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RESUMO

O estudo dos aspectos bioldgicos e ecoldgicos do género Paracoccidioides vem sendo
desenvolvido por varios grupos de pesquisas nos ultimos anos, com o intuito de isolar este
microrganismo em amostras clinicas e ambientais, a fim de obter dados mais concretos sobre
os fatores ecoldgicos que determinam sua distribuicao geogréafica. Desta forma, este estudo teve
por objetivo determinar a ocorréncia de Paracoccidioides spp. no municipio de Rio Branco-
Acre. Para a andlise epidemioldgico na Amazénia brasileira, foi realizado levantamento dos
casos registrados entre 1950 a 30 de junho de 2018, onde 4. 515 casos de paracoccidiodomicose
foram registrados em 27 estudos realizados, sendo Rondénia (94,3%), o mais frequente. Entre
0s casos analisados, 89,4% foram observados em homens e 11,6% mulheres, e a maioria dos
casos (74,5%) foram identificados em pacientes com idade entre 41 e 60 anos. Além disso, a
maioria dos pacientes trabalhavam no campo (37,8%), e a coinfec¢cdo mais observada foi a
tuberculose (0,7%). Para o estudo da ocorréncia ambiental de Paracoccidiodes spp., foram
coletadas 10 amostras de solos de fazendas com criacdo de gado leiteiro e utilizada para
isolamento a técnica de diluicdo seriada inoculada em meio CTC (BDA - Batata, Dextrose e
Agar, suplementado com Cloranfenicol, Tiabendazol e Ciclohexamida). Foi possivel realizar a
identificacdo de quatro (1,86%) isolados ambientais que apresentaram morfoconversdo e
estruturas caracteristicas do género Paracoccidioides. Para o estudo da ocorréncia de
Paracoccidiodes spp. em amostras clinicas, foram coletadas 17 amostras de escarro de
pacientes sintomaticos respiratérios. Para analise das amostras, foi utilizado o exame direto em
KOH 10% e cultivo em meios Mycosel, Sabouraud, Infusdo de Cérebro coracdo e Niger. Foi
observada a ocorréncia de Paracoccidides spp. em uma amostra clinica (5,9%), sendo este
paciente homem, com 43 anos e residente na zona rural. Em ambos os isolados fungicos seréo
realizados estudos futuros para caracterizacdo molecular utilizando primers especificos para 0s
géneros Paracoccidiodes, a fim de determinar a espécie dos fungos isolados. Esses resultados
indicam a regido Norte como uma potencial zona endémica da doenga, estudos futuros devem
ser realizados a fim de identificar as areas de risco e contribuir para um melhor entendimento
ecolégico e biogeografico de Paracoccidioides spp., assim como também auxilia no
diagnostico e tratamento da doenca.

Palavras-chave: Paracoccidioidomicose; micoses sistémicas; Acre.



ABSTRACT

The study of the biological and ecological aspects of the genus Paracoccidioides has been
developed by several research groups in recent years with the aim of isolating this
microorganism in clinical and environmental samples in order to obtain more concrete data on
the ecological factors that determine its distribution geographical area. Thus, this study aimed
to determine the occurrence of Paracoccidioides spp. in the municipality of Rio Branco-Acre.
For the epidemiological analysis in the Brazilian Amazon, a survey of cases recorded between
1950 and June 30, 2018 was carried out, where 4,515 cases of Paracoccidioidomycosis were
recorded in 27 studies, Rondénia (94.3%) being the most frequent. Among the analyzed cases,
89.4% were observed in men and 11.6% in women, and most cases (74.5%) were identified in
patients aged between 41 and 60 years. In addition, the majority of the patients worked in the
field (37.8%), and the most observed co-infection was tuberculosis (0.7%). For the study of the
environmental occurrence of Paracoccidiodes spp., 10 samples of soils from farms with dairy
cattle were collected and the serial dilution technique inoculated in CTC medium (BDA -
Potato, Dextrose and Agar, supplemented with Chloramphenicol, Thiabendazole and
Cyclohexamide). It was possible to identify four (1.86%) environmental isolates that presented
morphoconversion and characteristic structures of the genus Paracoccidioides. For the study of
the occurrence of Paracoccidiodes spp. in clinical samples, 17 sputum samples from respiratory
symptomatic patients were collected. For the analysis of the samples, the direct examination in
10% KOH and culture in Mycosel, Sabouraud, Heart Infusion and Niger media was used. The
occurrence of Paracoccidides spp. in a clinical sample (5.9%), being this patient male, 43 years
old and living in the rural area. Both fungal isolates will be carried out future studies for
molecular characterization using primers specific for the genera Paracoccidiodes, in order to
determine the species of the isolated fungi. These results indicate the North region as a potential
endemic area of the disease, future studies should be carried out in order to identify the areas
of risk and contribute to a better ecological and biogeographic understanding of
Paracoccidioides spp., as well as help in the diagnosis and treatment of the disease.

Keywords: Paracoccidioidomycosis; systemic mycoses; Acre.
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1. INTRODUCAO GERAL

Paracoccidioides spp. € o agente etioldgico da paracoccidioidomicose (PCM) uma
micose granulomatosa sistémica, restrita a América Latina e causada por fungos
termodimorficos pertencentes a este género (CAMACHO; NINO-VEGA, 2017; LACERDA
PIGOSSO etal., 2017; MACEDO et al., 2018). Aproximadamente 80% dos casos sao relatados
no Brasil, com uma incidéncia anual de 0,71 a 3,7 a cada 100.000 habitantes e uma mortalidade
de 1,45 por 1.000.000 habitantes (MUNOZ et al., 2016; MARTINEZ, 2017; SHIKANAI-
YASUDA et al., 2017).

Os fungos termodimorficos do género Paracoccidioides sdo encontrados no meio
ambiente na forma micelial (28 °C) e leveduriforme durante a fase parasitaria (37 °C)
(PARENTE-ROCHA et al., 2015; CHAVES et al., 2017 MUNOZ et al., 2018). A doencga
ocorre caracteristicamente em pessoas provenientes da zona rural, que realizam atividades
relacionadas ao manejo de solo (DE OLIVEIRA et al., 2015; CAMACHO; NINO-VEGA,
2017).

A infeccdo por Paracoccidioides spp. é adquirida pela inalagdo de conidios infectantes
suspensos no ar e ao atingir o pulmao ocorrem alteracbes morfoldgicas dos micélios para
leveduriforme, e em seguida a propagagdo por brotamento (SCORZONI et al., 2015;
TABORDA et al., 2015; ARANTES et al.,, 2016; MARCOS et al., 2016). As células
leveduriforme, podem ser eliminadas pelo sistema imune do hospedeiro ou disseminar-se para
os tecidos, por vias linfaticas ou hematogénica, e consequentemente, levar a progressdo da
doenca (DE OLIVEIRA et al., 2015; HOLANDA et al., 2017).

As formas clinicas da PCM foram classificadas em: PCM infec¢do que esta relacionada

geralmente a pacientes assintomaticos (DA SILVA et al., 2016; GHANI et al., 2018), e a PCM
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doenga, a qual pode ser subdivididas em: forma aguda/subaguda (tipo juvenil), afetando
principalmente criancas e adolescentes com lesdes disseminadas, e a PCM cronica que ocorre
em sua maioria em adultos do sexo masculino, com o acometimento da mucosa oral, vias aéreas
e lesdes pulmonares (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017; TATAGIBA et al., 2018).

Embora o nicho ecoldgico de Paracoccidioides spp. ndo esteja ainda exatamente
determinado, este fungo foi isolado esporadicamente no solo, em animais domésticos e
silvestres (ARANTES et al., 2016; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). No Brasil, a primeira
descricdo foi realizada no ano de 1963, em Recife (PE), no entanto uma posterior identificacéo
morfolégica do mesmo isolado identificou este como sendo o fungo Aspergillus penicillioides
(SHOME; BATISTA, 1963). Tendo em vista a necessidade de compreender melhor os fatores
ambientais do fungo, diversos estudos foram realizado com o intuito de determinar a
distribuicdo da espécie na natureza (FERREIRA et al., 1990; MONTENEGRO et al., 1996;
SILVA-VERGARA et al., 1998; ARANTES et al., 2016; HRYCYK et al., 2018).

A maior concentracdo de casos de PCM no Brasil é reportada nas regides Sul, Sudeste
e Centro-oeste (MARTINEZ, 2015; MARTINEZ, 2017). Entretanto, um crescente nimero de
casos vem sendo relatado em areas de colonizacdo submetidas ao desmatamento, como em
regides do Tocantins, Pard, Mato Grosso, Ronddnia e Acre onde a PCM pode ser considerada
uma micose sistémica emergente (MARTINEZ, 2015; MARTINEZ, 2017).

Os primeiros casos de PCM na regido Norte foram relatados em 1950, em pacientes no
estado do Pard. Sabe-se que a Regido Amazénica reune as condicdes fisiograficas para a
ocorréncia dos fungos do género Paracoccidioides, bem como as atividades desenvolvidas pela
populagédo (FONSECA et al., 1999; COUTINHO et al., 2015; MARTINEZ, 2017). Estudos
prévios, demonstraram que o estado de Ronddnia apresenta uma incidéncia anual de 9,4 casos
por 100.000 habitantes, fator que classifica a regido Amazdnica como uma potencial zona

endémica (VIEIRA et al., 2014; MARTINEZ, 2015).
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A PCM ¢ uma doenca negligenciada, sem notificacdo compulsoria, e que tém impacto
significativo na salde publica. No entanto, pouco se conhece sobre a distribuicdo deste agravo
no estado do Acre, onde apenas dois estudos relacionados a infeccéo por Paracoccidioides spp.
foram realizados nos anos de 2005 e 2011, apresentando um indice de reatividade para
paracoccidiodina de 34,1% e 41,2%, respectivamente (FIGUEIREDO, 2011). Assim, a presente
proposta teve por objetivo verificar a ocorréncia de fungo Paracoccidioides spp. no municipio

de Rio Branco, Acre.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Paracoccidioides spp.

Paracoccidioides foi relatado pela primeira vez em 1908 por Adolfo Lutz, que o
reconheceu como causador de uma nova doenga fungica (ROBERTO et al., 2015; TABORDA
et al.,, 2015; MARTINEZ, 2017). Taxonomicamente, este € classificado na familia
Ajellomycetaceae, ordem Onygenales e Filo Ascomycota (TEIXEIRA et al.,, 2014; DE
OLIVEIRA et al., 2015; MARTINEZ, 2017).

Durante sete décadas, Paracoccidioides brasiliensis permaneceu como a Unica espécie
identificada (MATUTE et al., 2006). No entanto, analises moleculares de oito regiGes génicas
em 5 loci nuclear de 65 isolados de P. brasiliensis registraram diversidade genética, sendo
identificados os grupos filogenéticos S1, PS2 e PS3 (MATUTE et al., 2006; MUNOZ et al.,
2016; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

Posteriormente, foi identificada a espécie P. lutzii, com base em anélises filogenéticas
(TEIXEIRA et al., 2009; TEIXEIRA et al.,, 2014; TATAGIBA et al., 2018), e utilizando
gendmica populacional, o grupo filogenético S1 do complexo P. brasiliensis foi dividido em
duas linhagens denominadas Sla e S1b (TEIXEIRA et al., 2014; MUNOZ et al., 2016;
SHIKANAI-YASUDA et al., 2017; TAMAYO et al., 2017).

As espécies filogenéticas Sla e S1b sdo frequentemente isolada em diferentes regides
da América do Sul (Figura 1) (CAMACHO; NINO-VEGA, 2017; MARTINEZ, 2017;
SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). A especie PS2 tem uma distribuicdo esporadica, sendo
relatados até agora na Venezuela e Brasil (Figura 1) (MARTINEZ, 2017; SHIKANAI-
YASUDA et al., 2017; HRYCYK et al., 2018). As espécies PS3 e PS4 sdo exclusivamente
endémicas da Colombia e Venezuela, respectivamente (Figura 1) (GONZALEZ,

HERNANDEZ, 2016; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). P. lutzii engloba uma Unica espécie
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e a distribuicdo geografica estd mais centrada nas regifes Centro-Oeste, Amaz6nia e Equador

(Figura 1) (TEIXEIRA et al., 2014; ARANTES et al., 2016; MARTINEZ, 2017).

Figura 1. Distribuicdo geogréafica de Paracoccidioides lutzii e espécies cripticas de

Paracoccidioides brasiliensis na América Latina.
Fonte: SHIKANAI-YASUDA et al., 2017.

Paracoccidioides spp. ¢ um fungo termodimorfico, visto que quando cultivado em
temperatura ambiente (menor que 28 °C), produz coldnias brancas, algodonosas, aderentes ao
meio, apés 20 a 30 dias de incubacdo (GARCIA-RODAS; NOSANCHUK, 2016). Na
microscopia optica evidencia-se a forma micelial com hifas hialinas e septadas, capazes de
formar diferentes tipos de conidios como clamidoconidios, conidios terminais e artroconidios,
sendo esses Gltimos, com 4 a 5 um de didmetro, os propagulos infectantes (Figura 2B) (BOCCA
etal., 2013; DE OLIVEIRA et al., 2015; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

A forma de levedura é encontrada em cultivos incubados a 37 °C, como também em
tecidos e fluidos humanos (GARCIA-RODAS; NOSANCHUK, 2016). As colbnias crescem

em 10 dias com coloragdo creme e aspecto cerebriforme. A morfologia de Paracoccidioides
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spp. € de uma célula mae arredondada, multinucleada, com 5 a 30 um de didmetro apresentando
brotamentos simples ou multiplos (blastoconidios), adquirindo a forma classicamente descrita
como roda de leme com multiplos brotamentos (Figura 2D) (BOCCA et al., 2013; TEIXEIRA

etal., 2014; RESTREPO et al., 2015; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

Figura 2. Caracteristicas macro e micromorfolégicas do género Paracoccidioides. 2A.
Aspectos da coldnia micelial crescida a 28 °C. 2B. Hifas septadas com conidios. 2C. Aspectos
da coldnia leveduriforme crescida a 37 °C. 2D. Células arredondadas simples e com brotamento

maltiplos.
Fonte: LACAZ et al., 1999; TEIXEIRA et al., 2014; HRYCYK et al., 2018.

2.2 Ecologia

A ecologia do género Paracoccidioides spp. ainda necessita de estudos experimentais
para ser melhor fundamentada, apesar de existir relatos do isolamento deste fungo em amostras
ambientais e em animais (ARANTES et al., 2016; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).
Recentes estudos comprovaram que este patdgeno possui um sistema enzimatico capaz de
degradar a celulose no solo, tornando o solo um habitat provavel para a espécie
Paracoccidioides spp. (ARANTES et al., 2015; MUNOZ et al., 2018).

Estudos prévios apontaram a umidade, associada a disponibilidade de dgua e a presenca
de vegetacdo, como fatores ecoldgicos favoraveis para o desenvolvimento do fungo no solo

(TERCARIOLI et al., 2007; HRYCYK et al., 2018). Além disso, foi constatado que as
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condigdes climaticas associadas a textura do solo determinam o crescimento do patdgeno em
sua fase saprofitica. Entretanto, as amostras ambientais que contém um elevado teor de
Aluminio trocével (H + Al) pode inibir ou limitar o crescimento do fungo (HRYCYK et al.,
2018).

O solo é um ambiente com uma grande diversidade de microrganismos (BREVIK et al.,
2015). A comunidade de microrganismos do solo tem sido influenciada pelos fatores bi6ticos
e abidticos, pela acdo antrépica e cobertura vegetal nos diferentes biomas (GOURMELON et
al., 2016; JACKSON et al., 2017). Além disso, com essa rica biodiversidade, isolar fungos
diretamente do solo, especialmente aqueles que apresentam crescimento lento e s&o
nutricionalmente exigentes como é o caso das espécies do género Paracoccidioides, torna-se
um desafio devido a competicdo entre as espécies e a sobreposicdo daquelas de rapido
crescimento (HRYCYK et al., 2018).

As dificuldades enfrentadas pelos estudos ambientais limitam o entendimento sobre a
ecologia e a real distribuicdo deste género em areas endémicas e ndo endémicas da
paracoccidioidomicose (ARANTES et al., 2016). Os poucos casos de isolamento de patdgenos
ambientais foram de solo (SHOME; BATISTA, 1963; DE ALBORNOZ, 1971; DE
MENDELOVICI et al., 1974; SILVA-VERGARA et al., 1998; TERCARIOLI et al., 2007),
folhagem (SILVA-VERGARA et al., 1998), racdo para cachorro (FERREIRA et al., 1990),
morcegos e fezes de pinguim (FRANCO et al., 2000), quase acidentalmente, com pouca ou
nenhuma repetibilidade (SHOME; BATISTA, 1963; MONTENEGRO et al., 1996; SILVA-
VERGARA et al., 1998; FRANCO et al., 2000).

O tatu é uma excelente fonte ambiental para 0 mapeamento da distribuicdo geogréfica
de Paracoccidiodes spp., uma vez que este € um animal sem habitos migratdrios e a area de
vida é muito limitada, o que contribui para a delimitacdo das areas de infeccdo do tatu pelo

fungo, tornando assim possivel determinar a area de captura com sendo uma aérea de ocorréncia
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fangica (BAGAGLI et al., 1998; SILVA-VERGARA et al., 2000; TERCARIOLI et al., 2007;

ARANTES et al., 2016).

2.3 Epidemiologia

Uma das caracteristicas mais marcantes da PCM é sua distribuicdo geogréfica. A
doenca tem sido relatada somente na América Latina, desde o México (23° Norte) até a
Argentina (35° Sul) (HAHN et al., 2014; MARTINEZ, 2015). O Brasil aparece como principal
foco da endemia seguido, por Colombia, Venezuela, Equador e Argentina (Figura 3) (VIEIRA

et al., 2014; SCORZONI et al., 2015; MENDES et al., 2017; TRINDADE et al., 2017).

2 ;_v— Rio de Janeiro
‘\2\ $30 Paulo
Parand

\\ Rio Grande
do Sul
Brasil

Figura 3. Areas geograficas de endemicidade da paracoccidioidomicose na América Latina. (
0) Primeira area reconhecida altamente endémica; (”) Alta endemicidade observado nas
ultimas décadas; (O) Areas com recente aumento da endemicidade;(" ) Area de moderada

endemicidade; ( )Area de baixa endemicidade;(o) Raros os casos reportados nesta regido ou
Paises.
Fonte: MARTINEZ, 2017.

A taxa de incidéncia anual no Brasil varia entre 0,71 a 3,7 novos casos por 100.000

habitantes em areas endémicas, sendo o maior nimero de casos assinalado nas regides Sudeste,
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Centro-Oeste e Sul (MARTINEZ, 2017; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). Nos Gltimos anos,
houve um aumento do numero de casos na regido Norte e no estado do Maranhdo,
provavelmente relacionado ao desmatamento para abertura de novas fronteiras agricolas
(MARTINEZ, 2015; MARTINEZ, 2017; MENDES et al., 2017). Em contraste, grande parte
do Nordeste Brasileiro tem baixa endemicidade da doenga e auséncia de casos autoctones, em
areas de clima arido (MARTINEZ, 2015; MENDES et al., 2017).

No Brasil, 3.181 mortes por PCM foram registrados no periodo de 1980 a 1995
correspondendo a uma taxa média anual de mortalidade de 1,45 por um milhdo de habitantes,
(2,59 para o sul, 2,35 para o centro-oeste, 1,81 para o sudeste, 1,8 para o Norte e 0,2 para a
regido nordeste), constituindo-se da oitava causa de 6bito por doencas infecciosas e parasitarias
crénicas e recorrentes no Brasil (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

Dados recentes coletados de 13.683 pacientes hospitalizados com micoses sistémicas
entre janeiro de 1998 e dezembro de 2006 mostraram que a PCM ¢ responsavel pelo maior
numero de hospitalizacBes (49%) entre todas as micoses, com énfase nas taxas de hospitalizacéo
das regiGes Norte e Centro-oeste, sem grandes diferencas na mortalidade de pacientes
hospitalizados (COUTINHO et al., 2015).

A PCM ocorre caracteristicamente em pessoas provenientes da zona rural, de baixa
renda, que trabalham ou trabalhavam em atividades relacionadas ao manejo do solo, como
terraplanagem, operacdo de maquinas agricolas, jardinagem e servicos de pedreiro, também
estdo relacionados & doenca (MAGALHAES et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015).

A doenca é incomum em criancas e adolescentes havendo, porém, grandes variacdes
nesse comportamento entre regides. Tem-se verificado que 10% dos casos ocorrem em menores
de 20 anos e 90% em adultos (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). A distribuicdo por género
tem caracteristica bem peculiar. Entre os adultos, os homens sdo mais acometidos que as
mulheres na razdo de 6:1 (FERNANDES et al., 2017; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

Este fator esta relacionado a capacidade das mulheres em produzir o 17p-estradiol (E2)

que inibi a conversao da fase micelial para a fase parasitaria, e consequentemente a progressao
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da doenca no sexo feminino (CHADEGANIPOUR; MOHAMMADI, 2015; SHIKANAI-
YASUDA et al., 2017). Entretanto na infancia, mais precisamente no periodo pré-puberal, esta

diferenca de género ndo existe (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

2.4 Forma de infecgao

A infeccdo por Paracoccidioides spp. € adquirida pela inalacdo dos esporos infectantes,
chamados artrosporos ou conidios, os quais devem ser aerossolizado antes de infectar o
hospedeiro susceptivel pela via inalatoria (DE OLIVEIRA et al., 2015). Apés a infeccdo, as
celulas se transformam em leveduras com multibrotamentos, que pode ser eliminada pelo
sistema imune do hospedeiro ou disseminar-se para os tecidos, por vias linfaticas ou
hematogénica, e assim desenvolver a doenca, que pode progredir até a morte (Figura 4)

(COSTA et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2016).

Tatu (Pb) (P17)

Inalagao de artroconidios Imunotolerante/sentinela
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Plantagdes de café e cana de accar/trabalhadores rurais
Atividades agricolas/condicoes climaticas (umidade do solo)

P.lutzii

\

Fase leveduriforme
(temperatura corporal)

Seres humanos
Predominio da infeccao
Fatores predisponentes para a doena
Genético género (masculino)
Grande indculo

Figura 4. Propagacéo de Paracoccidioides brasiliensis e P. lutzii.
Fonte: SHIKANAI-YASUDA et al., 2017.

2.5 Imunopatogénese

A forma de apresentacdo da PCM é condicionada pela resposta imune do paciente, com

células T desempenhando um papel proeminente. A maioria dos individuos infectados que
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vivem em areas endémicas ndo desenvolvera a doenca (FERNANDES et al., 2015; MENDES
et al., 2017). Esses individuos apresentam um padrdo de resposta imune T-helper (Th-1)
caracterizado pela liberacdo de citocinas que ativam macréfagos, TCD4" e TCD8", resultando
na formacdo de granulomas compactos e controle de replicagdo fungica, no entanto, as formas
latentes do fungo ainda podem existir dentro desses granulomas (FERIOTTI et al., 2017,
TRISTAO et al., 2017).

Os individuos que desenvolveram a doenca provavelmente apresentam depressao da
resposta imune Th-1 (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). A infecgdo por PCM é caracterizada
pela presenca de resposta imune Thl, a forma aguda, por uma resposta mista Th2/Th19 e a
cronica é caracterizada por perfis Th17/Th22, com substancial colaboracdo de células Thl

(CAMACHO; NINO-VEGA, 2017; MENDES et al., 2017).

2.6 Mecanismo de viruléncia

O mecanismo de viruléncia de Paracoccidiodes spp. envolve metaloproteinas, adesinas,
formacédo de biofilmes, producédo de melanina e o dimorfismo, responsavel pela transformacéo
do micélio em levedura, fundamental na patogenicidade do fungo (SCORZONI et al., 2015;
MENDES et al., 2017).

O dimorfismo fangico envolve mudangas na composi¢do percentual de -1,3-glucana
(micélio) e de a-1,5-glucana (levedura), além de outras alteracbes na composi¢éo quimica da
parede celular (CAMACHO; NINO-VEGA, 2017; MENDES et al., 2017). O principal fator
envolvido no dimorfismo é a temperatura, contribuindo, também, fatores como nutrientes e o
ar (MENDES et al., 2017).

2.7 Aspectos clinicos
As formas clinicas foram classificadas em paracoccidioidomicose infec¢do e

paracoccidioidomicose doenca, sendo esta subdividia em: forma aguda ou subaguda e cronica
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de acordo com a proposta apresentada no Encontro Internacional da Paracoccidioidomicose,
Medellin, em 1986 (SHIKANAI-YASUDA, 2015; DA SILVA et al., 2016; SHIKANAI-
YASUDA et al., 2017; GHANI et al., 2018).

A PCM infeccdo é definida como uma infeccdo assintomética causada pelo
Paracoccidiodes spp. em individuos saudaveis que vivem em area endémica (MARTINEZ,
2015). Pode também ser evidenciada pelo encontro de lesdes cicatriciais ou sorologia positiva
(SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

A forma aguda/subaguda em geral representa 5-25% dos casos, acomete principalmente
criangas, adolescentes e adultos de até 30 anos, de ambos os sexos (MENDES et al., 2017;
SHIKANAI-YASUDA etal., 2017; TATAGIBA et al., 2018). Evolui rapidamente e dissemina-
se para multiplos 6rgéos e sistemas, em geral, 0s pacientes apresentam um periodo de laténcia
curto e o diagnostico € realizado dentro de algumas semanas ap06s o inicio dos sintomas
(FABRIS et al., 2014; DA SILVA et al., 2016; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

A maioria dos sintomas envolve o sistema fagocitico-mononuclear, incluindo a presenca
de linfadenomegalia localizada ou generalizada, que pode apresentar supuracdo, fistulizacéo e
hepatoesplenomegalia (MARQUES et al., 2016; BERNARDES FILHO et al., 2018). Os
sintomas também podem incluir manifestacdes digestivas, leses cutaneas (ou mucosas),
envolvimento osteoarticular, raramente envolvimento pulmonar, eosinofilia, e febre, perda de
peso e a anorexia acompanham frequentemente a apresentacédo clinica (BRAGA et al., 2017,
DE MACEDO et al., 2017).

A forma crbnica da paracoccidioidomicose corresponde 96% dos casos, esta manifesta-
se meses ou anos apos a infeccao por Paracoccidioides spp., e geralmente resulta da reativagdo
do foco pulmonar latente ou pelas reinfeccdes (BUCCHERI et al., 2016; SHIKANAI-
YASUDA et al., 2017). E esta associada a fatores de risco especificos com o uso de tabaco e

alcool, acometendo em sua maioria adultos, do sexo masculino, entre 30 a 60 anos de idade e
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que realizam atividades de manejo de solo (FERNANDES et al., 2017; VENTURINI et al.,
2017; TATAGIBA et al., 2018).

A PCM cronica pode ser classificada como unifocal ou multifocal, de acordo com a
presenca de lesdes em um ou mais 6rgaos, respectivamente. Estas classifica¢cGes também podem
ser subdivididas em leves, moderadas ou graves, dependendo da gravidade das manifestacoes
clinicas (BOCCA et al., 2013; DIAS et al.,2015).

Os pacientes que apresentam a forma cronica da doenga em sua maioria desenvolvem
as seguintes manifestacdes clinicas: perda de peso superior a 10% do peso corporal normal;
envolvimento pulmonar intenso; envolvimento de outros érgdos, como glandulas supra-renais,
sistema nervoso central e 0ssos; a presenca de linfonodos afetados em multiplas cadeias em
forma superficial ou profunda, pseudotumoral (> 2,0 cm de didmetro, sem supurac¢ao) ou forma
supurativa e titulos elevados de anticorpos na sorologia (SHIKANAI-YASUDA, 2015;
GARCIA-RODAS; NOSANCHUK, 2016; WAGNER et al., 2016; DE ALMEIDA et al., 2018).

Em alguns casos, os pacientes apresentam manifestacbes clinicas das formas
agudas/subagudas e crénicas, dificultando a classificacdo adequada da doenca (MENDES et
al., 2017). A maioria desses pacientes apresenta intensa supressao da imunidade celular e séo
rotulados como tendo forma mista da PCM (MENDES et al., 2017; SHIKANAI-YASUDA et

al., 2017).

A forma residual ou sequelar é uma resposta do hospedeiro ao agente infectante e
consiste em inflamacdo granulomatosa crénica associada a um processo fibrosante (DE
ARAUJO EYER-SILVA et al., 2017; MENDES et al., 2017; SHIKANAI-YASUDA et al.,
2017). Assim, além da formacdo de granulomas, ha uma producdo aumentada de citocinas,
incluindo TNF-a e TGF-f, que podem induzir colageno e acumulagdo de reticulina no tecido

infectado (MENDES et al., 2017; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).
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Esta resposta fibrosante pode entdo levar a alteracbes anatdmicas e funcionais nos
Orgdos afetados durante a infeccdo, especialmente os pulmdes (SHIKANAI-YASUDA et al.,
2017). As sequelas sdo observadas em 6rgdos multiplos, mas tém uma maior taxa de incidéncia
nos pulmdes, pele, laringe, traqueia, glandulas supra-renais, mucosa do trato aerodigestivo
superior, sistema nervoso central e sistema linfatico, explicando assim a diversidade da

apresentacdo clinica (MENDES et al., 2017; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

2.8 Coinfeccodes

As doengas infecciosas cronicas e neoplasias tem sido relativamente comum em
pacientes com PCM simultaneamente, antes ou depois da micose. A tuberculose (TB) tem sido
relatada em aproximadamente 2% a 20% dos casos de PCM, e a doenca pode ser diagnosticada
antes, depois ou concomitantemente com a PCM (MENDES et al.,, 2017; SHIKANAI-
YASUDA et al., 2017).

As dificuldades enfrentadas durante o diagnoéstico da coinfec¢do da PCM com a TB
estdo relacionadas a superposicdo e as semelhancas entre as apresentacdes clinicas e
radiologicos (ALMEIDA et al., 2017; ALMEIDA et al., 2017). Além disso, a maioria dos
pacientes procuram o tratamento em Unidades de salde basicas, onde os profissionais tém mais
experiéncia em lidar com TB, devido a sua alta incidéncia, e s&0 menos propensos a solicitar
um exame para diagnosticar a PCM (ALMEIDA et al., 2017; ALMEIDA et al., 2017).

Diversos estudos relatam que entre 0,16% e 14,1% dos pacientes com PCM apresentam
neoplasia em algum momento de suas vidas (MENDES et al., 2017; SHIKANAI-YASUDA et
al., 2017). A suspeita diagnostica é fundamental para o diagnostico e tratamento precoces, pois
as manifestagdes clinicas do cancer em pacientes com PCM podem ser mascaradas por sintomas
decorrentes de sequelas de lesdes fungicas nos pulmdes, laringe ou faringe, especialmente em

fumantes e alcodlatras (MARTINEZ et al., 2015; MARTINEZ et al., 2017).
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Assim como também a doenca tem sido observada em pacientes infectados pelo HIV,
com até 1,5% dos casos. Nesses pacientes coinfectados, a PCM progride rapidamente, com
lesBes disseminadas e na maioria dos casos apresentam manifestagdes clinicas mistas

(MENDES et al., 2017).

