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RESUMO

A paracoccidioidomicose (PCM) é caracterizada como uma micose profunda e que
acomete, principalmente, individuos do sexo masculino e de regides agricolas. A
infeccdo ocorre através da inalacdo de propagulos fungicos presentes no ambiente,
atingindo inicialmente os pulmdes e podendo se disseminar para outros 6rgaos. O
diagnoéstico precoce da doenca previne a formacdo de sequelas e garante que o
trabalhador dé continuidade a sua atividade de vida diaria. Os testes de
intradermorreacdo, imunodifusdo dupla e ELISA sdo os mais utlizados no
diagnéstico da PCM, no entanto, podem apresentar reatividade cruzada com outras
doencas, como Histoplasmose, Candidiase e Criptococose. Em ensaios de Dot Blot
com gp43 purificada, foi comprovada a eficiéncia deste teste para o sorodiagnostico
da PCM em pacientes durante terapia antimicotica, apresentando alta sensibilidade
e especificidade. Portanto, objetiva-se com este trabalho utilizar a técnica do ensaio
de Dot Blot com a glicoproteina de 43 KDa como um método de diagndstico para a
PCM infeccdo em individuos expostos ao Paracoccidioides brasiliensis na area rural
de Alfenas. A prevaléncia de positividade nos testes Dot Blot, ELISA e IDR foi
57,57% 56,71% 68,83% respectivamente. A proporgédo de positivos no teste de Dot
Blot foi maior no género masculino. A maioria dos individuos positivos situa-se na
faixa etaria acima dos 30 anos. Os resultados mostram uma maior concordancia
entre o teste Dot Blot e ELISA. Devido a dificuldade na padronizacéo no teste Dot
Blot e a uma melhor reprodutibilidade e rapidez do teste de ELISA, os resultados
sugerem que o teste de ELISA seja mais adequado para levantamento da
prevaléncia da PCM em areas rurais.

Palavras — chave: Paracoccidioidomicose. Dot Blot. ELISA.



ABSTRACT

The paracoccidioidomycosis (PCM) is characterized as a deep mycosis and that
affects mainly males and agricultural regions. Infection occurs by inhalation of fungal
propagules in the environment, initially reaching the lungs and may spread to other
organs. Early diagnosis of the disease prevents the formation of sequels and ensures
that the worker gives continuity to their activities of daily living. The intradermal tests,
immunodiffusion and ELISA are the most used in the diagnosis of PCM, however,
may show cross-reactivity with other diseases such as histoplasmosis, candidiasis
and cryptococcosis. Therefore, the objective of this study was to use the technique of
Dot Blot assay glycoprotein of 43 kDa as a diagnostic method for PCM infection in
individuals exposed to P. brasiliensis in rural Alfenas. Different variables were tested
in the standardization of Dot Blot assay using sera samples from patient’s positive
and negative individuals. The prevalence of positivity in Dot Blot, ELISA and IDR
tests was 57.57%, 56.71% and 68.83% respectively. Seropositivity in the Dot Blot
test was higher in males. Most positive individuals lie in the age group above 30
years. The results show a better agreement between the Dot Blot and ELISA. Due to
the difficulty in standardizing the Dot blot test a better reproducibility and speed of
ELISA, the results suggest that ELISA is more suitable for survey of the prevalence
of PCM in rural areas.

Key - words : Paracoccidioidomycosis. Dot Blot. ELISA.
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1 INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose (PCM) € uma doenca sistémica granulomatosa
cronica causada pelo fungo termodimorfico Paracoccidioides brasiliensis
(P. brasilienses). Esta doenca concentra-se, principalmente, nas Ameéricas do Sul e
Central, atingindo, na grande maioria, pessoas que tem contato prolongado com a
terra, geralmente do sexo masculino, etilistas crénicos com condi¢cdes de higiene,
nutricionais e socioecondmicas precarias (LACAZ et al. 2002). A baixa incidéncia da
doenca entre o sexo feminino estd relacionada ao fator protetor do hormdnio
estrogénio (SHANKAR et al. 2011).

A infeccdo ocorre através da inalacdo de propagulos do P.brasiliensis,
atingindo primeiramente o pulmé&o, onde se desenvolvem as lesdes pulmonares
podendo se disseminar para outros Orgaos produzindo lesGes secundarias na
mucosa, na pele, nos noédulos linfaticos e na glandula adrenal. A infeccdo por
P.brasiliensis é caracterizada por um longo periodo de laténcia, e na maioria dos
casos, a doenca se manifesta ap6s décadas. Na auséncia de terapia eficiente, a
PCM progride e pode ser letal (PALMIEIRO; CHERUBINI; YURGEL, 2005).

