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RESUMO:

A Paracoccidioidomicose é uma micose sistémica, causada pelo fungo
Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis). A doenca é endemica na América Latina
e muito comum no Brasil, a grande maioria dos casos estdo concentrados na regiao
Sudeste e Sul. A contaminacgéo ocorre quando as pessoas entram em contato através
da inalac&o dos esporos do fungo. O diagnéstico da doenga pode ser realizado pelo
exame micologico direto, radiolégico, histopatoldégico e soroldgico. Dos exames
sorologicos, a imunodifusdo radial dupla € uma das técnicas com grande assertividade
no diagnostico. A fim de auxiliar no diagndstico da referida doenca, o presente estudo
buscou desenvolver um dispositivo para facilitar a realizacdo da técnica de
imunodifuséo radial dupla. Para construcao do dispositivo, foram utilizados pequenos
tubos de inox e placas de acrilico com as furacdes nas medidas necessarias. O
resultado alcancado foi a construcao do dispositivo com baixo custo e material duravel.
Obteve-se como conclusédo, o desenvolvimento do dispositivo de material duradouro
e de baixo custo, para que seja essencial no desenvolvimento no diagnostico da
Paracoccidioidomicose atraves da realizag&o da técnica de imunodifuséo radial dupla.
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ABSTRACT:



Paracoccidioidomycosis is a systemic mycosis, caused by the fungus
Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis). The disease is endemic in Latin America
and very common in Brazil, the vast majority of cases are concentrated in the Southeast
and South. Contamination occurs when people come into contact through inhalation of
the fungus spores. The diagnosis of the disease can be made by direct mycological,
radiological and immunological examination. Of the immunological exams, double
radial immunodiffusion is one of the techniques with great assertiveness in the
diagnosis. In order to assist in the diagnosis of this disease, the present study sought
to develop a device to facilitate the performance of the double radial immunodiffusion
technique. For the construction of the device, small stainless steel tubes and acrylic
plates were used with the holes in the necessary measures. The result achieved was
the construction of the device. As a conclusion, it was obtained the development of a
durable and Ilow cost material device, to be used in the diagnosis of
Paracoccidioidomycosis through the realization of the double radial immunodiffusion
technique.
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1 INTRODUCAO

A Paracoccidioidomicose (PCM) ¢é causada por fungos
Paracoccidoides brasiliensis (P. brasiliensis). A doenca € predominantemente
encontrada na América do Sul, especialmente no Sudeste e Sul do Brasil, na
Argentina e no Paraguai. E muito comum em pessoas do sexo masculino e em
idade produtiva geralmente lavradores e trabalhadores rurais, onde sé&o
contaminados por inalacéo de particulas do fungo no trabalho nas &reas rurais.
(Andrade et al, 2019)

A doenca foi descoberta por Adolfo Lutz no ano de 1908, foi caracterizada por
apresentar lesbes nas mucosas da gengiva, Ulceras, pode ainda causar tosse e
escarro. Como a Paracoccidioidomicose € uma doenca sistémica, pode ser
desenvolvida em todos os 6rgaos, por esse motivo necessita do diagndstico preciso,
pois o tratamento dura por 2 anos. (Restrepo et al, 2009)

Por ser uma doenca de que ndo necessita de notificacdo compulsoria, 0 numero
correto de casos nacionais ou internacionais sao incertos. Um grande problema para
deteccdo da doenca é a solicitacdo de exames especificos para o diagndéstico, quanto
mais cedo o diagnostico melhor sera o progndstico do paciente, o diagnostico tardio
pode levar a morte do individuo. (Marchiori et al, 2011)

O diagndstico da doenca pode ser realizado pelo exame micolégico direto,
radiolégico, histopatolégico e soroldgico. Dos exames soroldgicos, a imunodifusao
radial dupla é uma das técnicas com grande assertividade no diagndstico, possuindo
sensibilidade de 90% e especificidade de 100%. A reacao de imunodifusdo é hoje vista
como o principal método de diagnostico sorolégico da Paracoccidioidomicose.
(Mendes et al, 2017)

O Instituto Lauro de Souza Lima, Bauru, SP, realiza o diagndstico da
Paracoccidioidomicose através da técnica de imunodifusdo radial dupla. A fim de



auxiliar o Instituto no diagnostico da referida doenca, o presente estudo buscou
desenvolver um dispositivo para facilitar a realiza¢do da técnica de imunodifus&o radial
dupla.

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

A Paracoccidioidomicose € uma micose sistémica humana, cujo
agente etiolégico € o Paracoccidioides brasiliensis, fungo termodimaorfico que
promove uma doenca inflamatoria crénica granulomatosa, que é uma faz parte
das Imunodeficiéncias Priméarias e surge na grande maioria dos casos na
infancia. Ela consiste na incapacidade do organismo em combater infeccdes
causadas por certos fungos e bactérias. Trata-se de um defeito hereditario no
funcionamento dos glébulos brancos, que sdo os responsaveis por combater
os invasores do organismo. Em temperatura ambiente apresenta-se na fase
filamentosa, sua forma infectante, que ocorre na natureza. Em tecidos humanos
e em culturas mantidas a 37°C apresenta-se na fase leveduriforme, sua forma
patogénica. (Teixeira et al., 2009) Abaixo a Figura 1 e 2 mostrando a forma
infectante e leveduriforme.

Figura 1- Paracoccidioides brasiliensis no forma leveduriforme.
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Fonte: Camargo et al., 2010.

Figura 2- Paracoccidioides brasiliensis no forma filamentosa.

Fonte: Camargo et al., 2010.



O contagio do hospedeiro ocorre mais frequentemente quando propagulos da
fase micelial do fungo séo inalados, instalando-se nos alvéolos pulmonares, onde se
transformam em células leveduriformes, produzindo a infeccéo. O fungo pode, entéo,
se disseminar por via hematogénica e, ou, linfatica para qualquer parte do organismo.
O fungo também pode instalar-se na pele e mucosas por inoculagdo traumatica.
(Cavalcante et al., 2009)

Como néo é doencga de notificacdo compulsoéria no Brasil, a real prevaléncia da
PCM nao pode ser calculada, porém nas areas endémicas, acredita-se na ocorréncia
de 3 casos por 100 mil habitantes. E considerada a terceira causa de morte por doenca
infecciosa cronica. (Castro et al., 2009)

Segundo Coutinho et al. (2002) estudaram 3181 Obitos por
Paracoccidioidomicose no Brasil entre 1980 e 1995 e demonstraram a grande
magnitude e a baixa visibilidade dessa micose, destacando que constituia a oitava
causa de morte por doenca predominantemente crbnica ou repetitiva, entre as
infecciosas e parasitarias, e a mais elevada taxa de mortalidade entre as micoses
sistémicas.

A PCM é observada principalmente em trabalhadores rurais adultos, do sexo
masculino, em contato constante com a vegetacao e solo, na faixa etaria entre 30 e
59 anos. A predominancia de homens em relacdo as mulheres afetadas pela PCM
ocorre devido ao possivel efeito protetor hormonal, este definido pela presenca de
receptores para estrogenos na parede do fungo. (Borges-Walmsley et al., 2012) O
estrogénio retarda ou impede as transicdes micélio- levedura e conidio-levedura,
necessarias para que o fungo atinja a fase patogénica, o que pode explicar o reduzido
namero de mulheres afetadas pela doenca na idade adulta e a observacdo da mesma
prevaléncia em ambos 0s sexos em pacientes com idade inferior a 13 anos. (Franco
et al., 2015)

A classificacdo de forma clinica e gravidade é de acordo com sua historia
natural e condicdes clinicas do paciente nas formas aguda ou subaguda e cronica. As
manifestacdes clinicas dependem da viruléncia da cepa infectante do P.brasiliensis,
do grau e do tipo de resposta imunolégica desencadeada, dos tecidos infectados e,
especificamente, de caracteristicas intrinsecas do seu hospedeiro.(Shikanai-
Yasudaet al., 2017)

O tratamento das micoses sistémicas é feito com antifingicos sistémicos, as
drogas mais utilizadas no tratamento séo o itraconazol e o cotrimoxazol. (Andrade et
al., 2019)

O diagnastico etioldgico se baseia ha achado de P. brasiliensis nas espécimes
clinicos. O exame direto realizado ao microscopio 6ptico (micoldgico direto) permite a
identificacdo do fungo devido a sua morfologia. (Mendes et al., 2017)

O exame histopatoldgico de amostra de tecidos evidencia a parede espessa e
birrefringente do fungo, assim como o aspecto tipico de multibrotamento, que pode ser
vizualizado através da coloracdo de Hematoxilina-eosina (HE). Além disso, o fungo
pode ser identificado através do seu cultivo em meios como o &gar Micosel e
Sabouraud. O crescimento do fungo é lento, em geral, demora de 15 a 20 dias para
formar coldnias aparentes no meio de cultura. Por esta demora no resultado, a cultura
tem sido pouco utilizada como método para confirmacao diagnéstica. (Franco et al.,
2015)



Os exames sorologicos especificos tém importancia no auxilio diagndstico,
como também avaliam a resposta ao tratamento e as recidivas da doenca. As técnicas
sorologicas disponiveis para o diagnostico sdo a imunodifusdo radial dupla,
imunofluorescéncia indireta, contra-imunoeletroforese, ELISA e immunoblotting.
(Castro et al., 2013)

A imunodifuséo radial dupla foi primeiramente utilizada no diagndstico da PCM
e permanece como método de escolha, empregado rotineiramente pelos laboratérios
clinicos devido ao seu facil procedimento, baixo custo operacional, com alta
sensibilidade e especificidade. Além disso, esta técnica consente que o0s clinicos
realizem o acompanhamento soroldgico dos pacientes, verificando a quantificagdo dos
titulos de anticorpos, permitindo também avaliar a eficacia da terapia antifungica.
(Restrepo et al., 2009)

Del Negro et al., em 1999 calcularam a sensibilidade, especificidade e eficiéncia
da IDD de grupos de pacientes (entre individuos saudaveis e doentes) e chegaram a
uma sensibilidade de 91,3% e especificidade de 100%. Comparando com testes como
a fixacdo do complemento, a imunodifusdo radial dupla se mostrou superior em
relacdo a sensibilidade e especificidade.

A imunodifusédo radial dupla é um método de teste imunoldgico, que € utilizado
no Instituto Lauro de Souza Lima, Bauru, é referéncia no tratamento em doencas
dermatoldgicas utiliza essa técnica para o diagnostico da Paracoccidioidomicose.
Esse teste é muito utilizado por ter um baixo custo, facilidade de aplicacéo e grande
sensibilidade que chega proximo dos 90%. (Cavalcante et al., 2014)

A imunodifusao radial dupla consiste na realizacao do teste utilizando laminas
de microscopia revestidas com uma fina camada de agar. ApGs secagem em estufa
da lamina, o antigeno Pb182 é colocado nos orificios centrais de cada lamina e a
amostra do soro diluido do paciente € inserida nos orificios laterais. Sempre sera
utilizada com um controle positivo para garantir a qualidade do exame, como pode ser
visualizado na Figura 3.

Figura 3- Desenho da lamina utilizada na técnica de imunodifusao radial dupla.
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Cor vermelha: controle positivo. Cor amarela: antigeno Pb182. Fonte:
Castro et al., 2013.

3 MATERIAIS E METODO

O dispositivo foi desenvolvido com o objetivo de auxiliar na realizacdo do
diagnéstico mais preciso da Paracoccidioidomicose com exame de imunodifusao



Radial Dupla, onde ¢é necesséaria a realizac&o de 7 orificios no Agar, sendo um orificio
central e os outros 6 dispostos de maneira simétrica na lamina.

Para construcdo do dispositivo, foi realizada uma pesquisa junto aos
profissionais que realizam o exame e levantadas as informacdes necessarias para a
construcdo do prototipo.

No desenvolvimento foram utilizadas 2 placas de acrilico com 6mm de
espessura (1 placa com 14 furos simétricos para o melhor posicionamento das
marcacfes no agar e a outra placa sem furos) e 14 tubos de inox com 5mm de
didmetro. Foram tomados todos os cuidados necessarios na escolha dos materiais,
pois precisam ser higienizados com frequéncia, assim evitando contaminacao
cruzada.

O dispositivo precisava ter as medidas da lamina microscopica e ainda um certo
conforto no seu manuseio para o profissional.

Apoés o0 esboco do dispositivo foi construido um protétipo com materiais que
tinha disponivel para ajustes das medidas e um melhor aproveitamento.

Na Figura 4 consta o projeto do dispositivo desenvolvido no programa AutoCad.

Figura 4- Projeto final do dispositivo
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Fonte: Arquivo pessoal.

Apos a definicdo das medidas finais e dos materiais que seriam utilizados para
a construcdo do dispositivo o desenho do projeto foi finalizado. Com o projeto
finalizado foi necessaria a usinagem das pec¢as que seriam utilizadas na montagem
do dispositivo.



A Figura 5 mostra materiais que foram utilizados na montagem do dispositivo.

Figura 5 — Materiais utilizados na montagem do dispositivo.

Fonte: Arquivo pessoal.
As Figuras 6 e 7 revelam as imagens do dispositivo sendo montado.

Figura 6 — Montagem do dispositivo

Fonte: Arquivo pessoal



Figura 7 — Montagem do dispositivo

Fonte: Arquivo peséoal

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Como resultado do presente estudo, obteve-se um equipamento inovador, de
simples utilizacdo e inexistente no mercado, produzido com o intuito de facilitar o
trabalho dos profissionais do Instituto Lauro de Souza Lima na utilizagdo da técnica de
imunodifusdo radial dupla no diagndstico de Paracoccidioidomicose. As Figuras 8,9 e
10 revelam o dispositivo finalizado.

Figura 8- Dispositivo finalizado.
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Figura 9- Dispositivo finalizado

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 10- Dispositivo finalizado



Fonte: Arquivo pessoal

Com a utilizacdo do dispositivo para o diagnéstico de Paracoccidioidomicose a
preparacao da lamina para o exame ficard muito simples, podendo deixar a aplicacéo
da técnica mais rapida.

A identificacdo do agente etiologico € fundamental para o melhor manejo das
doencas infecciosas. Diagndstico sorologico € utilizado como uma importante
ferramenta para os médicos. Além disso, a sorologia pode informar ao médico sobre
0 prognéstico da doenca, auxiliando na avaliacdo da evolugdo do tratamento.
(Cavalcante et al., 2014)

Nos ultimos anos, a imunodifusdo radial dupla tem sido a primeira escolha para
diagnéstico inicial de casos suspeitos de PCM, uma vez que apresenta simplicidade
na execucao, nao necessidade de equipamentos de maior custo, além de alta
sensibilidade e especificidade. (Franco et al., 2015)

5 CONCLUSAO

A PCM é uma doenca de grande impacto na saude publica dos paises e por
isso, o diagnéstico é de grande importancia para a comunidade cientifica. A principal
técnica sorologica aplicada para o diagnostico é a imunodifusdo radial dupla. Com a
construcdo do dispositivo proposto, contribuimos com os profissionais do Instituto
Lauro de Souza Lima na utilizacdo da técnica de imunodifusao radial dupla para o
diagnostico de Paracoccidioidomicose. O dispositivo foi desenvolvido de material
duradouro e de baixo custo, para que seja essencial no desenvolvimento da técnica
referida. A melhoria do diagnéstico auxilia os médicos na assertividade do tratamento,
melhorando o prognoéstico do paciente, aumentando a qualidade de vida dos
pacientes.
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