2.9 Diagnostico Laboratorial

A suspeita de que a doenca em questdo se trata de PCM se da a partir dos dados clinicos
e epidemioldgicos. Entretanto, a confirmacdo laboratorial se faz pela visualizacdo do agente
etiologico em exames diretos, ou pelo isolamento e identificacdo do fungo por meio de cultura
de material clinico, que sdo considerados o padrdo ouro na definicdo da doenga como escarro e
conhecidas como técnicas diretas no diagnéstico de PCM (DE OLIVEIRA et al., 2015;
SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

A identificacdo do género Paracoccidioides pelo exame direto € realizado pela adi¢ao
de um espécime clinica a lamina juntamente com uma gota de hidréxido de potassio a 10%,
com a finalidade de clarificar a amostras (LACAZ et al., 2002). A positividade da amostra se
dar pela visualizacdo de células arredondadas com brotamento simples ou multiplos,
caracteristico de uma roda de leme (LACAZ et al., 2002). A cultura é mais sensivel se
comparada ao exame direto, e é realizado para demonstrar o dimorfismo da fase micelial para
leveduriforme (LACAZ et al., 2002).

O exame histopatoldgico é de grande valor para o diagndstico de PCM. Embora células
de levedura de P. brasiliensis possam ser vistas rotineiramente usando hematoxilina e eosina
(HE), outras coloragdes como Gomori metenamina silver (GMS), acido periddico de Schiff
(PAS) e coloragdo imuno-histoquimica (ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2014; MENDES et al.,
2017) também permitem a visualizag&o. Os tecidos apresentam a formacao de granuloma com

células gigantes multinucleadas, um infiltrado polimorfonuclear e as células de levedura em
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forma mickey mouse e ou roda de leme, é caracteristica sugestiva do género Paracoccidioides
(ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2014; MENDES et al., 2017).

As técnicas indiretas sdo representadas pela pesquisa de anticorpos de Paracoccidioides
spp. no soro do paciente. Na rotina dos laboratorios de sorologia, 0s substratos antigénicos sao
derivados tanto de células de levedura inteiras quanto de filtrado de cultura, em seu estado bruto
ou purificados (VIDAL et al., 2014).

A deteccdo de anticorpos no soro tem sido uma das principais ferramentas para o
diagnédstico, como também pode ser utilizada para monitorar a evolucdo e resposta ao
tratamento (DOS SANTOS et al., 2015). Dentre as diferentes técnicas sorologicas, o teste de
imunodifusdo dupla (IDD) é o mais comumente utilizado e tem uma sensibilidade de 80 a 95%
(GEGEMBAUER et al., 2014; MENDES et al., 2017; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

Os métodos moleculares demonstraram ser técnica mais promissora de detec¢do nos
ultimos anos. Diversas pesquisas apontam como principal técnica, a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), baseada na amplificacdo das sequéncias dos genes dos fungos de interesse,
o material amplificado pode ser sequenciado e comparado em uma bases de dados, onde sera
identificada a espécie de acordo com as sequéncias especificas de DNA (THEODORO et al.,
2005; TERCARIOLI et al., 2007; ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2014).

A Nested PCR, é uma modificacdo da PCR, esta técnica consiste inicialmente em
realizar a identificacdo e amplificacdo da regido de interesse, e posteriormente uma segunda
reacdo é realizada utilizando o produto da primeira PCR (THEODORO et al., 2005a;
TERCARIOLI et al., 2007). Para a execucao desta técnica os primers mais utilizados sdo 1TS4
e ITS5, que sdo complementares as regides 18S e 28S e amplificam as regides Internal
Transcribed Spacer (ITS) ITS1, 5.8S e ITS2. Para a segunda PCR ou Nested PCR 0s primers
internos especificos de Paracoccidioides spp. sdo utilizados (Pb-ITSE e Pb-ITSR) se anelando

nas regides ITS1 e ITS2 (THEODORO et al., 2005; ARANTES et al., 2016).
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E recentemente, a técnica de hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) associada a
amplificacdo do sinal da tiramida (TSA) vem sendo considerada um método promissor para
deteccdo e diferenciacdo de espécies de P. brasiliensis e P. lutzii em amostras ambientais ou

clinicas (ARANTES et al., 2017).
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3. OBJETIVOS

Geral

Determinar a ocorréncia de Paracoccidioides spp. no municipio de Rio Branco-

Acre.

Especificos

v" Realizar a analise epidemiolégica da Paracoccidioidomicose na Amazonia
Brasileira com base em dados da literatura;

v Relatar a ocorréncia do fungo Paracoccidioides spp. em amostras de solos da
Amazonia Sul-Ocidental;

v Verificar a ocorréncia de Paracoccidioides spp. em amostras de escarro de
pacientes sintomaticos respiratorios suspeitos de Tuberculose pulmonar no

municipio de Rio Branco-Acre.
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Capitulo I - Panorama da Paracoccidioidomicose na Amazonia Brasileira: Uma
revisdo de literatura

lasminy Ranielly Silva Ferreira; Clarice Maia Carvalho®?
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Universidade Federal do Acre, Rio Branco, Acre, Brasil.
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Resumo

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose granulomatosa sistémica, que possui um
grande impacto na saude publica nas areas de maior endemicidade, ndo sé pelo relevante
namero de casos, mas também pela cronicidade da doenca, tratamento prolongado e as
frequentes sequelas que incapacitam o individuo de realizar suas atividades laborais. Por
ndo ser uma doenca de notificacdo compulsoria, a prevaléncia deste agravo na saude
publica € pouco conhecida. Portanto, o objetivo deste estudo foi realizar uma revisdo de
literatura abordando os aspectos epidemioldgicos da Paracoccidiodomicose nos estados
do Brasil que compdem a Amazonia Brasileira. Os artigos indexados nas bases Pubmed,
Scielo, Web of Science e Google académico, foram identificados utilizando os
descritores: Paracoccidioides, paracoccidioidomycosis, Brazilian amazon, Acre, Amapa,
Para, Tocantins, Rond6nia, Amazonas, Roraima. Apenas artigos publicados em inglés,
portugués e espanhol, entre 1950 a 30 de junho de 2018 foram selecionados para esta
revisdo. Os critérios de inclusdo dos artigos nesta revisdo foram estudos com a descri¢ao
da prevaléncia ou incidéncia da paracoccidioidomicose nos estados do Brasil que
compdem a Amazonia Brasileira, e os critérios de exclusdo foram os estudos realizados
em outras regides do Brasil e dados de morbimortalidade. Os dados obtidos foram
analisados por meio da frequéncia relativa e absoluta. Entre 1950 a 30 de junho de 2018,
4. 515 casos de PCM foram registrados em 27 estudos realizados na Amazonia Brasileira,
sendo Ronddnia (94,3%), o mais frequente. Entre todos os casos analisados, 89,4% e
11,6% foram observados em homens e mulheres, respectivamente, e a maioria dos casos
(74,5%) foram identificados em pacientes com idade entre 41 e 60 anos. Além disso, a
maior frequéncia de pacientes trabalhavam no campo (37,8%), e apresentavam
coinfec¢do com a tuberculose (0,7%). Dos métodos utilizados para realizar o diagnostico
da paracoccidioidomicose, 42,5% casos foram com base em exames clinicos
epidemiolégicos e 26,6% foram através de exames diretos. O Estado de Rondbnia
apresentou maior endemicidade da doenca, e os Estados do Acre e Amapa ndo
apresentaram relatos da doenga. No Acre e Amapa foram realizados o levantamento de
paracoccidioidomicose infec¢do através do teste intradérmico com a paracoccidioidina, e
em ambos apresentaram resultado positivo para infecgdo, mostrando a necessidade de
novos estudos com o intuito de determinar a frequéncia da doenca nestes estados.

Palavras-chaves: Paracoccidioides, paracoccidioidomycosis, Brazilian amazon, Acre,
Amapa, Para, Tocantins, Ronddnia, Amazonas. Roraima.
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Abstract

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic granulomatous mycosis, which has a great
impact on public health in areas of greater endemicity, not only due to the relevant number
of cases, but also due to the chronicity of the disease, prolonged treatment and frequent
sequelae that incapacitate the individual to carry out their work activities. Because it is
not a compulsory notification disease, the prevalence of this disease in public health is
little known. Therefore, the objective of this study was to perform a literature review
addressing the epidemiological aspects of Paracoccidiodomyecosis in the Brazilian states
that make up the Brazilian Amazon. The articles indexed in Pubmed, Scielo, Web of
Science and Google academic were identified using the following descriptors:
Paracoccidioides, Paracoccidioidomycosis, Brazilian amazon, Acre, Amapa, Parj,
Tocantins, Rondbnia, Amazonas, Roraima. Only papers published in English, Portuguese
and Spanish between 1950 and June 30, 2018 were selected for this review. The criteria
for inclusion of the articles in this review were studies with a description of the prevalence
or incidence of paracoccidioidomycosis in the states of Brazil that make up the Brazilian
Amazon, and the exclusion criteria were studies performed in other regions of Brazil and
morbidity and mortality data. The obtained data were analyzed by means of the relative
and absolute frequency. Between 1950 and 30 June 2018, 4,515 PCM cases were recorded
in 27 studies conducted in the Brazilian Amazon, with Rondo6nia (94.3%) being the most
frequent. Among all the analyzed cases, 89.4% and 11.6% were observed in men and
women, respectively, and most cases (74.5%) were identified in patients aged 41-60
years. In addition, the highest frequency of patients worked in the field (37.8%), and they
had a co-infection with tuberculosis (0.7%). Of the methods used to perform the diagnosis
of paracoccidioidomycosis, 42.5% of cases were based on epidemiological clinical exams
and 26.6% were through direct examinations. The State of Rond6nia presented greater
endemicity of the disease, and the States of Acre and Amapa did not present reports of
the disease. In Acre and Amapd, paracoccidioidomycosis infection was carried out
through the intradermal test with paracoccidioidin, and in both, they showed a positive
result for infection, showing the need for new studies in order to determine the frequency
of the disease in these states.

Keywords: Paracoccidioides, Paracoccidioidomycosis, Brazilian amazon, Acre, Amapa,
Para, Tocantins, Rondénia, Amazonas. Roraima.

Introducéo

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica causada pelo fungo
Paracoccidioides spp., endémica na América Latina (GAVIRIA et al., 2015; TABORDA
et al., 2015). Os paises com maiores casuisticas sao o Brasil, Venezuela e a Argentina. O
Brasil, que responde por 80% dos casos, tem a maior incidéncia de casos concentrados
em suas regides sudeste, sul e centro-oeste (MARTINEZ, 2015; MARTINEZ, 2017;

SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).
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Analises filogeneéticas levaram a descoberta de que o género Paracoccidioides
compreende duas especies: P. brasiliensis e P. lutzii (TAMAYO et al., 2016; TAMAYO
et al., 2017; TATAGIBA et al., 2018). Por sua vez, P. brasiliensis foi classificado em
diferentes linhagens filogenéticas (S1, PS2, PS3 e PS4) (DA SILVA et al., 2016; DE
MACEDO et al., 2016; TURISSINI et al., 2017) e, recentemente, utilizando gendmica
populacional, foi identificado uma divisdo no grupo S1, em duas linhagens denominadas
Slae Slb (MUNOZ et al., 2016; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017; TAMAYO et al.,
2017).

O fungo termodimdrfico do género Paracoccidioides é encontrado no meio
ambiente na forma micelial (28°C) e leveduriforme durante a fase parasitaria (37°C)
(PARENTE-ROCHA et al., 2015; CHAVES et al., 2017; MUNOZ et al., 2018). A
infeccdo por Paracoccidioides spp. € adquirida pela inalacdo de conidios infectantes
Suspensos no ar, que ao atingir o epitélio dos alvéolos se diferencia na forma parasitaria
(SCORZONI et al., 2015; TABORDA et al., 2015; ARANTES et al., 2016; MARCOS et
al., 2016). E a doenca ocorre caracteristicamente em pessoas provenientes da zona rural,
que realizam atividades associados ao manejo de solo (DE OLIVEIRA et al., 2015;
CAMACHO; NINO-VEGA, 2017).

Estudos prévios indicam que populacGes susceptiveis podem ser infectadas pelo
fungo, porém ndo desenvolvem a doenca clinica, sendo essa condi¢do conhecida como
paracoccidioidomicose infeccdo (MARTINEZ, 2015; SHIKANAI-YASUDA et al.,
2017).

A paracoccidioidomicose doenga, os individuos apresentam sintomas clinicos, e
pode ser subdividida em forma aguda, subaguda ou cronica (MARTINEZ, 2015;
MARTINEZ, 2017; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). A forma aguda ou subaguda

afeta principalmente criancas e adolescentes, que podem apresentar lesdes disseminadas,
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surgindo apds semanas ou meses apds a infeccdo por Paracoccidioides spp.
(MARTINEZ, 2015; MACEDO et al., 2016; BRAGA et al., 2017).

A forma cronica acomete em sua maioria adultos do sexo masculino, esta forma
da doenca se manifesta de meses a anos apos a infeccao por Paracoccidioides spp. e tem
sido associado a fatores de riscos especificos como alcoolismo e tabagismo (MARTINEZ,
2015; TATAGIBA et al., 2018). A forma residual é uma resposta do hospedeiro ao agente
infectante e consiste em inflamacdo granulomatosa crénica associada a um processo
fibrosante sobrejacente (DE ARAUJO EYER-SILVA et al.,, 2017; SHIKANAI-
YASUDA et al., 2017). Esta resposta fibrosante pode entdo levar a alteracfes anatbmicas
e funcionais ap6s o tratamento do individuo acometido (MARTINEZ, 2015;
VENTURINI et al., 2017).

A paracoccidioidomicose possui um grande impacto na saude pablica das areas
de maior endemicidade (DE OLIVEIRA et al., 2015; FERNANDES et al., 2017), ndo s
pelo relevante nimero de casos, mas também pela cronicidade da doenca, tratamento
prolongado e as frequentes sequelas que incapacitam o individuo de realizar suas
atividades laborais (DE OLIVEIRA et al., 2015; CAMACHO; NINO-VEGA, 2017). A
paracoccidioidomicose é a maior causadora de Gbitos entre as micoses sistémicas no
Brasil, resultando em uma taxa de mortalidade de 1,45 casos por um milhdo de habitantes,
e na regido Norte de 1,8 casos por milhdo de habitantes (COUTINHO et al., 2015; DE
MACEDO et al., 2017; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

Por ndo ser uma doenga de notificagdo compulsoria, a prevaléncia deste agravo
na salde publica € pouco conhecida (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). Portanto, o
objetivo deste estudo foi realizar revisdo de literatura abordando o0s aspectos

epidemioldgicos desta doenca nos estados do Brasil que compdem a Amazonia Brasileira.
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Materiais e Métodos

Trata-se de uma revisdo sistematica, conduzida a partir de uma adaptacdo das
diretrizes propostas no guia “Preferred Reporting Intems for Systematic Reviews and
MetaAnlyses” (PRISMA) (MOHER et al., 2015; SHAMSEER et al., 2015), tendo como
enfoque a identificacdo de estudos sobre paracoccidioidomicose nos estados do Brasil
que compdem a Amazonia brasileira.

Os artigos indexados nas bases Pubmed, Scientific Eletronic Library Online
(Scielo), Web of Science e Google académico foram identificados por dois revisores
durante um periodo de um ano, utilizando os descritores: Paracoccidioides,
paracoccidioidomycosis, brazilian amazona, Acre, Amapa, Para, Tocantins, Rondénia,
Amazonas. Roraima. Apenas artigos publicados em inglés, portugués e espanhol, entre
1950, ano do primeiro relato da doenca na Amazénia Brasileira, a 30 de junho de 2018
foram utilizados na pesquisa para o proposito desta revisao.

Os critérios de inclusdo dos artigos nesta revisdo foram estudos com a descricao
da prevaléncia ou incidéncia da paracoccidioidomicose nos estados do Brasil que
compdem a Amazonia brasileira. Quanto aos critérios de exclusdo, os seguintes estudos
foram considerados inadequados para o0 objetivo proposto: estudos realizados em outras
regides do Brasil e dados de morbimortalidade.

As informagdes epidemioldgicas contidas em todos os trabalhos foram reunidas e
sistematizadas em uma planilha do Excel, com o objetivo de detectar repeticbes de
documentos garantindo maior preciséo e confiabilidade dos resultados. Essa planilha foi
utilizada posteriormente para extrair dados dos estudos selecionados e reunir informacoes
sobre a data e local de publicacdo, exames laboratoriais utilizados para o diagnostico da
doenca e o numero de casos de pacientes positivos para Paracoccidioidomicose. Os

resultados foram analisados utilizando a frequéncia absoluta e relativa.
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Resultados

Foram identificados 3.284 registros: 1.112 no Pubmed, 73 na Scielo, 142 na Web
of Science, 1.957 no Google académico. Um total de 1.278 registros foram replicados
entre as bases de dados e, assim, 2.006 documentos foram identificados.

Ap0s a aplicacao dos critérios de selecdo com leitura dos temas e resumos, 500
documentos foram selecionados, destes apenas 25 artigos foram considerados adequados
para 0s propositos do estudo. A consulta das listas de referéncias desses artigos produziu
outros dois artigos que atenderam aos critérios de selecdo e, portanto, um total de 27

artigos foram lidos e sistematizados (Figura 1).
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Figura 1. Fluxograma da identificacdo e selecdo dos artigos de revisao de literatura
sobre Paracoccidioidomicose na Amazonia Brasileira.
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Entre 1950 a 30 de junho de 2018, 4.515 casos de PCM foram registrados nos
estudos realizados nos estados da Amazonia brasileira (Tabela 1).

Tabela 1. Frequéncia absoluta dos nimeros de casos de paracoccidioidomicose entre
1950-2018 nos estados da Amazonia brasileira.

Estado Periodo N° de casos Referéncias
Para 1950 1 GUIMARAES; MACEDO, 1950
1954 6 AZEVEDO, 1954
1980-1994 91 VERAS, 1995
1988-1996 14 FONSECA et al., 1999
2003 26 PALHETA-NETO etal., 2003
2011 1 PONTES et al., 2011
2012 2 MARQUES-DA-SILVA et al., 2012
2013 1 MULLER; MIRANDA, 2013
Total 142
Rondbénia 1952 2 LEITE, 1952
1983-1986 7 COIMBRA, 1990
1990 2 COIMBRA JR et al., 1994
1991 1 VALLE etal., 1991
1999 2 FORJAZ et al., 1999
1997-2008 1.608 LIMA; ESCOBAR, 2010
1997-2012 2.163 VIEIRA et al., 2014
2011-2014 364 TOYOTANI, 2018
2016 1 ALEIXO etal., 2016
2017 107 DURLACHER, 2017
Total 4.257
Amazonas 1972 1 CASTRILLON etal., 1972
1988 19 TALHARI et al., 1988
2007 1 TALHARI et al., 2007
2011 1 PEREIRA et al., 2011
2011 1 NOGUEIRA etal., 2011
2014 1 SAFE etal., 2014
2016 3 MATSUDA, 2016
Total 27
Tocantins 1985-1996 88 FONSECA et al., 1999
2016 1 COSTA etal., 2016
Total 89
Total Geral 4.515

Ronddnia, apresentou uma alta ocorréncia de casos, com 94,3% (4.257). Nos

estados do Para foram relatados 3,1% (142) casos, Tocantins 1,9% (89) e Amazonas 0,6%
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(27). Em contraste, os estados do Acre, Amapa e Roraima ndo apresentaram nenhum

relato de caso da doenca (Figura 2).
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Figura 2. Frequéncia relativa de casos de paracoccidioidomicose por estado da Amazonia
Brasileira entre 1950-2018.

Para o levantamento das caracteristicas sociodemograficas dos pacientes, foram
utilizados somente 20 artigos, pois, 0s outros sete artigos incluidos nesta revisdo nédo
continham as informacdes necessarias para a realizacdo desta analise.

Os resultados obtidos por meio desta analise indicaram que a faixa etaria mais
frequente foi de 41-70, com 3.273 (74,5%). Em relacdo ao sexo, 3.929 (89,4%) e 509
(11,6%) dos casos foram observados em homens e mulheres, respectivamente. No que se
refere & residéncia, 2.031 (46,2%) e 1.742 (39,7%) residiam em areas urbanas e rurais,
respectivamente. Quanto a atividade profissional 1.659 (37,8%) trabalhavam em alguma

atividade no campo (Tabela 2)
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O consumo que apresentou maior frequéncia foi o tabagismo com 82 (1,9%). Em
relacdo as comorbidades infecciosas e oncoldgicas, 29 (0,7%) pacientes apresentavam
tuberculose, 7 (0,2%) hanseniase, 5 (0,1%) infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia

humana (HIV), 3 (0,1%) por cancer, outros (0,1%) (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas sociodemograficas dos pacientes diagnosticados com
paracoccidioidomicose na Amazonia brasileira entre 1950-2018.

Variavel Total Frequéncia (%) Na&o informados
Idade 122
<20 333 7,6
21-40 900 20,5
41-70 3.273 74,5
Sexo
Masculino  3.929 89,4
Feminino 509 11,6
Area
Urbana 2.031 46,2
Rural 1.742 39,7
Ocupacao
Agricultor  1.659 37,8
Motorista 68 1,5
Construcéo 13 0,3
Outros 241 55
Consumo
Etilista 17 0,4
Tabagista 82 1,9
Comorbidades
Tuberculose 29 0,7
HIV 5 0,1
Cancer 3 0,1
Hanseniase 7 0,2
Leishmaniose 1 0,0
Outros 4 0,1

Das analises mais utilizadas para relatar o diagnostico da PCM, 1.369 (42,5%)
casos foram com base na clinica e epidemiologia, 818 (26,6%) foram detectados por

exame direto, 552 (18,0%) foram diagnosticados por exame histopatoldgico, 226 (7,3%)
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imunodifusdo dupla, 100 (3,3%) cultura, 10 (0,3%) Raio X (Figura 3).
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Figura 3. Frequéncia relativa dos métodos utilizados para o diagnéstico da
paracoccidioidomicose.

Discussao

A paracoccidioidomicose € uma micose granulomatosa sistémica, restrita a
América Latina (CAMACHO; NINO-VEGA, 2017; MENDES et al., 2017; SHIKANAI-
YASUDA etal., 2017). No Brasil, as areas de alta endemicidade compreendem as regides
Sul, Sudeste e Centro Oeste (MENDES et al., 2017). Entretanto, nas Gltimas décadas, a
regido Amazonica foi considerada uma aérea hiperendémica, fator este associado ao
aumento da migracdo populacional, expansdo agricola e pecuaria (COUTINHO et al.,
2015; MARTINEZ, 2015; MARTINEZ, 2017).

Apesar de ser endémica no Brasil, ndo é uma doenga de notificagdo compulséria
e isto proporciona o aumento do numero de casos subnotificados, principalmente na
regido Norte do pais, limitando o conhecimento sobre a real distribuicdo da doenga em
areas de alta e baixa endemicidade (MENDES et al., 2017; SHIKANAI-YASUDA et al.,
2017).

Os casos de PCM s0 séo registrados em estados onde a doenca possui taxas

epidemioldgicas relevantes, justificando a alta frequéncia dos casos em Rondonia por ser



52

um dos poucos estados brasileiros em que a notificacdo da doenca é obrigatoria devido
ao grande namero de casos (VIEIRA et al., 2014).

O Estado de Rondonia apresentou uma frequéncia de 94,3%, e segundo estudos
anteriores uma incidéncia media anual foi de 9,4 / 100.000 pessoas (MARTINEZ, 2017;
SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). Este valor é relativamente alto quando comparado
com a incidéncia anual do Brasil, que é de 1 a 3/ 100.000 pessoas (DO VALLE et al.,
2017; TATAGIBA et al., 2018).

Estudos anteriores associam a frequéncia de PCM no Estado de Rond6nia com as
atividades agricolas, incluindo areas de criacdo de gado, plantio de soja, milho etc., e as
caracteristicas climaticas, como chuvas abundantes e areas Umidas, que favorecem a
propagacdo do fungo, levando ao surgimento de uma area hiperendémica reconhecida
desde a década de 1990 (FORJAZ et al., 1999; VIEIRA et al., 2014; TOYOTANI, 2018).
Além disso, as atividades relacionadas ao manejo de solo sdo associadas ao risco de
infeccdo pelo fungo, indicando que os trabalhadores rurais estdo mais expostos ao
desenvolvimento da doenca (COIMBRA JR et al.,, 1994; VIEIRA et al., 2014;
TOYOTANI, 2018).

O Paré apresentou uma frequéncia de 3,1%, nestes estudos foram feitos relatos
sobre a presenca da doenca em criangas e apontaram este fato como sendo uma das
possiveis formas de se identificar as areas endémicas do estado (VERAS, 1995;
FONSECA et al., 1999). Além disso, o desmatamento foi apontado como sendo umas das
possiveis causas do aumento da doenca na regido (FONSECA et al., 1999).

Os estados do Tocantins (1,9%) e Amazonas (0,6%) apresentaram baixa
endemicidade, e o estado de Acre, Amapa e Roraima ndo possui henhum relato de caso
da doenga. A auséncia ou a baixa endemicidade da doenca em algumas regiGes podem

ser associadas a fatores como, a migracdo humana devido ao longo periodo de laténcia da
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doencas, e as dificuldades enfrentadas durante o diagnostico para a obtencdo de um
fechamento clinico (COUTINHO et al., 2015; ARANTES et al., 2016).

Os Estados do Amapa e Acre ndo possui relatos da doenca, entretanto, foram
realizados inqueridos epidemiologicos com paracoccidioidina revelando um indice de
reatividade de 31,8% e 1,9%, respectivamente (FAVA; FAVA NETO, 1998;
FIGUEIREDO, 2005; FIGUEIREDO, 2011).

A frequéncia da paracoccidioidomicose infeccdo no Estado do Acre e Amapa,
alerta a necessidade de novos estudos com o intuito de determinar a real distribuicao da
doenca nestes Estados, bem como a insercdo do diagndéstico diferencial nas unidades de
salide, para dar um suporte ao diagnostico precoce e tratamento adequando da PCM.

A PCM geralmente se manifesta em pessoas com mais de 30 anos e que podem
ou nao ter estado em contato com o fungo nas primeiras décadas de vida (MARTINEZ,
2015; MENDES et al., 2017; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). Estudos anteriores
mostraram que a faixa etaria de maior prevaléncia foi de 40 a 60 anos e que a doenca
raramente estava presente em criancas e adolescentes (PECANHA et al., 2017,
TRINDADE et al., 2017; DE ARRUDA et al., 2018; DUTRA et al., 2018).

Neste trabalho, a faixa etaria com maior prevaléncia foi a de 41- 70 anos de idade
(74,5%), corroborando com os estudos anteriores que afirmam que a doenca se manifesta
anos depois do contato prévio com o fungo (MENDES et al., 2017). Este fato esta
associado ao uso cronico de alcool, cigarro, assim como também a depressao do sistema
imunoldgico, contribuindo diretamente para o desenvolvimento da doenca (MARTINEZ,
2015; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

A predominancia de pacientes do sexo masculino foi evidente, com 89,4%,

resultados similares foram observados em Sao Paulo (SP), com 85,8% (BELLISSIMO-
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RODRIGUES et al., 2011), e no Espirito Santo (ES), com 93,2% (PECANHA et al.,
2017).

Diversos estudos atribuem este fato, em parte, devido as alteracbes hormonais e
imunoldgicas que ocorrem na mulher. A producdo de estrogénio que inibe a
transformacéo dos conidios em leveduras e também modulam a resposta imune celular
contra o fungo, inibindo a progresséo da doenca (CHADEGANIPOUR; MOHAMMADI,
2015; TATAGIBA et al., 2018). Além disso, a proporcao do sexo masculino envolvidos
em atividades agricolas € maior que a do sexo feminino, justificando a predominéancia do
sexo masculino com a PCM-doenca (TRINDADE et al., 2017).

Em relacéo a area de residéncia, os casos observados em areas urbanas (46,2%) e
rurais (39,7%) foram semelhantes. E importante salientar que deve-se ter cuidado ao
avaliar tais resultados, pois muitos individuos que residem em areas urbanas realizam
atividades laborais relacionadas ao ambito agricola ou mesmo de lazer que geralmente
envolve contato com particulas infectantes, propiciando o desenvolvimento da doenca
(VIEIRA et al., 2014).

No que se refere a ocupacdo profissional, os individuos que realizavam atividades
relacionadas ao manejo do solo, apresentaram maior frequéncia com 37,8%.
Corroborando com os resultados apresentados neste estudo, a grande maioria dos
pacientes com PCM relataram contato atual ou passado com o meio rural devido & sua
profissdo ou residéncia (DE ALMEIDA et al., 2018; DE ARRUDA et al., 2018; DUTRA
etal., 2018).

Neste estudo, 1,9% dos individuos consumiam tabaco, e 0,4% o alcool. Pesquisas
posteriores, afirmam que o tabagismo é um fator predisponente para o desenvolvimento
da doenca, devido alteragOes das atividades mucociliar e as mudancas do sistema

imunoldgico (MAGALHAES et al., 2014). Em relacio a dependéncia do &lcool, acredita-
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se que este seja um cofator de risco ao tabagismo (MARTINEZ, 2017; MENDES et al.,
2017).

Acredita-se que fatores predisponentes da PCM promovem a coinfec¢do com a
tuberculose, leishmaniose, hanseniase etc. Além disso, Paracoccidioides spp. pode ser
oportunista em pacientes com imunidade celular reduzida como resultado de doenca
subjacente ou tratamentos imunossupressores (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

Entre os casos analisados, 49 (1,1%) pacientes apresentaram doencas
concomitantes a PCM, sendo a tuberculose (TB) a mais frequente com 0,6% dos casos.
A coinfeccdo da paracoccidioidomicose com a TB, esta associada a deficiéncia da
producdo de certas citocinas, como a interleucina-12 e 23 e interferon gama, bem como
de seus receptores (FERREIRA et al., 2017).

Os métodos mais utilizados para relatar a frequéncia da doenca foi através de
exames clinicos e epidemioldgicos (42,5%) e exames diretos (26,6%), resultados distintos
foram apresentados em diversos estudos, onde foram utilizados os exames direto e
histopatoldgico para relatar a ocorréncia dos casos (VIEIRA et al., 2014; PECANHA et

al., 2017; DUTRA et al., 2018).

Concluséo

A analise epidemiologica da paracoccidioidomicose na Amazonia brasileira
revelou que o estado de Rondbnia apresentaram uma maior endemicidade, sendo a o
principal grupo de pacientes homem entre 41-70 anos, morador de zona rural, cuja a
principal ocupacdo é a agricultura. A principal forma de diagnostico realizada para

confirmar PCM ¢ o clinico epidemioldgico.
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Resumo

Paracoccidioides brasiliensis e P. lutzii sdo o0s agentes etiolégicos da
paracoccidioidomicose (PCM), uma micose granulomatosa sistémica, endémica na
América Latina, associada a areas rurais e a trabalhadores agricolas. Sabe-se que
Paracoccidioides spp. tem o seu habitat localizado no solo, no entanto a ecologia da
espécie permanece pouco conhecida. Desta forma, este estudo teve por objetivo relatar a
ocorréncia de Paracoccidioides spp. em amostras de solos da Amazonia Sul-Ocidental.
Foram coletadas dez amostras superficiais de solo de dez propriedades rurais localizadas
no municipio de Rio Branco, Acre. O isolamento dos fungos foi realizado por meio do
método de diluicdo seriada, onde foram inoculados 200 pL da dilui¢do 103 em meio CTC
(BDA - Batata, Dextrose e Agar, suplementado com Cloranfenicol, Tiabendazol e
Ciclohexamida) e incubados a 28 °C por 21 dias. Os fungos que apresentaram crescimento
em meio CTC foram transferidos para tubos contendo meio BDA. As col6nias crescidas
foram inoculadas em meio Agar Sabouraud-Dextrose (SDA) e em meio agar infusdo de
cérebro e coracdo de bois (BHI) e incubadas a 28 e 37 °C, respectivamente. Para
identificacdo dos fungos foram observadas as caracteristicas macro e micromorfol6gicos
por meio da técnica de microcultivo. Os isolados foram submetidos a caracterizacao
molecular utilizando a técnica de reacdo em cadeia da polimerase. As sequéncias obtidas
foram analisadas na base de dados do GenBank e uma arvore filogenética foi construida
pelo método de Neighbor Joining. Foram identificados quatro (1,86%) isolados que
apresentaram caracteristicas morfolégicas e morfoconversao caracteristicas do género
Paracoccidioides. A amostras de solo foi submetida a anélise molecular onde revelou
99,0% de identidade com a Gongronella cf. butlerir, no entanto, esta espécie ndo
apresenta semelhangas micromorfoldgica com o isolado em estudo. Estudos futuros seréo
realizados utilizando a técnica de biologia molecular com primers mais especificos, a fim
de determinar a espécie deste isolado.

Palavras-chave: Acre, Amazonia, Paracoccidioidomicose.
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Abstract

Paracoccidioides brasiliensis and P. lutzii are the etiological agents of
paracoccidioidomycosis (PCM), a systemic granulomatous mycosis, endemic in Latin
America, associated with rural areas and agricultural workers. It is known that
Paracoccidioides spp. has its habitat located in the soil, however the ecology of the species
remains little known. Thus, this study aimed to report the occurrence of Paracoccidioides
spp. in soil samples from the South-Western Amazon. Ten soil surface samples were
collected from ten rural properties located in the municipality of Rio Branco, Acre.
Isolation of the fungi was done by the serial dilution method, where 200 uL of the 10-3
dilution in CTC medium (BDA - Potato, Dextrose and Agar, supplemented with
Chloramphenicol, Thiabendazole and Cyclohexamide) were inoculated and incubated at
28 ° C 21 days. Fungi showing growth on CTC medium were transferred to tubes
containing BDA medium. The cultured colonies were inoculated in Sabouraud-Dextrose
Agar (SDA) medium and broth and bull heart (BHI) agar medium and incubated at 28
and 37 ° C, respectively. To identify the fungi, the macro and micromorphological
characteristics were observed through the microculture technique. The isolates were
submitted to molecular characterization using the polymerase chain reaction technique.
The sequences obtained were analyzed in the GenBank database and a phylogenetic tree
was constructed by the Neighbor Joining method. Four isolates (1.86%) were identified
that presented morphological characteristics and morphoconversion characteristics of the
genus Paracoccidioides. The soil samples were submitted to molecular analysis where it
revealed 99.0% identity with Gongronella cf. butleri, however, this species does not
present micromorphological similarities with the isolate under study. Future studies will
be carried out using the molecular biology technique with more specific primers in order
to determine the species of this isolate.

Key words: Acre, Amazon, Paracoccidioidomycosis.
Introducéo

Os estudos sobre 0s aspectos bioldgicos e ecologicos do género Paracoccidioides
vem sendo desenvolvido por varios grupos de pesquisas nos ultimos anos, com o intuito
de isolar este microrganismo em amostras clinicas e ambientais, a fim de obter dados
mais concretos sobre os fatores ecoldgicos que determinam sua distribuicdo geografica
(FRANCO et al., 2000; THEODORO et al., 2005; ARANTES et al., 2013; ARANTES et
al., 2016).

O género Paracoccidioides foi descrito pela primeira vez, em 1908, por Adolf
Lutzii, e atualmente é constituido pelo complexo P. brasilienses e a espécie P. lutzii.
Trata-se de um fungo termodimdrfico que apresentam a forma micelial (saprofitica) a

temperatura de 28 °C e leveduriforme (parasitaria) a 37 °C (RESTREPO et al., 2015; DA
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COSTA et al., 2016; GARCIA-RODAS; NOSANCHUK, 2016). Ambas as espécies
pertencem ao Filo Ascomycota e a Familia Ajellomycetaceae, sendo caracterizados como
0s agentes etiologicos da paracoccidioidomicose (PCM), uma micose granulomatosa
sisttmica (TABORDA et al., 2015; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

A paracoccidioidomicose é adquirida por aerossolizacdo do solo e inalacdo dos
conidios infectantes pelo hospedeiro, que ao atingir o epitélio dos alvéolos pulmonares
convertem-se em leveduras, e consequentemente, leva a progressao da doenca (MENDES
etal., 2017; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017; MUNOZ et al., 2018). A populacio mais
acometida sdo trabalhadores rurais, que realizam atividades de manejo de solo,
predominantemente do sexo masculino e na faixa etaria de 30 a 60 anos, sua fase mais
produtiva, causando um alto impacto socioeconémico (TABORDA et al.,, 2015;
MARTINEZ, 2017; MENDES et al., 2017).

A PCM ¢ endémica em paises da Ameérica Latina, sendo cerca de 80% das
casuisticas relatadas no Brasil, com o0 maior numero de casos assinalado nos estados de
Séo Paulo, Parana, Rio Grande do Sul e Goias (MARTINEZ, 2015; MARTINEZ, 2017).
O Brasil apresenta uma incidéncia anual de 0,71 a 3,7 a cada 100.000 habitantes, e uma
taxa de mortalidade de 1,45 por 1.000.000 habitantes (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017;
BERNARDES FILHO et al., 2018).

Embora o nicho ecoldgico de Paracoccidioides spp. ndo esteja ainda exatamente
determinado (ARANTES et al.,, 2016; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017), estudos
prévios comprovaram que este microrganismo possui um sistema enzimatico capaz de
degradar o material vegetal do solo, indicando ser o seu possivel habitat (PIGOSSO et
al., 2013; ARANTES et al., 2016).

No entanto, as dificuldades enfrentadas pelos estudos ambientais limitam o

entendimento sobre a ecologia e a real distribuicdo desse género em areas endémicas e
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ndo endémicas da PCM (THEODORO et al., 2005; TEIXEIRA et al., 2014; ARANTES
etal., 2016). A identificacdo de areas de risco associadas as diferentes espécies contribui
para um melhor entendimento da biogeografia de Paracoccidioides spp. (ARANTES et
al.,, 2016). Desta forma, este estudo teve por objetivo relatar a ocorréncia de

Paracoccidioides spp. em amostras de solos da Amazonia Sul-Ocidental.

Material e Métodos
Isolamento

Foram coletadas nos meses de Janeio de 2017, dez amostras de solo em dez
fazendas com criac¢des de bovinos leiteiros no Municipio de Rio Branco, Acre (10°59°07”
S;67°07°46” W). Em cada ponto foram coletados aproximadamente, 30 g de solo que
foram armazenadas em sacos plasticos devidamente identificados, conservadas em
temperatura ambiente e encaminhadas em isopor para o Laboratorio de Microbiologia da
Universidade Federal do Acre — UFAC.

As amostras foram processadas no prazo de até 24 horas apds a coleta. O
isolamento dos fungos foi realizado por meio do método de dilui¢do seriada, onde, 2 g de
solo de cada amostra foram transferidas para 18 mL de solucéo de cloreto de sédio (NaCl)
0,9% previamente esterilizada e homogeneizada a 120 rpm a 28 °C durante 1h.
Posteriormente, foram realizadas diluicbes seriadas em uma concentracdo de 101, 102 e
103 (SHARMA et al., 2017).

Foram inoculados 200 pL da diluigio 103 em meio CTC (BDA - Batata, Dextrose
e Agar 42 g, suplementado com Cloranfenicol 0,5 g, Tiabendazol 0,001g e Ciclohexamida
0,25g). Em seguida incubados a 28 °C e observados diariamente durante 21 dias
(FERNANDES et al., 2010). Os fungos que apresentaram crescimento micelial no meio

CTC foram transferidos para tubos contendo meio BDA e incubados a temperatura
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ambiente, apos sete dias de incubacéo os isolados foram avaliados de acordo com as suas

caracteristicas macroscépicas e os semelhantes foram agrupados em morfoespécies.

Caracterizacdo morfoldgica

As colbnias mantidas em meio BDA foram inoculadas em meio Agar Sabouraud-
Dextrose (SDA) e incubado a 28 °C (SILVA-VERGARA et al., 1998). E para demonstrar
a conversao para a forma leveduriforme, as col6nias filamentosas provenientes do meio
SDA foram inoculadas em meio de Agar infusdo de cérebro e coracdo (BHI) e incubadas
a 37 °C (MONTENEGRO et al., 1996).

Para identificacdo dos fungos foram observadas as caracteristicas macro e
micromorfoldgicos por meio da técnica de microcultivo. As estruturas foram coradas com
azul de lactofenol e observadas ao microscopio optico, e classificada de acordo com a sua
morfologia e comparados com a literatura especifica (CHITHRA et al., 2014; BONFIM
et al., 2016; PAN et al., 2016). Os resultados do isolamento foram expressos em

frequéncia absoluta.

Caracterizacdo molecular

Os isolados que apresentaram morfoconversdo e estruturas micromorfoldgicas
caracteristica do género Paracoccidioides spp. foram submetidas a extracdo de acido
desoxirribonucleicos (DNA) gendmico da fase micelial, utilizando o kit comercial
Fungal/Bacterial Miniprep — Zymo Research (SOUZA et al., 2017). Os produtos obtidos
na extracdo foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, para obter a
confirmacéo da extracdo do DNA (THEODORO et al., 2005; ARANTES et al., 2016).

Para amplificacdo foi utilizada a técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction)

com os primers ITS-1 e 4 (55 TCCGTAGGTGAACCTGCGG’) e (5
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TCCTCCGCTTATTGATATGC’) respectivamente, especificos para a regido fingica
universal rRNA ITS1-5.8S-1TS2 (ARANTES et al., 2016; SOUZA et al., 2017). O mix
para cada PCR foi preparando utilizando 17,75 uL de &gua livre de endonucleases
(DEPC), 2,5 uL de tampéo (Mg?* plus), 0,5 pL de 0,2 mM dNTP, 1 uL de cada primer
a0,4 mM, e 0,25 pL de 1 unidades / uL de DNA taq polimerase, para cada reacdo com
um mix de 23 pL de PCR para 2 pL das amostras de DNA (SOUZA et al., 2017).

As condicdes de termociclagem foram: uma desnaturacdo inicial a 95 °C por 2
minutos e 35 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 30 segundos, seguidos por um passo de
anelamento a 55 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C durante 1 minuto, e uma extensdo
final a 72 °C durante 7 minutos (SOUZA et al., 2017).

A purificacdo do produto da PCR foi feita de acordo com o protocolo do kit
comercial DNA Clean & concentrator - Zymo Research.

Os produtos da PCR foram enviados ao Laboratorio Central de Tecnologias de
alto Desenvolvimento (UNICAMP, Sdo Paulo/SP) para sequenciamento capilar
automatico no equipamento 3730XL (Applied Biosystems). O sequenciamento foi
realizado com o primer ITS 1, e as reacdes foram realizadas de acordo com o protocolo
para o 3730XL.

As sequéncias obtidas foram analisadas e editadas no Bioedit 7.0.9.1 (HALL,
1999), alinhadas com as sequéncias da regido (ITS1-5.8S-1TS2) utilizando o programa
ClustalW, posteriormente depositadas nas bases de dados do GenBank, e com o auxilio
do BLAST calculando o indice de similaridade das espécies. Apos a identificacdo das
espécies de interesse, uma arvore filogenética foi construida pelo método de Neighbor
Joining (JUKES; CANTOR, 1969), com auxilio do software MEGA 7.0 (ARANTES et

al., 2016).
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Resultados
Caracterizacdo morfoldgica

Entre os 232 isolados quatro (1,72%) apresentaram morfoconversao e estruturas
caracteristica do género Paracoccidioides, proveniente de trés (30%) propriedades rurais
do municipio de Rio Branco, Acre (Tabela 1).

Tabela 1. Frequéncia relativa e absoluta de fungos isolados de solos de propriedades
rurais do municipio de Rio Branco, Acre.

Fungos Propriedades Rurais  Total FR (%)
Saprofiticos 228 228 98,28
Paracoccidioides spp. 4 4 1,72
Total 232 232

FR (%) = Frequéncia relativa

Os quatro isolados fungicos incubados em meio SDA a 28 °C apresentaram
colbnias brancas, aveludadas, com curtas hifas hialinas aéreas, em analise microscopica
os isolados formaram hifas septadas, com conidios e clamidoconidos (Figura 1). Quando
os isolados foram inoculados no meio BHI a 37 °C foi observado o crescimento de
col6nias de cor creme, e ao analisar microscopicamente constatou-se a presenca de células
arredondas com brotamento simples e multiplos adquirindo a forma classica descrita

como roda de leme (Figura 1D).



70

50 pm

Figura 1. Caracterizacdo macro e micromorfologica do género Paracoccidioides. 1A)
Aspectos da colbnia crescida em SDA a 28 °C. 1B) Hifas septadas com clamidoconidios;
1C) Aspectos da col6nia crescidas a 37 °C em Agar BHI; 1D) Células arredondas com
brotamento simples e maltiplos adquirindo a forma classica descrita como roda de leme.
Aumento de 40X.

Caracterizagao molecular

As sequéncias foram depositas no banco de dados GenBank e os multiplos
alinhamentos obtidos indicaram que os isolados apresentaram 99,0% de identidade com
a Gongronella cf. butlerir (Tabela 2).

Tabela 2. Analise de similaridade dos isolados no GenBank utilizando o programa
algoritmo BLAST.

Isolado Tamanho da sequéncia (pb) Alinhamento significativo ldentidade
4.611 600 pb Gongronella cf. butleri 99,0%
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Paracoccidioides brasiliensis isolate -AY374336.1

100

Paracoccidioides brasiliensis isolate Pb10 AY374339.1

amostra ambiental

Figura 2. Andlise filogenética da sequéncia de rRNA ITS1-5.8S-ITS2 de isolados
ambientais do municipio de Rio Branco, Acre.

Discusséo

Foram isolados quatro (1,72%) fungos com caracteristicas semelhantes ao género
Paracoccidioides. Resultados similares foram encontrados em Botucatu (SP), onde
(0,56%) dos isolados do solo eram fungos termodimorficos (SILVA-VERGARA et al.,
1998).

O isolamento destes microrganismos em amostras de solo € um grande desafio
devido as dificuldades de se recuperar em condi¢des laboratoriais (TERCARIOLI et al.,
2007; TEIXEIRA et al., 2014). A identificacdo destes fungos podem ser influenciados
diretamente pela presenca de outros microrganismos competidores em solo néo estéril e
inibir o crescimento do fungo em meios artificiais, limitando o entendimento da
biogeografia de Paracoccidioides spp. em areas de baixa e alta endemicidade
(TEIXEIRA et al., 2014; BRAGA et al., 2016).

Estes fungos foram isolados de trés (30%) fazendas com criacGes de bovinos

leiteiros, resultados semelhantes foram observados em Botucatu(SP), e Ibid (MG), onde
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todos os isolados eram proveniente de areas agricolas (MONTENEGRO et al., 1996;
SILVA-VERGARA et al., 1998). Estudos anteriores, classificam as atividades
agropecuarias como um fator predisponente para a paracoccidioidomicose, afirmando que
0 desmatamento de areas preservadas expe o solo e altera naturalmente sua conformacéo
quimica, contribuindo para a disseminacdo da infeccdo no homem (MONTENEGRO et
al., 1996; MARTINEZ, 2015; ARANTES et al., 2016; VIEIRA; WEBER, 2017).

No entanto, é importante ressaltar que a maioria dos estudos ndo caracterizam a
composicao do solo analisado, sendo particularmente significativa, pois a composicao do
solo é extremamente complexa, com componentes diversificados que podem influenciar
diretamente na adaptacéo do fungo a natureza (FERREIRA et al., 1990; MONTENEGRO
etal.,, 1996; SILVA-VERGARA et al., 1998).

De acordo com os resultado do isolamento, foi possivel observar que as condigdes
climaticas atuam como elementos determinantes para o desenvolvimento do fungo em
sua fase saprofitica (TERCARIOLI et al., 2007; ALBANO et al., 2015; ARANTES et al.,
2015; MARTINEZ, 2017; HRYCYK et al., 2018). Outras pesquisas também detectaram
o fungo em éreas quentes e umidas (FERREIRA et al., 1990; SILVA-VERGARA et al.,
1998), entretanto, novas variacdes da distribuicdo de Paracoccidioides spp. foram
reveladas, incluindo uma notavel resisténcia a condi¢cbes ambientais adversas, de modo
que a distribuicdo espacial das espécies pode ser maior do que a previamente definida
(ARANTES et al., 2016; HRYCYK, 2018).

De maneira geral, o crescimento e a dispersao deste microrganismo associa-se a
fatores abidtico (MARTINEZ, 2015; ARANTES et al., 2016; DO VALLE et al., 2017,
MARTINEZ, 2017). Desta forma, enquanto altos niveis de umidade aumentam o

crescimento do fungo e a manutencdo no solo, um breve periodo de seca a camada
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superficial do solo, favorece a dispers@o dos conidios por aerossdis (MARTINEZ, 2015;
ARANTES et al., 2016; DO VALLE et al., 2017; MARTINEZ, 2017).

Os isolados apresentaram morfoconversdao e caracteristicas morfolégicos
semelhantes aos descritos na literaturca como sendo Paracoccidioides spp. Estudos
previos constataram que os conidios de P. lutzii sdo alongados em forma de bastonete, e
em contrate, P. brasiliensis apresenta conidios globulares e mais curtos (THEODORO
et al., 2012; TEIXEIRA et al., 2014). Ao avaliar os conidios dos isolados deste estudo,
constatou-se que a presenca de conidios curtos e globulares (Figura 1B), sugerindo que
os isolados pertencem ao género Paracoccidiodes.

A anélise molecular do isolado revelou que 0 mesmo possui 99,0% de identidade
com a Gongronella cf. butleri, um zigomiceto, descrito pela primeira vez em Taiwan, e é
comumente isolado de solos florestais e agricolas, no entanto, também foi encontrado
colonizando o tecido vascular de raizes de coqueiros na india (BABU et al.,2015).

Este microganismo incide amostras de solo de Taiwan, india, Austrélia, Reino
Unido, Estados Unidos, Italia (Biota Taiwanica) e recentemente uma nova ocorréncia foi
registrada na Coréia (Babu et al., 2015). A Gongronella cf. butleri possui col6nias
algodonosas, brancas acizentada e reverso acastanhado, enquanto que na microscopia
revela hifas hialinas, septadas com clamiddsporo intercalar e terminais, ndo apresentando
semelhanca macro e micromorfologica com o isolado deste estudo, visto que 0 mesmo
realiza morfoconversdo (BABU et al.,2015).

Portanto, novas andlises utilizando a técnica da biologia molecular serdo
realizadas utilizando primes mais especificos para o género Paracoccdioides, com o

intuito de identificar a especie do isolado.
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Conclusdes

Foram identificados a presenca de fungos que realizam morfoconversdo e
caracteristica micromorfologicas similares ao género Paracoccidioides spp. em amostras
ambientais do municipio de Rio Branco-Acre. Estas amostras foram submetidas a analise
molecular onde revelou 99,0% de identidade com a Gongronella cf. butleri, no entanto,
ndo ha semelhanca nas caracteristicas macro micromorfologica da Gongronella cf. butleri
com isoladado em estudo. Desta forma, estudos futuros serdo realizados utilizando a
técnica de biologia molecular com primers mais especificos, a fim de determinar a espécie

deste isolado.
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Resumo

A paracoccidioidomicose (PCM) ¢é infeccdo flngica que tem como agente etiologico os
fungos termodimorficos pertencentes ao complexo Paracoccidioides brasiliensis e P.
lutzii. A PCM é endémica na Ameérica Latina, e um grave problema de satde publica no
Brasil. No entanto, os trabalhos acerca da doenca na Amazonia séo escassos, além disso,
a infeccdo ndo é de notificacdo compulséria, desta forma, pouco se conhece em relacdo a
frequéncia da doenca no Acre. O objetivo desse trabalho foi verificar a ocorréncia de
Paracoccidioides spp. em amostras de escarro de pacientes sintomaticos respiratorios
suspeitos de Tuberculose pulmonar no municipio de Rio Branco-Acre. Entre Novembro
de 2018 a Janeiro de 2019 foram coletados amostras de escarro de pacientes com suspeita
de tuberculose pulmonar atendidos em Unidades de Referéncia de Atengdo Primaria
vinculadas ao Sistema Municipal de Saude. Foi realizada pesquisa direta e cultivo de
fungos das amostras de escarro. As amostras que apresentaram caracteristicas do género
Paracoccidioides no exame direto e cultivo, foram submetidas a caracterizacdo
molecular. Das 17 amostras de pacientes suspeitos de Tuberculose Pulmonar, 16 (94,1%)
foram negativas para o exame direto e 1 (5,9%) apresentou elementos leveduriformes
multibrotantes compativeis com o género Paracoccidioides. Na cultura, 15 (88,2%)
amostra foram negativas, 1 (5,9%) apresentou crescimento flngico caracteristico de
Paracoccidioides spp., e 1 (5,9%) apresentou contaminacdo. Durante os trés meses de
estudo a PCM apresentou uma frequéncia de 5,9%. A analise molecular do isolado
revelou que o mesmo possui 93,0% de identidade com Paracoccidioides brasiliensis. Um
paciente suspeito de tuberculose foi diagnosticado com paracoccidioidomicose no
municipio de Rio Branco, Acre. Novas anélises utilizando a técnica da biologia molecular
serdo realizadas utilizando primers mais especificos para a especie P. lutzii e o complexo
P. brasiliensis com o intuito de determinar a identidade do isolado clinico.

Palavra-chave: Acre; Micose sistémica; Paracoccidioidomicose.
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Abstract

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a fungal infection whose etiologic agent is the
thermodymorphic fungi belonging to the Paracoccidioides brasiliensis and P. lutzii
complex. PCM is endemic in Latin America, and a serious public health problem in
Brazil. However, the work on the disease in the Amazon is scarce, in addition, the
infection is not of compulsory notification, in this way, little is known in relation to the
frequency of the disease in Acre. The objective of this work was to verify the occurrence
of Paracoccidioides spp. in sputum samples from respiratory symptomatic patients
suspected of pulmonary tuberculosis in the city of Rio Branco-Acre. Between November
2018 and January 2019, sputum samples were collected from patients suspected of
pulmonary tuberculosis treated at Primary Care Reference Units linked to the Municipal
Health System. Direct examination and fungal culture of the sputum samples were
performed. The samples that presented characteristics of the genus Paracoccidioides in
the direct examination and culture, were submitted to the molecular characterization. Of
the 17 samples from patients suspected of pulmonary tuberculosis, 16 (94.1%) were
negative for the direct examination and 1 (5.9%) had multibreed yeast-resistant elements
compatible with the genus Paracoccidioides. In the culture, 15 (88.2%) samples were
negative, 1 (5.9%) presented fungal growth characteristic of Paracoccidioides spp., and
1 (5.9%) presented contamination. During the three months of study PCM presented a
frequency of 5.9%. Molecular analysis of the isolate revealed that it had 93.0% identity
to Paracoccidioides brasiliensis. A patient suspected of tuberculosis was diagnosed with
paracoccidioidomycosis in the municipality of Rio Branco, Acre. New analyzes using the
molecular biology technique will be performed using more specific primers for the
species P. lutzii and the complex P. brasiliensis with the purpose of determining the
identity of the clinical isolate.

Keyword: Acre; Systemic mycosis; Paracoccidioidomycosis.

Introducéo

A paracoccidioidomicose é uma doenca infecciosa, cronica, sistémica e
progressiva, que tem como agente etiolégico, o fungo termodimérfico pertencente ao
complexo Paracoccidioides brasiliensis e P. lutzii (MENDES et al, 2017;
COMPARATO FILHO et al., 2018; SANABRIA PENA et al., 2018).

A infeccdo ocorre através da inalacdo de propégulos infecciosos, que ao atingir 0s
alvéolos pulmonares se diferenciam em levedura, e consequentemente, leva a progressao
da doenca (MENDES et al., 2017; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017; MUNOZ et al.,

2018). A populagdo mais acometida sdo trabalhadores rurais, que realizam atividades de
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manejo de solo, predominantemente do sexo masculino e na faixa etaria de 30 a 60 anos,
sua fase mais produtiva, causando um alto impacto socioecondmico (TABORDA et al.,
2015; MARTINEZ, 2017; MENDES et al., 2017).

A PCM esta geograficamente limita & América Latina, cerca de 80% dos casos
ocorrem no Brasil, seguidos pela Colémbia e Venezuela (PECANHA-PIETROBOMON;
COLOMBO, 2019). No Brasil, estima-se que a incidéncia da doenca em areas endémicas
varia de trés a quatro novos casos por milhdo de habitantes e de um a trés novos casos
por 100.000 habitantes anualmente (MUNOZ et al., 2016; SHIKANAI-YASUDA et al.,
2017; DUTRA et al., 2018; MUNOZ et al., 2018).

A maior ocorréncia de casos de PCM no Brasil sdo reportados nas regides Sul,
Sudeste e Centro-oeste (MARTINEZ, 2015). Entretanto, um aumento progressivo no
nimero de casos vem sendo registrado em éareas de colonizacdo submetidas ao
desmatamento nos ultimos anos, como partes do Tocantins, Para, Mato Grosso,
Rond6nia, Acre, na qual a PCM pode ser considerada uma micose sistémica emergente
(MARTINEZ, 2015; MARTINEZ, 2017).

Estudos anteriores afirmam que a regido Amazodnica reune condicdes fisiografias,
e desenvolvem atividades agricolas que favorecem a ocorréncia do Paracoccidioides spp.
(FONSECA et al., 1999; COUTINHO et al., 2015; MARTINEZ, 2017). Recentemente,
Rond6nia registrou uma incidéncia anual de 9,4 casos por 100.000 habitantes,
classificando a regido Amazodnica como uma potencial zona endémica (VIEIRA et al.,
2014; MARTINEZ, 2015).

No estado do Acre, apenas dois estudos foram realizados para determinar a
ocorréncia da infeccdo atraves de testes intradérmicos, apresentando um indice de
reatividade para paracoccidioidomicose de 34,1% e 41,2%, respectivamente

(FIGUEIREDO, 2005; FIGUEIREDO, 2011). E importante salientar que o estado do
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Acre apresenta condi¢bes ambientais favoraveis ao desenvolvimento da PCM, alertando
a necessidade de novos estudos a fim de obter uma melhor distribuicdo da doenca.

Os casos de paracoccidioidomicose cronica podem passar despercebidos, pois, as
manifestacdes pulmonares assemelham-se clinica e radiologicamente a tuberculose.
Assim, a presente proposta tem por objetivo verificar a ocorréncia da doengca em amostras
de escarro de pacientes sintomaticos respiratorios suspeitos de Tuberculose pulmonar no

municipio de Rio Branco, Acre.

Material e Métodos
Coleta de Dados

Foram coletadas 17 amostras de escarro de pacientes suspeitos de Tuberculose
pulmonar atendidos nas Unidades Referéncia de Atencdo Primaria (URAP) Ary
Rodrigues, Augusto Hidalgo Lima e na Policlinica Barral y Barral do municipio de Rio
Branco-Acre entre o periodo de novembro de 2018 a Janeiro de 2019.

O processamento das amostras foi realizadas no laboratdrio de Microbiologia da
Universidade Federal do Acre, e apds a analise, as amostras de escarro foram
armazenadas em um biorrepositorio no Laboratorio Central do Estado do Acre (LACEN).
Ao termino da pesquisa, as amostras foram autoclavadas no LACEN, no setor de
esterilizacdo para a eliminacdo de qualquer risco biol6gico, armazenados em sacos
brancos contendo o simbolo de risco biolégico e por fim encaminhados ao descarte de

residuos do municipio segundo a RDC/ANVISA n° 306 de 07/12/2004 (BRASIL, 2004).

Caracterizacdo morfoldgica
Foram adicionados em tubo conico 5 mL da porcdo purulenta da amostra de
escarro, 1 mL de de fluimicyl (N-acetil-L-cistéina) e 4 mL de citrato de sédio 10%, em

seguida, a amostra foi homogeneizada e centrifugada por 10 minutos a 5.000 rpm
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(BRASIL, 2004). Apos centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado, e apenas o
sedimento foi utilizado para a preparacao das laminas e inoculagdo em meio de cultura.

Com o auxilio de um swab, as amostras de escarro foram adicionadas em trés
laminas distintas, e posteriormente, incorporadas hidroxido de potassio (KOH) a 10%,
azul de lactofenol e tinta nanquim, respectivamente. O escarro, entdo, foi examinado entre
lamina e laminula em microscopio Optico no aumento de 40x. As amostras foram
consideradas positivas para Paracoccidioides spp., quando identificado células fangicas
com multiplos brotamentos e parede celular birrefringente (LACAZ et al., 1991;
MATUTE et al., 2006).

As amostras de escarro foram inoculadas em duplicata em meio de Agar
Sabouraud, Agar Mycosel, Agar infusio de cérebro e coracio (BHI) e Agar de sementes
do niger (NSA), e incubadas as temperaturas de 30 °C e 37 °C durante 4 semanas, €

inspecionadas uma vez por semana (LACAZ et al., 2002).

Caracterizacdo Molecular

As amostras que apresentaram positividade no exame direto e cultura foram
submetidas a extracdo de &cido desoxirribonucleicos (DNA) total da fase micelial,
utilizando o kit comercial Fungal/Bacterial Miniprep — Zymo Research (SOUZA et al.,
2017). Os produtos obtidos na extracdo foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 1,5% (THEODORO et al., 2005; ARANTES et al., 2016).

A amplificacdo foi realizada empregando a técnica de PCR (Polymerase Chain
Reaction) sendo utilizada os primers ITS-1 e 4, denominados (5’
TCCGTAGGTGAACCTGCGG’) e (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC)
respectivamente, especificos para a regido fungica universal rRNA 1TS1-5.8S-1TS2
(ARANTES et al., 2016; SOUZA et al., 2017). O mix para cada PCR foi preparando
utilizando 17,75 pL de agua livre de endonucleases (DEPC), 2,5 uL de tampao (Mg?*

plus), 0,5 pL de 0,2 mM dNTP, 1 pL de cada primer a 0,4 mM, e 0,25 pL de 5
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unidades/ pL de DNA taq polimerase, para cada reacdo com um mix de 23 pL de PCR
para 2 pL das amostras de DNA (SOUZA et al., 2017).

As condigOes de termociclagem foram: uma desnaturagéo inicial a 95 °C por 2
minutos e 35 ciclos de desnaturacéo a 95 °C por 30 segundos, seguidos por um passo de
anelamento a 55 °C por 30 segundos e extensao a 72 °C durante 1 minuto, e uma extenséo
final a 72 °C durante 7 minutos (SOUZA et al., 2017).

A purificacdo foi feita de acordo com o protocolo do kit comercial DNA Clean &
concentrator - Zymo Research.

Os produtos da PCR foram enviados ao Laboratério Central de Tecnologias de
alto Desenvolvimento (UNICAMP, S&o Paulo/SP) para sequenciamento capilar
automatico no equipamento 3730XL (Applied Biosystems). O sequenciamento foi
realizado com o primer ITS 1, e as reacdes foram realizadas de acordo com o protocolo
para o 3730XL.

As sequéncias obtidas foram analisadas e editadas no Bioedit 7.0.9.1 (HALL,
1999), alinhadas com as sequéncias da regido (ITS1-5.8S-1TS2) utilizando o programa
ClustalW, posteriormente depositadas nas bases de dados do GenBank, e com o auxilio
do BLAST calculando o indice de similaridade das espécies. Apds a identificacdo das
espécies de interesse, uma arvore filogenética foi construida pelo método de Neighbor
Joining (JUKES; CANTOR, 1969), com auxilio do software MEGA 7.0 (ARANTES et

al., 2016).

Aspectos éticos
Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
HCA/FUNDHACRE, parecer N° 2.987.220 2081 CEP / HCA/FUNDHACRE, CAAE —

95076618.6.0000.500 (em anexo).
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Resultados
Caracterizacdo morfoldgica

Foram realizados os exames direto e cultivo em 17 amostras de escarro coletadas
de pacientes suspeitos de Tuberculose Pulmonar. Por meio do exame direto, foi
identificado um fungo do género Paracoccidioides, com estruturas leveduriformes
multibrotantes cléssicas, em uma (5,9%) amostra (Figura 1). A auséncia de estruturas

fangicas foi registrada em 16 (94,1%) das amostras (Tabela 1).

Figura 1. Caracterizacdo micromorfoldgica do género Paracoccidioides em amostra de
escarro de pacientes suspeitos de tuberculose por meio do exame direto. Aumento de 40X.

Com relagdo ao cultivo, foi observado crescimento fangico caracteristico do
género Paracoccidioides em uma amostra (5,9%). Além disso, foi registrado auséncia de
desenvolvimento micelial em 15 (88,2%) amostras e contaminacéo por fungos saprofitas
em uma (5,9%) (Tabela 1).

Tabelal. Frequéncia absoluta e relativa da analise do exame direto e cultura de
pacientes suspeitos de Tuberculose Pulmonar.

Exame direto Cultivo
Positivo 1(5,9 %) 1 (5,9%)
Negativo 16 (94,1%) 15 (88,2%)
Contaminacéao - 1 (5,9%)

Total 17 17
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Foi realizada a anélise macro e micromorfolégica do isolado fungico apds 21 dias
de incubacdo em diferentes condicdes de cultivo. Foi observado col6nia branca,
aveludada, hifas septadas, com conidios e clamidoconidos em meio SDA a 30 °C (Figura
2A e 2B) e colbnia de cor creme, ceribriforme, células arredondas com brotamento
simples e multiplos em meio BHI a 37 °C, indicando o dimorfismo caracteristico do

género Paracoccidioides (Figura 2C e 2D).

Figura 2. Caracterizagdo macro e micromorfoldgica do género Paracoccidioides
proveniente de amostras de escarro de pacientes suspeitos de Tuberculose Pulmonar. A.
Aspectos da col6nia crescida em SDA a 30°C. B. Hifas septadas com conidios intercalares
e terminais. C. Aspectos da coldnia crescidas a 37°C em Agar BHI. D. Células arredondas
com brotamento simples e multiplos. Aumento de 40X.
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Caracterizacdo molecular

As sequéncias foram depositas no banco de dados GenBank e os multiplos
alinhamentos obtidos indicaram que os isolados apresentaram 93,0% de identidade com
Paracoccidioides brasiliensis (tabela 2).

Tabela 2. Analise de similaridade dos isolados no GenBank utilizando o programa
algoritmo BLAST.

Isolado Tamanho da sequéncia (pb) Alinhamento significativo  Identidade
4.611 600 pb Paracoccidioides 93,0%

brasiliensis

Paracoccidioides brasiliensis isolate -AY374336.1

100

Paracoccidioides brasiliensis isolate Pb10 AY37 4339.1

Amostra chica

Figura 3. Analise filogenética da sequéncia de rRNA ITS1-5.8S-ITS2 de isolados
clinicos do municipio de Rio Branco, Acre.

Discusséo

Mundialmente, as infec¢des fungicas causam cerca de 1,6 milhdes de obitos por
ano (COLE et al., 2017; DE ARRUDA et al., 2018), sendo estimados em 10 milhdes o
numero de latino americanos infectados com Paracoccidioides (QUEIROZ-TELLES et
al., 2017). No Brasil, a paracoccidioidomicose é classificada como a oitava causa de

mortalidade entre as infec¢es crdnicas ou recorrentes, com incidéncia de 1 a 3,7 casos
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por 100.000 habitantes, anualmente (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017; DE ARRUDA
etal., 2018; DUTRA et al., 2018).

As regides Sudeste, Sul e Centro-Oeste possuem maior casuistica. Estudos
retrospectivos, realizados no estado do Espirito Santo relatam 441 e 161 casos de
paracoccidioidomicose confirmados nos anos de 2017 e 2018, respectivamente
(PECANHA et al., 2017; DUTRA et al., 2018). Além disso, dois relatos de casos foram
realizados no estado de Minas Gerais (BERNARDES FILHO et al., 2018) e 102 casos
diagnosticados no estado do Parand (LOTH et al., 2011)..

A ocupacéo e colonizagdo de terras na Amazonia, promoveu um movimento de
migracao interna e expansao agricola no extremo oeste da Amazonia brasileira, levando
ao surgimento de uma area hiperendémica de paracoccidioidomicose centrada no estado
de Ronddnia e reconhecida desde a década de 1990 (VIEIRA et al., 2014; MARTINEZ,
2017). Além disso, entre os anos de 1997 a 2012, foram relatados 2.163 casos
confirmados em Rondénia (VIEIRA et al., 2014).

No entanto, a paracoccidioidomicose ainda € considerada uma doenca
subnotificada e pouco se sabe sobre a sua ocorréncia (QUEIROZ-TELLES et al., 2017).
No Estado do Acre, dois estudos retrospectivos utilizando o teste intradérmico com
paracoccidioidina foram realizados durante os anos de 2005 e 2011, demonstrando uma
incidéncia de (41,2%) e (34,1%), respectivamente (FIGUEIREDO, 2011).

Portanto, a identificacdo de um paciente com infeccdo flngica causada pelo
Paracoccidioides spp. na regido de estudo indica a ocorréncia e possivel subnotificagdo
de casos, salientando a importancia da realizacdo de estudos prospectivos com o intuito
de identificar a frequéncia da doenga no municipio de Rio Branco-Acre.

A coinfeccéo da tuberculose (TB) com paracoccidioidomicose tem sido relada em

aproximadamente 20% dos casos (MENDES et al., 2017; SHIKANAI-YASUDA et al.,
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2017). Em regides com alta prevaléncia de tuberculose, como o estado do Acre, a
identificacdo de infeccbes fangicas pulmonares € um grande desafio, pois as
manifestacdes clinicas e radiologicas assemelham-se a tuberculose pulmonar crénica
(SEYEDMOUSAVI et al., 2015; BHUTIA; ADHIKARI, 2017; SALZER et al., 2018).

O relato de um paciente com sintomatologia respiratéria suspeita de tuberculose
pulmonar infectado por Paracoccidioides no municipio de Rio Branco, Acre, indica a
importancia da realizacdo de exames para o diagndstico diferencial.

O paciente positivo para paracoccidioidomicose era do sexo masculino, 43 anos
de idade, fazia uso constante do tabaco e era proveniente da zona rural do municipio de
Xapuri-Ac. Corroborando com os resultados apresentados neste estudo, a maioria dos
pacientes com PCM apresentam maior prevaléncia em individuos do sexo masculino
entre 30 a 60 anos de idade (MARTINES et al., 2015; MATINEZ et al., 2017).

Esta frequéncia estar associada a auséncia do hormonio beta- estradiol, que inibe
a conversao da forma micelial em leveduriforme e consequentemente a progressdo da
doenca, assim como também a maior exposi¢do ao fungo durante as atividades agricolas
(MARTINEZ et al., 2015).

Além disso, diversos estudos relatam que 90% dos pacientes na forma cronica da
doenca sdo fumantes, e que a probabilidade dos mesmos de desenvolver a doenca € de 14
vezes maior quando comparado a um ndo fumante, pois o uso constante do tabaco provoca
alteracdes na atividades mucociliar e as mudancas do sistema imunoldgico favorecendo
0 desenvolvimento da doenga (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017; MARTINEZ et al.,
2017; DE ARRUDA et al., 2018; DUTRA et al., 2018).

O exame utilizado pode influenciar diretamente no diagndstico da
paracoccidioidomicose. No Mato Grosso do Sul (MS) (66,2%) pacientes foram

confirmado com PCM, por meio da imunodifusdo dupla (GEGEMBAUER et al., 2014).
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As técnicas soroldgicas sdo geralmente mais simples que a cultura e muito Uteis no
diagnostico e acompanhamento de pacientes com PCM (ZANCOPE-OLIVEIRA et al.,
2014).

No entanto, uma variedade de preparacdes antigénicas, tem sido aplicada nos
testes soroldgicos, 0 que resultou em alta reatividade cruzada, um dos mais persistentes
problemas encontrados na literatura. sorodiagnostico. Além disso, essas preparacdes
antigénicas apresentam variabilidade antigénica, dificultando a padronizacdo da técnica
de diagnostico (ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2014; MENDES et al., 2017) .

Um paciente do sexo masculino, residente no municipio de Teixerdpolis em
Rondo6nia foi diagnosticado com a doenca por meio de exames histopatologicos (DE
SOUZA GOMIDE et al., 2019). Os exames histopatoldgicos apresentam alta
sensibilidade e custo efetivo (GUARNER; BRANDT, 2011). O histopatoldgico fornece
um diagnostico fidedigno através da identificacdo de células leveduriformes, assim como
também a avaliacdo da interacdo parasita-hospedeiro que reflete o grau de gravidade da
infeccdo (MORETO et al., 2011).

Atualmente, varios métodos moleculares para identificar e distinguir espécies
fangicas estdo sendo aplicadas como diagndstico. No entanto, essas técnicas nao sao
padronizadas para uso rotineiro nos laboratorios de salde publica. Além disso, a
sensibilidade e especificidade desses métodos moleculares ndo sao mais altas do que as
da histopatologia (MORETO et al., 2011).

A forma classica para o diagnostico da PCM é o exame direto e cultivo, utilizado
neste trabalho para identificar o isolado fingico Esta técnica é de baixo custo e facil
execucdo (ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2014). Entretanto, requer profissionais
qualificados para a realizacéo das anélises, assim como também a baixa carga parasitaria

pode influenciar na identificagdo do microrganismo e o crescimento lento na cultura,
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expde os profissionais ao risco de contaminacao biologica (ZANCOPE-OLIVEIRA et al.,
2014; MENDES et al., 2017).

Além disso, esse método ndo possibilita a diferenciacdo entre as espécimes
cripticas do complexo P. brasiliensis e P. lutzii, j& que a Unica diferenca morfologica
entre eles é a morfologia dos conidios (TEIXEIRA et al., 2013).

Utilizando as técnicas de biologia molecular foi possivel identificar que o isolado
possui 93,0% de identidade com o Paracoccidioides brasiliensis. Estudo futuros
utilizando primers mais especificos serdo realizados a fim de elucidar a identidade do

isolado.

Concluséo

Um paciente suspeito de tuberculose pulmonar do sexo masculino, proveniente de
areas rurais do Estado Acre foi diagnosticado com paracoccidioidomicose no municipio
de Rio Branco, Acre. Novas analises utilizando a técnica da biologia molecular serdo
realizadas utilizando primers mais especificos para a especie P. lutzii e o complexo P.

brasiliensis com o intuito de determinar a identidade do isolado clinico.
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CONCLUSOES GERAIS

A andlise epidemioldgica da paracoccidioidomicose na Amazénia Brasileira
revelou que o estado de Rondonia apresenta uma alta frequéncia da doenca.
Foram identificados a presenca de fungos com caracteristica do género

Paracoccidioides spp. em solos da Amazénia Sul Ocidental.

Um caso confirmado de paracoccidioidomicose foi relatado no estado do Acre.
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Apresentagao do Projeto:
APRESENTAGAO DO PROJETO

A Paracoccidioidomicose é causada por fungos do género P: ocorrendo i 1te na

América Latina, pri

na América do Sul, onde o Brasil é o pais com maior nimero de casos. As

regides Sul, Sudeste, Centro Oeste e a A onia sdo areas d é Na maioria dos
balhos publi a espéci lvida é P idioi iliensis, porém em Rondbnia, estado que
compde a Amazénia Ocidental, houve identificagao de uma nova espécie, P. lutzii. Os acerca da
p idioi i naA ia sdo e como tal infecgdo nédo é de notificagdo compulséria,
pouco se conhece em relagao aos asp pidemiolégicos, clinicos e micolégicos da
paracoccidioidomicose que afeta a populaga O objetivo desse projeto é descrever o perfil clinico-
pidemiolégi l6gi lecular de paci idos por p idiodomi na cidade de Rio
Branco-Acre. Serao coletadas 500 amostras de escarro e sangue de paci com suspeita de tub 1
pulmonar atendidos nas Unidades de Referéncia de Atengdo Primaria (URAP) Augusto Hidalgo de Lima,
Roney Meireles e a Polinica Barral y Barral vincul; ao Sistema Municipal de Saide (SEMSA) e serdao

encaminhados ao Laboratério Central de Saude Publica do Acre (LACEN), vinculado Secretaria Estadual de
Saude do Acre. As amostras de
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escarro passarao por pesquisa direta com KOH, cultivo em Mycosel e pesquisa por reagcao em cadeia da
polimerase (PCR) de Paracocccidioides spp. As linhagens isoladas de Paracocccidioides spp. obtidos serao
submetidos a sequenciamento para determinagao da espécie isolada. As amostras de sangue serao
centrifugadas e no soro sera realizada a pesquisa de anticorpos Ac-P. brasiliensis e Ac-P. lutzii utilizando a
técnica de imunodifusao direta. Para a avaliagao do perfil epidemilégico, os pacientes preencherao um
questionario epidemiolégico. Uma vez confirmado o diagnéstico laboratorial da micose por exame
micoldgico direto, cultura, PCR ou sorologia, os pacientes serao contactados através dos dados pessoais
fornecidos no momento da abordagem inicial, encaminhado ao Servigo de Assisténcia Especializada (SAE)
e atendidos por médicos infectologistas, e serao avaliados em relagao ao tratamento, se ambulatorial ou
internagao hospitalar com os medicamentos adequados (itraconazol, sulfametozaxol + trimetoprim ou
anfotericina B). Todos os pacientes que assinarem o termo de consentimento para participar do projeto
serao acompanhados em todas as etapas do projeto e no SAE pelo tempo necessario para finalizagao do
tratamento e cura.

Objetivo da Pesquisa:
OBJETIVO PRIMARIO: Estudar os aspectos clinico, epidemiolégico, sorolégico e molecular da
Paracoccidioidomicose Pulmonar em Rio Branco, Acre, Brasil.

OBJETIVO SECUNDARIO:

Subprojeto 1: Investigar a presenga de Paracoccidioides spp. em amostras de escarro de pacientes com
suspeita de Tuberculose pulmonar;

Subprojeto 2: Comparar a sensibilidade e especificidade da PCR com a pesquisa direta Paracoccidioides
spp. em amostras de escarro de pacientes com suspeita de Tuberculose pulmonar;

Subprojeto 3: Realizar a pesquisa de anticorpos para Paracoccidioides spp. em amostras de soro de
pacientes com suspeita de Tuberculose pulmonar;

Subprojeto 4: Descrever os aspectos epidemiolégicos dos pacientes confirmados com presenca de
Paracoccidioides spp. em amostras de escarro;

Subprojeto 5: Observar os aspectos clinicos dos pacientes confirmados com presenca de Paracoccidioides
spp. em amostras de escarro.
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Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

BENEFICIOS: A detengdo dos casos de Paracoccidioidomicose pulmonar por métodos micolégicos,
sorolégicos ou molecular € um beneficio direto para o participante que tera um diagnéstico sobre o processo
infeccioso que esta desenvolvendo e a assim possibilitar acompanhamento médico e tratamento.

A obtengao do perfil epidemiolégico dos pacientes ira contribuir com estudos prospectivos que permitirdo um
mapeamento da doenga no municipio de Rio Branco.

RISCOS: Para analise dos dados micoldgicos, sorolégicos, molecular e clinico sera utilizada estatistica
descritiva.

Sera utilizado o programa SPSS (Statistical Package for Social Sciences) para a construgao de um banco
de dados com as caracteristicas epidemioldgicas dos pacientes, a partir do questionario misto respondido
pelos participantes da pesquisa. A medida de associagao utilizada sera o Odds Ratio (OR) e sua
variabilidade sera avaliada por meio do intervalo de confianga de 95 %. Os testes estatisticos utilizados para
as amostras pareadas serao o teste t de Student para comparagao de médias e o nao paramétrico Qui-
quadrado para comparagao de proporgdes. O nivel de significancia estatistica considerado sera de 5 % (P
0,05). A analise descritiva sera realizada com calculo de média e desvio-padrao para variaveis quantitativas
e proporgao de casos para variaveis qualitativas.

3. Aspectos Eticos

3.1 Riscos, providéncias e cautelas

A pesquisa apresenta risco de constrangimento para os participantes, pois como critério de inclusao, este
deve ser sintomatico respiratério com suspeita de tuberculose pulmonar, doenga ha séculos com estigma
social e cultural. Para minimizar este risco, o paciente sera abordado de forma particular, e posteriormente
levado a uma sala privada para ser explicado o objetivo e metodologia do trabalho.

Para coleta de escarro, todos os coletores serao identificados com nimero de registro antes de ser entregue
ao paciente para evitar possiveis trocas de amostras e o desconforto de uma nova coleta. Durante a espera
para a entrega das amostras de escarro em um ambiente fechado e sem ventilagao os pacientes suspeitos
de tuberculose pulmonar podem transmitir e se expor a outros tipos de doenga. Desta forma, os mesmos
serao acomodados em ambientes arejados, e o atendimento sera agil de forma que estes ndo permanegam
aglomerados por muito tempo.
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Para a coleta de sangue, todos os materiais utilizados durante a pungao venosa serao descartaveis,
evitando assim o risco de contaminagao dos pacientes pelo uso de seringas e agulhas. A identificagao,
coleta, manuseio e armazenamento do material biolégico sera realizado de forma cautelosa para evitar a
perda de amostras, e consequentemente preservar o paciente para que este nao passe pelo desconforto de
uma nova coleta, assim como evitar o diagnostico tardio.

A execugao inadequada da coleta e pressao local da pungao sao fatores que contribuem para a formagao
de hematomas no tecido dos pacientes. Para evitar a formagao de hematomas o flebotomista sera realizada
a coleta com cautela, alertado o paciente para que nao dobre o brago apds o termino da coleta, a agulha ira
penetrar apenas a parede superior da veia, o torniquete sera de apenas um minuto e caso seja observado a
formagao de hematomas a coleta sera interrompida, retirando o torniquete, a agulha e posteriormente o local
pressionado com algodao.

A pesquisa epidemiolégica e clinica apresenta risco de constrangimento para os participantes pela
declaragdo das suas informagdes pessoais e de carater epidemiolégico, assim como a associagao de
resultados positivos com os respectivos pacientes, para minimizar esse risco as amostras e questionarios
seréo identificados por niumero para resguardar a identidade do paciente.

Os pesquisadores responsaveis assinaram um termo de privacidade e confiabilidade dos dados que sera
entregue ao participante, como também durante a aplicagdao do questionario partiram do principio da
impessoalidade, comportando-se de forma imparcial quanto as respostas dos participantes, respeitando em
toda a etapa da pesquisa a dignidade, a liberdade e a autonomia do ser humano, garantindo manter o mais
amplo, absoluto e restrito sigilo profissional durante e apés o término da pesquisa. Os resultados obtidos na
pesquisa serdo utilizados para fins cientificos, e assim a identidade dos pacientes participantes sera
resguardada

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

COMENTARIOS E CONSIDERAGOES SOBRE A PESQUISA:

Trata-se de um estudo observacional descritivo, de corte transversal, com recrutamento prospectivo de
pacientes ao longo de um ano.

Por nao ser uma doenga de notificagao compulséria, poucos sao os dados a respeito da incidéncia de
Paracoccidioidomicose na regido Amazénica, inclusive no estado do Acre, onde existe uma lacuna a
respeito destas informagoes. Esta proposta, preconiza, investigar a incidéncia desta micose na cidade.
O trabalho é o primeiro com este enfoque especifico e de tao complexa busca em Rio Branco, visto pelo
periodo de um ano ser analisadas amostras de escarro e soro de pacientes suspeitos de
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tuberculose pulmonar, com a qual muitas vezes a paracoccidioidomicose € confundida ou ainda o paciente
pode estar co-infectado. A implementag@o de métodos diagnésticos possibilitara o tratamento de pacientes
que evoluiram com sequelas graves e distarbios funcionais que podem resultar no 6bito do paciente.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
CONFORMIDADE COM RESOLUGAO N° 466, DE 12 DE DEZEMBRO DE 2012

Recomendacgoes:
PROJETO EM CONFORMIDADE COM RESOLUGAO N° 466, DE 12 DE DEZEMBRO DE 2012

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
PROJETO EM CONFORMIDADE COM RESOLUGAO N° 466, DE 12 DE DEZEMBRO DE 2012

Consideragoes Finais a critério do CEP:
PROJETO E ANEXOS EM CONFORMIDADE COM RESOLUGAO N° 466, DE 12 DE DEZEMBRO DE 2012

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao

Informagdes Basicas|PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 02/10/2018 Aceito
| do Projeto ROJETO_1143678.pdf 17:58:01

Outros financiamento.pdf 02/10/2018 [IASMINY RANIELLY [ Aceito

17:57:05 | SILVA FERREIRA

Declaragao de pesquisa.pdf 01/08/2018 |[IASMINY RANIELLY | Aceito
Pesquisadores 12:56:52__|SILVA FERREIRA

Outros carta.pdf 01/08/2018 |IASMINY RANIELLY | Aceito

12:55:55 | SILVA FERREIRA

Declaragéo de compromisso.pdf 01/08/2018 |IASMINY RANIELLY | Aceito
Pesquisadores 12:55:39 | SILVA FERREIRA

TCLE / Termos de  [tcle.pdf 01/08/2018 |IASMINY RANIELLY | Aceito
Assentimento / 12:52:46 |SILVA FERREIRA
Justificativa de

Declaragao de Biorrepositorio.pdf 23/07/2018 |[IASMINY RANIELLY | Aceito
Manuseio Material 19:32:03 |SILVA FERREIRA

Biolégico /

Biorepositério /

Biobanco

Projeto Detalhado | projeto.docx 23/07/2018 [IASMINY RANIELLY [ Aceito
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Bl

/ Brochura projeto.docx 18:20:10 |SILVA FERREIRA Aceito

Investigador

Folha de Rosto rosto.pdf 23/07/2018 |IASMINY RANIELLY | Aceito
17:42:24 | SILVA FERREIRA

Outros questionario.docx 23/07/2018 [IASMINY RANIELLY | Aceito
17:01:13 | SILVA FERREIRA

Declaragao de lacen.pdf 18/07/2018 |IASMINY RANIELLY | Aceito

Instituicao e 16:50:06 |SILVA FERREIRA

Infraestrutura

Declaragao de fundhacre.pdf 14/07/2018 |IASMINY RANIELLY | Aceito

Instituicao e 23:27:50 |SILVA FERREIRA

Infraestrutura

Outros dados.docx 14/07/2018 |IASMINY RANIELLY | Aceito
23:25:35 |SILVA FERREIRA

Declaragao de seme.pdf 07/07/2018 [IASMINY RANIELLY | Aceito

Instituicao e 17:13:58 |SILVA FERREIRA

Infraestrutura

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

RIO BRANCO, 29 de Outubro de 2018
Assinado por:
Maria José Lucas Mortari
(Coordenador(a))
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Estou sendo convidado (a) a participar de um projeto, que estd sendo

desenvolvida pela Universidade Federal do Acre sobre “Aspectos
epidemioldgicos e diagnosticos de uma doenca infecciosa causada por um
fungo conhecida como Paracoccidioides”.

Para que eu decida em participar ou ndo da pesquisa me foram prestadas as
seguintes informacdes:

O titulo do projeto ¢ “Estudo clinico, epidemiolédgico, sorologico e molecular
da Paracoccidioidomicose Pulmonar em Rio Branco, Acre, Brasil”;

As pesquisadoras responsaveis sdo a Dra. Rita do Socorro Uchda da Silva,
médica infectologista e a Dra. Clarice Maia Carvalho, Farmacéutica, ambas
professoras da Universidade Federal do Acre;

O objetivo geral da pesquisa é descrever os aspectos epidemioldgicos, clinicos
e laboratoriais  (micolégicos,  sorolégicos e  molecular) da
Paracoccidioidomicose na cidade de Rio Branco-Acre;

Foi esclarecido que nessa pesquisa responderei a algumas perguntas contidas em
um questionario, além de entregar uma amostra do meu escarro e permitir a coleta
de uma amostra de 5 mL de sangue, que sera coletado pela minha veia. A amostra
de escarro sera utilizada para pesquisa do fungo causador da
Paracoccidioidomicose e a amostra de sangue servira para fazer um exame para
verificar se eu tive contato com o fungo causador dessa doenca;

Fui orientado que receberei dois frascos coletores descartaveis identificados com
0 nmero do meu registro e as iniciais do meu nome, eu mesmo (a) coletarei o
meu escarro nesses recipientes seguindo as orientagdes fornecidas por um
membro da equipe da pesquisa. Os dois frascos contendo escarro serdo entregues
a um membro da equipe de pesquisa em uma das unidades basicas de salde
participantes do projeto (Policlinica Barral y Barral, URAP Claudia Vitorino e
URAP Augusto Hidalgo Lima), posteriormente um estes serdo encaminhados ao
Laboratorio Central de Salde Publica do Acre (LACEN) para analise
micoldgica e molecular;

A coleta de 5 mL de sangue da minha veia sera realizada por um dos membros

da equipe de pesquisa em uma das unidades basicas de satde (Policlinica Barral
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y Barral, URAP Claudia Vitorino e URAP Augusto Hidalgo Lima), ap6s a
adequada limpeza do local da puncdo e usando exclusivamente seringas e agulhas
descartaveis. Essa amostra de sangue serd encaminhada ao Laboratorio Central
de Saude Publica do Acre (LACEN) para analise;

Fiquei ciente de que todo material usado na coleta de escarro (frascos coletores)
e na coleta de sangue (agulhas e seringas) serdo estéreis e descartaveis, ndo
oferecendo risco pra mim quanto a aquisicdo de doengas;

O recipiente contendo meu sangue sera identificado com o ndmero de meu
registro no momento da coleta e sera armazenado em um freezer a uma
temperatura de — 80 °C para posterior realizacdo do exame;

Um dos frascos contendo amostra de escarro serd identificado com o nimero de
meu registro e sera armazena em um freezer a uma temperatura de — 80 °C para
posterior realizacdo do exame;

O prazo de armazenamento do seu material bioldgico serd 0 mesmo definido no
cronograma do projeto de pesquisa aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Hospital de Clinicas do Acre (COEP-FUNDACRE);

Todos os materiais armazenados serdo destruidos ao final do projeto de
pesquisa;

Estou ciente que ndo sou obrigado a participar dessa pesquisa, assim como poderei
deixar de participar desse projeto a qualquer momento que quiser, pois ndo havera
nenhum prejuizo pessoal por isso.

Tenho conhecimento que ndo haverd nenhum tipo de despesas para minha
participacdo nessa pesquisa, assim como sei que ndo havera receberei nenhum
tipo de pagamento para participar da mesma.

Entendo que o beneficio para todos os que participarem ou ndo dessa pesquisa,
é possibilitar a melhoria do conhecimento sobre a Paracoccidioidomicose na
cidade de Rio Branco — Acre.

A minha participacdo nessa pesquisa € sigilosa, isto significa que, somente 0s
pesquisadores ficardo sabendo de minha participacdo. Os dados utilizados na
pesquisa terdo uso exclusivo neste trabalho, sem a identificagédo individual do

participante.

Assinatura do pesquisador responsavel
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CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Declaro que li as informagdes acima sobre a pesquisa, que me sinto

perfeitamente esclarecido (a) acerca do conteudo da mesma, assim como seus riscos e
beneficios. Declaro ainda que por minha livre vontade, aceito participar da pesquisa
cooperando com a coleta de escarro e sangue. Assim como, aceito conceder o material
biol6gico para armazenamento no biorrepositério do Laboratério Central de Saude
Publica do Acre (LACEN).

Rio Branco, / /

Assinatura do participante

Testemunha 1 Testemunha 2

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ACRE
Centro de Ciéncias da Saude e do Desporto
FONE: (68)99971-8028
EMAIL: rita.uchoa.acre@gmail.com
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