A paracoccidioidomicose, assim como outras doencgas fungicas, depende da
interacéo entre o fungo e a resposta imunoldgica do hospedeiro para evoluir para a
cura espontanea ou disseminar-se pelo organismo causando reacdo granulomatosa
cronica (VALLE; COSTA, 2001; FORTES et al. 2011).

No Brasil, a endemicidade esta relacionada principalmente com as regides
agricolas, como as regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste do pais, pois sdo regides
onde o fungo encontra condi¢cdes de solo e vegetacdo com umidade favoravel ao
seu desenvolvimento (PALMIEIRO; CHERUBINI; YURGEL, 2005).

Na literatura encontra-se uma grande quantidade de trabalhos em que se
avaliou a prevaléncia da PCM em regides endémicas da doenca através da IDR
(CARANDINA; MAGALDI, 1974; BAGATIN, 1986; DIOGENES et al. 1990; BLOTTA
et al. 1999; MANGIATERRA et al. 1999; KALMAR et al. 2004; FORNAJEIRO et al.
2005). A soroprevaléncia da PCM tem sido avaliado pelo teste de ELISA (MALUF et
al. 2003).

Os testes sorologicos mais comumente usados no diagndstico auxiliar da

PCM sado, a imunodifusao radial dupla (IDD) e o ensaio da imunoadsorcao
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enzimatica (ELISA) e visam detectar anticorpos especificos (MARQUES, 2003;
CAMARGO et al. 1984; CAMARGO, 2008). Existem também trabalhos em que se
fez a deteccdo de antigenos de P. brasiliensis em soro humano por
Imunoradiometria (CRUZ; CASTRO; RIBEIRO, 1991). Testes sorologicos
tradicionais podem apresentam reatividade cruzada com outras doencas e podem
gerar resultados falso-negativos ou falso-positivos (revisado por CAMARGO, 2008).
A sorologia da PCM, além de auxilio diagndstico, tem a funcdo de acompanhamento
durante e apds o tratamento antimicético (SHIKANAI-YASUDA et al. 2006).

O ensaio de Dot Blot revelou-se uma ferramenta Gtil para o sorodiagndstico
da doenca em pacientes durante tratamento antimicotico demonstrando ser um teste
rapido, de alta especificidade e Gtil para deteccdo de anticorpos anti — P. brasiliensis
(TABORDA; CAMARGO, 1994).

Portanto, esse trabalho propbe utilizar o ensaio Dot Blot em soros de
individuos moradores de area endémica e comparar 0s resultados obtidos com

ELISA e com na intradermorreacéo na zona rural Alfenas.



15

2 REVISAO DA LITERATURA

Nesse capitulo serdo descritos alguns estudos que demonstram as
caracteristicas do fungo, tipos de doenca e diagnosticos, entre outras informacdes

de importancia na paracoccidioidomicose.

2.1 ASPECTOS GERAIS

Nesse topico serdo descritos as informacdes gerais sobre as caracteristicas

do fungo P. brasiliensis.

2.1.1 Paracoccidioides brasiliensis

A paracoccidioidomicose ou Doenca de Lutz-Splendore-Almeida foi
observada primeira vez no Brasil por ADOLF-LUTZ em Séo Paulo-1908. Splendore
contribuiu com o estudo da morfologia do agente causal e prop6s a denominacao de
Zymonema brasilienses, em 1912. Na década de 30, Almeida reclassifica a espécie
e situa o microrganismo em novo género P. brasilienses (PALMIEIRO; CHERUBINI,;
YURGEL, 2005).

O P.brasilienses foi classificado através de técnicas moleculares no filo
Ascomycota, ordem Onygenales, familia Onygenacea. Na arvore filogenética €
proxima de Histoplasma capsulatum, Blastomyces, e Emmonsia parva, sendo todos
esses, estagios teleomérficos do género Ajellomyces (BRUMMER, CASTANEDA,
RESTREPO, 1993). Estudos mais recentes apontam pelo menos trés subespécies
filogenéticas distintas: PS2, PS3 e S1 (TEIXEIRA et al., 2009).

Um estudo realizado por Teixeira et al., (2009) prop6em uma nova espécie,
Paracoccidioides lutzi, devido a alta diversidade poligenética e a caracteristicas

morfogenéticas exclusivas encontradas em alguns espécimes.
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2.1.2 Infeccéo

A infeccdo na PCM ocorre através da inalacao de propalogos ou conidios do
fungo. A doenca néo € contagiosa de pessoa para pessoa, devido a temperatura
corporal manter o fungo sob a forma leveduriforme (RESTREPO et al. 2011).

A inalacdo é considerada a via mais importante de infeccdo. Apls a
inalacdo, os conidios, que sdo as particulas infectantes, transformam-se em
leveduras dentro do corpo. O principal local de infeccdo sdo os pulmdes, embora
muitas vezes nao seja aparente. Depois de inalado o P. brasiliensis provoca uma
infeccdo pulmonar. A infeccdo primaria é quase sempre subclinica em individuos
com um sistema imunitario normal. Se o individuo infectado se torna
imunodeprimido, pode ocorrer uma reativacdo com infeccéo cronica nos pulmdes ou
outros 0rgdos, especialmente mucosas, tecidos cutaneos, tecidos linfaticos,
glandulas suprarrenais e o sistema nervoso central (BRUMMER, CASTANEDA,
RESTREPO, 1993).

As etapas cruciais para o aparecimento de uma micose disseminada sao a
fixacdo, colonizacéo e disseminacgéo do agente etiologico (MENDES-GIANNINI et al.
2005).

A fixagdo ou adesdo de microrganismos as células hospedeiras e tecidos
constitui um passo critico no processo de infeccdo. Em micologia, o estudo
fundamental sobre adesinas e proteinas de parede flngica foi com Candida
albicans, mas estendeu-se para varios outros fungos de importancia medica. Assim,
ao longo dos trabalhos em micologia foi possivel estabelecer quais os principais
ligantes proteicos de varias espécies de fungos, entre eles o Paracoccidioides
brasiliensis (MENDES-GIANNINI et al. 2005).

As adesinas se ligam a um componente estrutural da célula hospedeira e
iIsso tem uma implicacdo direta na evolugéo da doenca (MENDES GIANINI, 2005).

Um estudo com laminina, uma glicoproteina de 850 KDa presente na
membrana basal das células hospedeiras, provou que ha uma interacdo com a gp43
KDa do P. brasiliensis que influencia na patogénese. No entanto, os caminhos
envolvidos na patogénese sdo mais complexos e ndo bem conhecidos. Ainda é
preciso explicar como o fungo se desvencilha das membranas hospedeiras

disseminando-se por todo o organismo (VICENTINI, 1994).
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Em estudo realizado in vitro e in vivo observou-se que as proteinas do
citoesqueleto sofrem acdo de enzimas especificas do P. brasiliensis. A gp 43 KDa
ou outras enzimas presentes causam uma degradacdo de citoqueratina nos
microtubulos e microfilamentos levando a perda de uma rede de filamentos
caracteristica. Assim se desenvolve o processo de invasdo in vitro e pode ser o
processo pelo qual o P. brasiliensis atravessa as barreiras epiteliais in vivo. No
entanto, MENDES-GIANNINI et al., (2005) reiteram a necessidade de aprofundar o
estudo desses mecanismos.

Ha estudos sobre a heterogeneidade da viruléncia dos parasitas e a
interacdo com a historia de vida do hospedeiro como um agravante para 0 processo
de persisténcia e propagacdo da doenca, mas novos fatores de viruléncia sao
constantemente encontrados demonstrando uma face complexa e multifatorial dessa
interacdo (MENDES-GIANNINI et al., 2008).

Um esquema da historia natural da doenca pode ser observado na Figura 1.

Figura 1 - Esquema mostrando visdo geral da historia natural da interacdo Hospedeiro-parasita na
PCM.

Assintomaticos

4 a
. . Reativagdo de hospedeiros

Infecg¢do pulmonar primaria, com imunocompetentes pelos focos

ou sem solugdo do foco quiecente quiescentes; envolvimentos do trato

respiratério (Forma crénica)

Infecgdo por inalagdo

( )

(Areas Endémicas) L .
Reativag3o de focos quiescentes em

é ) hospedeiros imunocomprometidos
Infecgdo pulmonar complexa seguida com ou sem envolvimento df’ trato
de disseminag&o linfo-hematoldgica respiratério (Forma oportunista ou
e envolvimento com fagécitos mista)
mononucleares \ J
(Forma aguda ou subaguda de
doenga)
L J

Fonte - Adaptado de BENARD (2008).
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2.1.3 Paracoccidioidomicose — Doenca

E uma micose sistémica de natureza granulomatosa causada pelo fungo
dimérfico Paracoccidioides brasiliensis (FRANCO, 1986; SAN BLAS, 1993).

A doenca tem por via principal o trato respiratorio atingindo inicialmente os
pulmdes, podendo posteriormente disseminar-se para varios 6rgados e sistemas,
originando lesdes secundarias nas mucosas, nos linfonodos, na pele e nas
glandulas adrenais (BRUMMER, CASTANEDA, RESTREPO, 1993)

Franco et al. (1987) descrevem que a doenca inicia com uma infeccdo
pulmonar através da inalacdo dos propagulos ambientais, muitas vezes, silenciosa e
com a disseminacao do fungo no organismo. Sao produzidos granulomas ulcerosos
nas superficies das mucosas oral, nasal, do trato gastrintestinal, pele e do sistema
reticuloendotelial.

Assim como outras doencas fungica, a PCM depende de uma interacdo
entre o fungo e a resposta imune, podendo adquirir um caracter assintomatico, ou
disseminar-se pelo organismo (PALMIEIRO, CHERUBINI, YURGEL, 2005).
Contudo, ndo é considerada uma doenga com carater imunodepressor, como a
criptococose e histoplasmose (SHIKANAI-YASUDA et al. 2006).

Ha evidencia direta e indireta para a ocorréncia de PCM-infeccdo sem
doenca, ou seja, a deteccdo de fibras e/ou ndédulos pulmonares calcificadas
contendo fungos mortos ou viaveis (ANGULO-ORTEGA, 1972) e também a
existéncia de lesdes cicatrizadas nos ganglios linfaticos do hilo pulmonar (SEVERO
et al. 1979).

De acordo com o Consenso em Paracoccidioidomicose as formas clinicas
podem ser divididas em: forma aguda/subaguda, crbnica, unifocal, multifocal e
sequelar (SHIKANAI-YASSUDA et al. 2006).

A forma aguda € a mais grave e com 0 pior prognostico, representando
cerca de 3% a 5% de todos os casos. E caracterizada por um curso rapido, com
funcd@o imune mediada por células severamente deprimida. A maioria sdo criangas e
adultos jovens (de até 30 anos). Nessa forma é observado em biépsias um grande
namero de células de P. brasiliensis multiplicando sem formacdo de granulomas, o

pulmé&o néo € o foco primario e ndo ha manifestacdes clinico-radioldgicas especiais
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(BRUMMER, CASTANEDA, RESTREPO, 1993; PALMIEIRO, CHERUBINI,
YURGEL, 2005).

A forma cronica ocorre em mais de 90% dos doentes, sendo a maioria adulta
do sexo masculino. A doenca progride lentamente e pode levar de meses a anos
para estabelecer-se plenamente. Ao contrario da forma aguda, os sintomas
pulmonares sdo evidentes em 90% dos casos. As manifestagbes exclusivamente
pulmonares, unifocais, perfazem 25% dos casos, podendo ser silenciosa. Tal quadro
faz o paciente procurar o servico médico apenas quando ocorram lesdes
extrapulmonares, assim o0 quadro instalado ja ¢é multifocal (PALMIEIRO,
CHERUBINI, YURGEL, 2005).

A doenca é distribuida uniformemente entre os géneros na infancia,
posteriormente ocorre um predominio da infeccdo no adulto do género masculino
(SHIKANAI-YASUDA et al. 2006). Isso porque o hormoénio feminino estradiol
influencia na transicdo morfologica dos fungos parasitas — demonstrado in vitro e in
vivo — sendo uma interferéncia direta no processo de acometimento da doenca
(SHANKAR et al. 2011).

Nos pacientes com PCM, podem ocorrer comorbidades de natureza
infecciosa e/ou néo infecciosa. Entre 0s processos infecciosos, podemos destacar a
tuberculose em 5 a 10% dos casos, doenca pulmonar obstrutiva cronica e AIDS.
Pode também aparecer casos de leishmaniose, micoses superficiais, hanseniase e
Doenca de Chagas, mas como raridade. Quanto as doencas nao infecciosas podem
ocorrer carcinomas e doenca de Hodgkin (SHIKANAI-YASUDA et al. 2006) .

A paracoccidioidomicose tem uma multiplicidade de quadros clinicos. As
formas cutanea e sistémica seguem mecanismos imunoldgicos diferentes que
precisam ser mais bem compreendidos. Os diferentes fatores correlacionados com a
forma de infeccdo séo: sexo, idade, estado imunitario e caracteristicas do agente
infeccioso, em especial sua viruléncia (FRANCO et al. 1994).

Segundo Mendes-Giannini et al., (1997) dados enfatizam a dissociacdo da
resposta humoral da resposta celular especifica para a PCM. