso da infecgdo. Paralelo a isso,
os testes soroldgicos tém um papel crucial no diagnostico e acompanhamento da doenca
e é imprescindivel que esses testes sejam cada vez mais sensiveis, acessiveis e
reprodutiveis, e que possam estar disponiveis na rede de Salde, para que se consiga
diminuir os indicadores dessa doenga no Brasil.

Palavras chaves: micose, paracoccidioidomicose, testes soroldgicos.

Abstract: Recently, paracoccidiomicose (PCM) was listed among the neglected infectious
diseases in Latin America. It is known that his pathogenesis is not yet fully understood,
but it is believed that the interaction between the fungus and the host immune response

influence directly the course of infection. Parallel to this, serological tests play a crucial
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role in the diagnosis and monitoring of disease and is indispensable that these tests are
more sensitive, reproducible and accessible, and that may be available on the network of
Health, for one to reduce the indicators desssa disease in Brazil

Keywords: mycosis paracoccidioidomycosis, sorological tests.

Resumen: Recientemente, la paracoccidiomicose (PCM) fue incluida entre Ilas
enfermedades infecciosas desatendidas en América Latina. Se sabe que su patogénesis
aun no es entendida completamente, pero se cree que la interaccién entre el hongo vy la
respuesta inmune del huésped influyen directamente en el curso de la infeccion.
Adicionalmente, las pruebas seroldgicas desempenan un papel crucial en el diagndstico y
seguimiento de la enfermedad, por tanto, es esencial que estas pruebas sean mas

sensibles, reproducibles y accesibles, y que puedan estar disponibles en la red de Salud,

para reducir los indicadores de esta enfermedad en Brasil.

Palabras clave: micosis, paracoccidioidomicosis, pruebas seroldgicas.

Introducéo

A paracoccidioidomicose (PCM),
também conhecida como doenca de Lutz,
blastomicose sul-americana, blastomicose
brasileira, moléstia de Lutz-Splendore-Almeida
e micose de Lutz, foi descrita pela primeira vez
em 1908, por Adolfo Lutz(1).

A PCM é uma micose sistémica
causada pelo fungo dimérfico Paracoccidioides
brasiliensis (Pb) que, na temperatura ambiente
(25°C), cresce na forma de filamentos
septados que dao origem ao micélio, forma
encontrada no solo como saprofitica
permanente(1-2). Esse dimorfismo tem grande
importancia no diagnoéstico laboratorial através
da cultura, em que se pode observar
crescimento nas temperaturas de 25°C e de
37°C(1-3-4). Essa habilidade pode ser
considerada um fator de viruléncia, uma vez
gue o fungo consegue sobreviver a situacdes
indspitas no ambiente, como mudancas
subitas de temperaturas e se mantendo habil a

invadir o hospedeiro(2). Uma vez inalados, em

contato com o tecido do hospedeiro a
temperatura de 35°C, os conidios ddo origem
a forma leveduriforme do fungo, considerada
sua forma infectante.

A PCM é uma micose considerada
endémica, caracteristica da América Latina e
tem sido considerada um problema de salde
publica de muitos paises da regido, uma vez
qgue é a micose sisttmica de maior
prevaléncia(1-3). O Brasil & considerado o de
maior endemicidade (cerca de 80% dos
casos)(5-6). Uma vez que a doenga néo € de
notificacdo compulséria, ndo se tem dados
precisos sobre a real incidéncia da micose no
pais, porém, dados baseados em inquéritos
epidemiolégicos e série de casos indicam que
os estados de maior incidéncia sdo Rio de
Janeiro, Minas Gerais e principalmente, S&o
Paulo, embora a doenca seja distribuida por
guase todo o territorio brasileiro(3-7).

A infeccdo €, principalmente, adquirida
nas duas primeiras décadas de vida, com

evolucdo da doenga mais comumente
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encontrada em adultos com faixa etaria de 30
a 50 anos, frequentemente associada a
reativacdo do foco enddégeno, adquirido nos
primeiros anos de vida e, na maioria das
vezes, assintomatico(1-3). Os homens séo
mais acometidos pelo P. brasiliensis que as
mulheres(1-3-7). Dados sugerem que a
proporcdo de adultos infectados é de 78
homens para 1 mulher, embora outros dados
indiqguem 10-15:1(8-9). Segundo o consenso
de paracoccidioidomicose de 2006, a PCM é
classificada em forma aguda/subaguda (tipo

juvenil) ou forma crénica (tipo adulto)(3-5-9).

Aspectos Imunolégicos e Patoldgicos

A patofisiologia da PCM esta longe de
ser completamente esclarecida(8). Assim
como em outras infecgdes fungicas, a
paracoccidioidomicose depende da interacdo
entre o fungo e a resposta imunolégica do
hospedeiro para evoluir para cura espontanea
ou disseminar pelo o organismo, causando
lesbes granulomatosas cronicas(1-10-11).
Essa interacdo tem sido alvo de pesquisas que
tentam esclarecer o que torna um individuo
suscetivel ao P. brasiliensis, ou mesmo o que
leva a reativacéo de um foco endégeno, tantos
anos apos a infeccao(12).

Sabe-se que o controle da infeccdo se
da pela resposta imune adaptativa do tipo Thl,
com envolvimento células T CD,’/CDg" e
principalmente de macréfagos, com producao
de citocinas, que tem sido estudada, a fim de
auxiliar no entendimento da patogénese da
doenca(12). E aceito que os macréfagos
desempenhem um papel central na resisténcia
da PCM, participando do mecanismo inicial da

infeccdo. Estudos microscOpicos mostraram

que o P. brasiliensis é capaz de se reproduzir
dentro de macréfagos, embora ja se tenha
sido relatado que macréfagos ativados por
linfécitos tém a capacidade de ingerir e matar
o fungo. Apesar de ndo se entender
totalmente, sabe-se que o estudo da interacéo
entre a superficie do fungo e a dos
macréfagos € essencial para esclarecer como
o fungo invade a célula e escapa dos
mecanismos de defesa dessas células(8). A
melanina ja foi descrita também como fator de
viruléncia, uma vez que consegue aumentar a
resisténcia do fungo a fagocitose pelos
macrofagos(13). Essa  organizagdo da
resposta celular, chamada de granuloma,
permite o controle da replicacdo do fungo,
controlando a doenca. Porém, é possivel que
o fungo permaneca quiescente no interior

desses granulomas(12).

Citocinas X Th4/Th,

Modelos experimentais demonstram que
a presenca de interferon gama (INFy) e
interleucina dois (IL-2) esta relacionada com
protecdo da doenca(1l4). Essa afirmacao esta
de acordo com achados que estabelecem o
padrdo de resposta Th; com o controle da
doenca, levando a um quadro assintomatico
ou leve da doenca(1-10-12). Isso significa que
aqueles pacientes que apresentarem uma
resposta imune Th; sem alteracdo, serdo
capazes de controlar a instalacdo da PCM(1-
12).

Por outro lado, observa-se que, quando
a resposta imune do individuo esta polarizada
para o padrdo Th,, com altos niveis de IL-4, IL-
5, IL-10 e TGF-B, ha uma progressdo da

paracoccidioidomicose(1-12-15).
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Recentemente, quimiocinas e citocinas
tém sido avaliadas através da andlise do RNA
mensageiro (RNAm) de pacientes com
infeccdo por PCM, comparados aos de
pacientes com a forma aguda e crbnica da
doenca. Em pacientes com infeccdo
aguda/subaguda se observa uma regulagéo
negativa (“down regulation”) da citocinas Th1 e
uma polarizacdo Th2. Nos pacientes que
apresentavam a forma cronica, havia um misto
de células e citocinas Thy e Thy(12-15).

Em estudo feito com células
mononucleares de pacientes tratados para
PCM, observou-se que o nivel de INFy nos
individuos com a forma aguda da doenca era
baixo, e havia o predominio de citocinas Th, e
também, um aumento do nivel de anticorpos,
nao protetores anti-Pb. O nivel desses
anticorpos diminui a medida que se institui a
terapia e o sistema imune se reorganiza.
Estudos em modelos animais comprovam que
o0 INFy desempenha um papel crucial na
resisténcia ao P. brasiliensis e, juntamente
com o0s macrofagos, tem um efeito
fungicida(12).

Em outro estudo, adjuvantes de
respostas Th; e Th, foram utilizados em
camundongos BALB-c infectados com P.
brasiliensis. Foi observado que aqueles
animais estimulados com adjuvantes Thy
apresentaram granulomas compactos no
pulmédo, enquanto o0 outro grupo apresentava
granulomas epiteliais, com linfécitos/mondcitos
e muitas leveduras viaveis e nao viaveis na
lesdo, bem como altos niveis de IL-4, IL-5, IL-
10, TNF-a e TGF-B e duas vezes mais
antigenos circulantes(10).

Altos niveis de II-18, uma citocina
proinflamatéria da superfamilia da IL-1, foram

associados a pacientes com a forma juvenil da

doenca, quando comparados aos individuos
com a forma crbnica e com grupo controle. Il-
18, juntamente com o TNF pode ser util como
marcador da atividade e severidade da PCM e
também um importante modulador da resposta
adaptativa do hospedeiro(16). O mesmo tem
sido observado com as chamadas células T
reguladoras (Treg). Altos niveis dessa célula
tém sido observados em individuos com PCM
(forma juvenil ou crénica), quando comparado
a individuos saudaveis, embora a contagem
das Treg diminua ap6és o tratamento com
antifangicos(17).

Devido ao importante papel que a
resposta imune do hospedeiro tem frente a
infeccdo da PCM, pesquisadores tem tentado
esclarecer como essa interacdo entre
fungo/hospedeiro se da, para no futuro
promover tratamentos que utilizem adjuvantes
imunolégicos, com capacidade de estimular a
resposta Thy, chamado “terapia

imunoestimulatéria”(1-10).

Componentes Antigénicos do fungo

(gp43 e gp70 e outros)

O principal componente antigénico do P.
brasiliensis é a glicoproteina extracelular de
peso molecular de 43 kDa (gp43), considerado
o principal fator de viruléncia do fungo, é
também o principal antigeno para diagnéstico
sorolégico da PCM(4-11). Por ser o principal
exoantigeno secretado pelo fungo, esse
componente foi encontrado no soro de 100%
dos pacientes com PCM, testados com
imunoblot(4-18-19). Ha hipéteses de que uma
de suas funcbes seja a de uma laminina que
adere a levedura & membrana da célula
hospedeira, o0 que, acredita-se, ser

responsavel pela entrada do fungo na célula
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humana na infeccdo primaria (4-11). Outras
acBes como inibicdo da fagocitose, do oxido
nitrico (NO) e do H,0, produzido pelos
macroéfagos, tem sido relatadas(11).

A gp43 é o principal antigeno para o
diagnéstico imunoldgico, pois se considera
que os anticorpos da maioria dos pacientes
diagnosticados com PCM séo dirigidos contra
esse componente espécie-especifico do P.
brasiliensis(19). Ele € secretado pelas
leveduras na fase de infec¢&o(20). Diferentes
isoformas do gp43 tem sido relatadas, com
variagdo entre distintos isolados do fungo(19-
21).

A gp70 é também uma importante
glicoproteina do P. brasiliensis, apresenta
apenas uma isoforma, e ¢é encontrada
principalmente dentro da célula flngica.
Acredita-se que a gp70 ndo € espécie-
especifica, uma vez que pacientes infectados
com Histoplasma capsulatum sado reativos a
gp70, mas ndo a gp43(8). Estudos comprovam
que 96% dos pacientes com PCM tem
anticorpos anti-gp70(8-19). Um relato de caso
apresentou um paciente de 34 anos, com
sorodiagnostico negativo (IDD e CIE), que,
apesar de nao ter anticorpos anti-gp43,
possuia anti-gp70. Foi recentemente sugerido
que essa gp70 facilta a estabilizacdo e
progressdo da doengca em  modelos
experimentais de infeccdo primaria(19). Esse
antigeno pode ser detectado na urina de
pacientes em fase aguda da doenca(22).

Além das gp43 e gp70, outras proteinas,
glicoproteinas e glicoesfingolipidios (GSL)
presentes no P. brasiliensis sdo antigénicos
em humanos, e sua frequéncia esta
relacionada a  espécie, estagio de
diferenciacédo e desenvolvimento do fungo. Foi

comprovado em modelos experimentais que

esses dois antigenos sao capazes de induzir a
proliferacdo de linfécitos de pacientes com
PCM(8).

A tentativa é de se identificar possiveis
novos alvos de marcadores da doenca. Um
estudo mostrou que, dentre os dois GSL (Pb-1
e Pb-2), soros de pacientes com PCM
reagiram fortemente ao Pb-1, molécula que
compde 90-95% dos GSL da levedura de Pb,
enquanto Pb-2 comp&e apenas 5-10% e néo é

considerado imunogénico(18).

Producéo de Anticorpos

Resposta Th, com grande ativacdo de
linfocitos B, associada a altos niveis de
anticorpos (Ac) esta associada com um mau
prognostico da PCM. Isso porque, além de
indicar uma polarizacdo na resposta imune
gue prejudica o controle da doenca, estes Ac
ndo sdo protetores, isto €, ndo tem acdo
neutralizante sob o P. brasiliensis(3-23).

Um estudo feito por Unterkircher(23)
com pacientes com a forma juvenil e a forma
cronica da doenga, mostrou que 0s niveis de
anticorpos do tipo IgG, particularmente o
isotipo 1gG1, foi consideravelmente maior
nesses pacientes, quando comparados
individuos saudaveis. Os mesmos autores
afrmaram também que esses niveis de
anticorpos variam de acordo com a forma
clinica e talvez com a severidade da doenca:
na forma crénica, foram relatados titulos de
anticorpos especificos mais altos que Ac
naturais, dentre estes, o tipo 1gG4 foi
encontrado também nesses pacientes, o0 que
indica exposicao prolongada ao antigeno.
Neves(24) demonstrou diferencas no perfil dos
isotipos de anticorpos de pacientes com

formas clinicas variadas. Pacientes com forma
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adulta unifocal (pulmonar) apresentavam
predominancia de 1gG2, enquanto individuos
com a forma juvenil exibiam perfil de 1gG4,
além de 1gG2 e na forma adulta multifocal a
IgG1. Isso mostra que a forma clinica esta
diretamente ligada ao perfil de resposta
humoral. Uma das hipéteses do trabalho é que
0 IgG2 é anticorpo dirigido contra epitopos de
carboidratos, uma vez que, quando esses sao
tratados com metaperiodato de sdédio
(substancia que se liga a esses epitopos), ha
uma queda na avidade desses anticorpos que
se reflete numa diminui¢cdo da absorbéncia no
teste do ELISA.

Uma ferramenta que pode ser utilizada
para diferenciar essas duas formas clinicas
através do estudo de Ac é realizar teste de
avidez, como é feito em outras doencas, como
a toxoplasmose e dengue. Embora ndo se
tenha um  protocolo ainda  definido,
Yoshida(25) tem publicado trabalhos nesse
campo da pesquisa e conseguiu identificar Ac
de moderada-alta avidez nos soros de
pacientes que apresentavam a forma crbnica
da doencga, enquanto nos soros da forma
aguda, predominava os Ac de baixa avidez.

Analisando esses Ac na pos terapéutica,
observou-se que o aumento dos niveis de Ac
com alta avidez foi encontrado em pacientes
que tinham a forma crénica multifocal, o que
ndo foi demonstrado naqueles individuos que
apresentavam a forma aguda ou crdnica
unifocal, talvez devido ao pequeno periodo de
duracdo da doenga, ou mesmo por uma
limitagdo no nimero de amostras do estudo. A
associacdo do aumento de Ac de alta avidez e
a resposta clinica favoravel ao tratamento da
forma cronica pode ser uma ferramenta Uutil

para os médicos(25).

Diagnostico Laboratorial

Padréao-Ouro

O diagnostico considerado por muitos
autores padrao-ouro para a PCM é o encontro
de células flngicas  sugestivas de
Paracoccidioides  brasiliensis no Exame
Microscopico Direto (EMD) de escarro ou outro
espécime clinico (raspado de lesdo, aspirado
de linfonodos) ou fragmento de biopsia(1-3-5-
9). A cultura em agar Sabouraud também é
recomendada, porém, o crescimento do fungo
€ lento e pode levar até um més para ser

observado(1-5).

Sorologia

Nos anos 50, Fava Neto foi 0 primeiro a
padronizar o teste fixacdo de complemento em
tubo de precipitacdo para diagnéstico e
acompanhamento de pacientes com PCM.
Depois, Restrepo introduziu a imunodifuséo
dupla (IDD), logo

contraimunoeletroforese (CIE) e a

apos, a

imunofluorescéncia indireta (IFI) também
foram introduzidos. Mais recentemente
técnicas de ELISA (ensaio imunoenzimatico) e
Imunobloting também tém sido aplicadas(26).
Os testes soroldgicos mais utilizados no
diagnostico e acompanhamento dos pacientes
de PCM sao: fixacdo do complemento (CF),
contraimunoeletroforese (CIE),
imunofluorescéncia, radioimunoensaio,
inibicAio  passiva da  hemoaglutinacéo,
imunodifusdo dupla (IDD), ensaio
imunoenzimatico (ELISA e MELISA), dot blot,
Western Blot e mais recentemente ELISA de

competicdo(27).
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Diagnéstico sorolégico é utilizado como
uma importante ferramenta para os médicos.
Apesar de ndo ser conclusivo, ele se mostra
Gtil quando se héa suspeita da doenca e ndo ha
observacdo do P. brasiliensis no EDM, isso
porque pacientes crbnicos podem apresentar
uma quantidade reduzida do fungo nas
amostras(28). Além disso, a sorologia pode
informar ao médico sobre o progndstico da
doenca, auxiliando na avaliacdo da evolucdo
do tratamento(21-29).

Reacbes falso-negativas (FN) podem
ser observadas em pacientes com infeccéo
pulmonar intensa e imunossupressdo(21). Um
relato de caso de um individuo de 34 anos
com infecgdo ativa mostrou que a IDD e a CIE
foram negativas e, embora casos como esse
sejam raros, o autor atribui o fato a baixa
sensibilidade do testes. Reacdes FN podem
ocorrer também quando preparagbes do
antigeno séo pobres em gp43(19).

Embora a gp43 seja considerado o
principal exoantigeno da P. brasiliensis, ha
relatos de  pacientes  sorologicamente
negativos para essa substancia, enquanto
outros individuos exibem niveis persistentes
desses anticorpos especificos ao longo do
curso da PCM(18).

Efeito prozona também pode ocasionar
reacbes FN e ocorre quando os titulos de
anticorpos se encontram muito  altos,
impossibilitando a ligacdo antigeno X
anticorpo. Embora sejam raros, casos de
efeito  prozona podem acontecer no
diagnéstico da PCM, quando ndo se dilui o
soro durante a realizacdo do teste.

E recomendavel que o diagnostico
sorolégico seja realizado com pelo menos dois

testes, com titulacdo dos anticorpos, o que se

torna til no seguimento dos pacientes durante

o tratamento(19).

Preparacdo do antigeno para a

realizacdo dos testes

A producdo do antigeno a ser utilizado
nos testes imunologicos € o primeiro passo
para a realizacdo de um diagnostico confiavel.
Em 1986, Puccia(30) descreveu a identificacdo
de 2 componentes exocelulares separados por
cromatografia de afinidade, que chamaram de
E; e E, e demonstraram que a fracdo E, era
mais especifica para P. brasiliensis, mais tarde
esta seria identificada como a gp43.
Protocolos para obtencdo de antigenos sao
sugeridos na literatura e variam muito, como o
uso de sobrenadante de culturas (antigeno
bruto filtrado), de fracdes polissacaridicas, e
de antigenos purificados, modificados ou
recombinantes(7). Porém, muitos laboratérios
que trabalham na é&rea ndo padronizam o
preparo desses antigenos, o que faz com que
haja diferencas interlaboratérios de protocolos,
como varia¢des em relacdo a meio de cultura,
tempo de incubacdo, temperatura, tamanho
inicial do indculo, dentre outros, podendo
comprometer a qualidade do resultado do
teste. Puccia(30) afirmaram que, por
eletroforese, é possivel se identificar a
proporcdo dos componentes da cultura,
dessas diferentes preparacdes que variam
com as condicbes de incubacdo. A
necessidade de se produzir antigenos de
acordo com esses padrfes muitas vezes é
suplantada pela limitacdo tecnologica e
financeira do laboratério. Pensando nisso,
esforcos tém sido feitos para simplificar o
método(27).
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A utilizacdo do antigeno bruto é ampla
por ser de facil obtencdo, apresenta uma boa
especificidade, mas com a desvantagem de
possuir componentes que Sd0 comuns a
outros fungos, o que pode explicar reacdes
cruzadas entre soros de pacientes com PCM e
outras micoses como histoplasmose ou
lobomicose (doenga de Jorge Lobo)(31-32).

Ja foi provado que podem ocorrer
instabilidades na sintese de componentes
antigénicos do mesmo isolado de P.
brasiliensis sob condigbes de incubacdo.
Quando se usam isolados especificos para
produzir antigenos para a realizacdo de testes
como a IDD, a cultura poderé ter gp43, porém,
isso ndo é reprodutivel e algumas vezes essa
preparacdo pode ndo conter esse antigeno.
Berzaghi(31) apresentaram a hipétese de que
a cultura é composta por diferentes clones e
que por alguma razdo ainda ndo esclarecida,
somente alguns secretam gp43. Foi
demonstrado através da andlise da secre¢éo
de gp43 de dois diferentes métodos de cultura
que, a cultura de isolados P. brasiliensis
diminuia a capacidade de excretar essa
molécula a partir da 32 subcultura. Uma
hipétese para isso é de que esses isolados
sédo infectantes para o homem quando estédo
na natureza e que, conservados em colecdes,
sdo compostos de células policlonais. Isso
implica que, quando se utiliza esses isolados
no laboratorio, o fungo apresenta informacoes
genéticas que podem ser diferentes na sua
biologia, antigenenemia e propriedades
bioquimicas. Testando 90 clones de Pb, eles
observaram que todos secretavam a gp43,
porém, em concentragdes diferentes(31).

Dados da literatura indicam também que
tratamentos com esses antigenos brutos,

como a deglicosilacdo, podem eliminar esse

problema de reacdo cruzada entre essas
doencas, como demonstrado por Puccia(30). A
purificacdo de gp43 pode ser feita a partir do
sobrenadante da cultura, e essa técnica foi
faciltada com a producdo de anticorpos
monoclonais e tem sido utilizada em testes

soroldgicos(21).

Imunodifuséo Dupla (IDD)

Nos ultimos anos, a imunodifusdo dupla
(IDD) tem sido a primeira escolha para
diagndstico inicial de casos suspeitos de PCM,
uma vez que apresenta simplicidade na
execucdo, baixo custo, além de alta
sensibilidade e especificidade, que variam de
65 a 100%, dependendo do antigeno
utilizado(21-22-27).

Pesquisadores de todo o Brasil testaram
0 Ag7 (preparacdo de antigeno rica em gp43,
padronizada em 1988) e mostraram uma
sensibilidade de 84,3% e especificidade de
98,9%, comprovando que as condi¢cdes em
gue esse antigeno é preparado pode ser uma
importante ferramenta no diagnéstico da PCM,
embora reacdes falso-negativas possam
ocorrer em 2-3%(27).

Del Negro et al., em 1991 calcularam a
sensibilidade, especificidade e eficiéncia da
IDD de grupos de pacientes (entre individuos
saudaveis e doentes) e chegaram a uma
sensibilidade de 91,3% e especificidade de
100% . Comparando com testes como a
fixacdo do complemento, a IDD se mostrou
superior em relacdo a sensibilidade e
especificidade. J& em 1999, Del Negro(26)
encontraram uma sensibilidade de 95,3% no

IDD, sendo somente 2 falso-negativos, e
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esses pacientes apresentavam  lesdes
localizadas.

Diferentes protocolos para preparacdes
de P. brasiliensis podem ser utilizados no teste
(antigeno bruto, gp43 purificado, gp43
recombinante), porém, todos devem possuir
em comum o exoantigeno gp43, responsavel
por especificidade e sensibilidade de mais de
85% nos testes, em geral(21).

Camargo(33) analisaram a reatividade
de soros de pacientes com PCM frente a
antigenos obtidos de diferentes periodos de
incubacgédo (ap6s 7, 10, 15, 20, 25 e 30 dias) e
mostraram uma maior reatividade dos soros
em antigenos de 20 a 25 dias. O pico de
concentracdo da gp43 era de 15 a 20 dias de
incubacéo, com diminui¢do significativa até os
30 dias. No periodo de 7 a 10 dias houve um
pico de proteinas de 94 kDa, mas que nao era
detectado nos dias subsequentes. Uma
hip6tese para isso foi a presenga de uma
atividade proteolitica no periodo de incubacgéo
da cultura, em que a gp43 se mantinha por
mais tempo, provando sua estabilidade frente
as outras glicoproteinas.

Gano & Restrepo(34), analisando a
especificidade e sensibilidade da IDD
(utilizando a P. brasiliensis B339) em grupos
de pacientes comprovadamente com PCM,
saudaveis e outras micoses profundas
acharam uma especificidade de 100% e
sensibilidade de 88% no momento do
diagnéstico e afirmaram que a terapia causava
uma perda de sensibilidade no teste. O valor
preditivo positivo foi de 100% em relacdo aos
pacientes saudaveis e com outras doencas.
Camargo(33) citaram uma sensibilidade de
95,6%.

Embora seja um teste de sensibilidade

aceitavel, a IDD apresenta desvantagens:

apresenta reacgdes cruzadas com outras
infeccbes fangicas e resultados falso-
negativos atribuidos a presenca de IgG2 de
baixa avidade. Além disso, muitas vezes
resultados da IDD néo se correlacionam com a
clinica, por exemplo, titulos elevados (1:64)
mesmo em pacientes considerados tratados e
com cura clinica. Por outro lado, embora titulos
baixos (1:2 e 1:4) sejam mais frequentemente
relatados em pacientes assintomaticos, esses
baixos titulos podem estar presentes em
pacientes com sintomas da doencga(22).

J4 foi demonstrado também que
pacientes com PCM na forma adulta unifocal
podem apresentar producdo baixa de
anticorpos  (principalmente isotipo 1gG1),
podendo levar a IDD falso-negativa. Isso
indica que a apresentacdo da forma clinica
pode influenciar no resultado do diagndstico
sorolégico(24). Foi observado ainda que
pacientes com PCM adulta unifocal, com IDD
negativa mas alta concentracdo de 1gG2,
apresentaram reacdo sorologica positiva no
ELISA. Uma hip6tese para isso é que o0s
epitopos de carboidrato (alvo principal desse
isotipo de anticorpo) fica mais exposto em fase
sélida (ELISA), uma vez que na forma sollvel,
esses epitopos ndo estdo disponiveis para
ligacdo com anticorpos(24).

ELISA

Ensaios Imunoenzimaticos (ELISA) sao
testes muito utilizados, tanto em pesquisa
cientifica como na medicina clinica. Sao
excelentes por apresentarem resultados
reprodutivos e com alta sensibilidade. Seu
principio bésico é a detecc@o de anticorpos

reagentes ou a deteccdo do antigenos
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circulantes no soro do paciente. Os resultados
podem ser quantitativos ou apenas
qualitativos(31).

O ELISA para deteccao de anticorpos
ant-PCM é o mais utlizado entre os
laboratérios do Brasil e foi primeiramente
descrito por Pons(36) e desde entdo tem sido
usado como base para muitas outras
publicacdes sobre deteccdo de anticorpos
nesses pacientes.

Economia e tempo de execugao
reduzido sdo as principais vantagens em sua
utilizacdo na rotina dos laboratérios. Porém,
por ser altamente sensivel, o numero de
reacdes cruzadas com outras doengas como a
Histoplasmose pode ser uma limitacdo(37).
Assim, muitos estudos tém sido desenvolvidos
para tentar diminuir ou eliminar esse problema.
A saida parece estar no antigeno utilizado no
teste, que pode ser antigeno bruto,
parcialmente purificado ou gp43 purificada(31).

Mendes-Giannini(32), observando que
0s Véarios antigenos até entdo estudados
apresentavam especificidade baixa, com
reatividade para soros de outras micoses,
descreveram uma técnica em que o filtrado da
cultura foi usado e o soro do paciente foi
previamente absorvido por antigenos de H.
capsulatum.

Outro trabalho foi sugerido por
McGowan(38) em que o0s autores testaram
antigenos citoplasmaticos de P. brasiliensis e
viram que a sensibilidade passou de 87% para
97% e a especificidade foi de 99% e 100%,
guando comparadas ao uso de antigeno bruto
nos testes de ELISA e IDD, respectivamente.
Também em 1985, Ferreira-da-Cruz(39),
padronizaram a producao de antigenos de P.
brasiliensis, H. capsulatum e A. fumigatus e
obtiveram sensibilidade de 100% para PCM,

utiizando as técnicas de IDD e
contraimunoeletroforese.

Taborda & Camargo(40) realizaram um
‘Dot Immunobinding Assay”’, um tipo de
imunoensaio em que se utliza papel de
nitrocelulose nos pocos da placa de ELISA
para a fixagdo do antigeno, que neste trabalho
utilizaram gp43 purificado pela técnica da
cromatografia de afinidade. A sensibilidade foi
de 100% e apenas 4,3% de todos os casos de
pacientes que ndo tinham PCM (entre
controles saudaveis e positivos para outras
doencas) tiveram reatividade no teste. Porém,
quando se tratava previamente essa gp43
purificada com metaperiodato de Sodio, a
especificidade do teste subia para 100%. A
conclusdo do estudo foi que este teste tem
uma utilidade maior quando se dipde de uma
quantidade reduzida de antigeno para a
realizac@o do teste, além de obter resultados
de féacil visualizacao.

Del Negro(26), avaliando o desempenho
de testes sorolégicos utilizados no diagnéstico
e acompanhamento de pacientes de forma
aguda e crbénica (unifocal e multifocal) de
PCM, chegaram a uma sensibilidade de 100%
no ELISA, porém, com vérias reacdes
cruzadas com soros de outras doencas como
histoplasmose e lobomicose. Os autores
constataram também que os valores de
densidade o6ptica (OD) a 490mm foram
significativamente menores naqueles
pacientes que apresentavam a forma cronica
unifocal da doenca, comparados as formas
cronica multifocal e também a forma juvenil.
Outra importante observacao dos autores foi a
capacidade do ELISA de distinguir, por meio
do nivel de anticorpo, as formas crbnicas

(unifocal e multifocal) da forma aguda.
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Um estudo desenvolvido por
Albuquerque(37) introduziu variacbes no teste
do ELISA a fim de reduzir as reacdes
cruzadas. Gp43 foi tratada com metaperiodado
de Sédio e em seguida, soro de pacientes com
PCM foram absorvidos com antigenos de H.
capsulatum, e de C. albicans, o que, segundo
0s autores, elimina anticorpos cruzados.
Depois, o soro foi diluido com galactose para
eliminar anticorpos anti-galactose e
principalmente epitopos de P. brasiliensis em
comum com H. capsulatum. Combinando
essas técnicas ja padronizadas pela literatura,
e, apesar de terem obtido uma melhor
especificidade, os autores notaram que essa
melhora nem sempre ocorria, isto €, nem
sempre obserravam uma boa diferenciagédo
entre soros homologos e soros heterélogos, o
que os levou a concluir que outros fatores,
ligados a caracteristicas individuais do soro de
cada paciente (o isolado de P. brasiliensis
responséavel pela doencga ou a resposta imune
contra esse isolado, por exemplo) podem
influenciar na reacéo.

Marques-da-Silva (22) utilizaram IDD
com antigeno bruto para a deteccdo de
anticorpos no Lavado Broncoalveolar (LBA) de
pacientes com PCM encontraram positividade
em apenas 9 pacientes dos 27 pacientes
estudados. Quando analisados o0s soros
desses mesmos 27 individuos por ELISA,
verificaram uma positividade de 85,18% e uma
especificidade de 100%, com titulos entre 1:50
a 1:400.

Deteccdo de antigeno

Auséncia de anticorpos anti-gp43 ou

titulos baixos ao longo do curso da doenga,

dificulta o uso do sorodiagnéstico também
para o estabelecimento da cura do paciente.
Pensando nisso, pesquisadores tém tentado
aprimorar técnicas que detectem, ao invés do
Ac, o antigeno circulante no soro do paciente
durante o tratamento.Tem-se utilizado a gp43
como marcador da doenca, uma vez que
guase todos os soros de pacientes com PCM
possuem esse antigenos circulante. A
deteccéo pode ser feita pelo Western Blot, que
pode detectar também a gp70. Observou-se
com esta técnica que a gp43 circulante no
soro comegava a desaparecer no 10° més de
tratamento, tornando-se indetectavel apds 2
anos, sugerindo que a antigenemia pode ser
uma importante  ferramenta para 0
acompanhamento dos pacientes em
tratamento(20).

A deteccéo de antigenos nos liquidos
corporais (soro, lavado broncoalveolar-LBA)
pode ser muito util em casos de PCM invasiva
e pode ser uma alternativa no diagnéstico da
PCM (Marques-da-Silva et al., 2006). Apesar
de amplamente utilizados, os testes voltados
para a pesquisa de anticorpos no soro dos
pacientes tém sido questionados como
ferramenta de acompanhamento durante o
tratamento por ndo apresentarem, algumas
vezes, correlagdo com a clinica do paciente.
Por isso, técnicas voltadas para a deteccao de
antigeno no soro do paciente pode ser mais
promissoras(20).

Outros tipos de ELISA também podem
ser usados, ndo s6 na determinacdo de
anticorpos no soro do paciente, como também
podem auxiliar na detecgéo de antigenos do P.
brasiliensis.  Freitas-da-Silva &  Roche-
Barreira(41) utilizaram ELISA de captura para
determinar a antigenemia em pacientes com

PCM. Em 66,3% dos soros nado foi detectada a
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presenca do  antigeno. Essa baixa
sensibilidade pode ser devido a caracteristicas
individuais da doenca ou instituicdo do
tratamento ou ainda a formacao de complexo
imune que elimina epitopos livres nao
permitindo a detecgdo pelo teste. Porém, se
observou que esse teste pode ser (til para se
fazer correlagdo com a clinica, uma vez que
eles observaram que, com a introducdo do
tratamento, havia uma queda brusca dos
antigenos circulantes no soro do paciente,
correlacdo que muitas vezes ndo se observa
com os anticorpos. Silva(20), utlizando a
mesma técnica de ELISA de -captura
observaram que a gp43 comecou a
desaparecer da circulacdo 10 meses apos
inicio do tratamento e com 2 anos néo foi mais
detectada nos 23 pacientes com PCM
analisados no estudo. Gémez(42) realizaram
um estudo no mesmo formato e chegaram a
uma sensibilidade de 80,4%, com reacdo
cruzada com soro heter6logo em 39,6%.

Ha relatos de que uma fracdo de alta
massa molecular também pode ser detectada
em pacientes com PCM, pelo método de

ELISA de captura. A vantagem é que essa
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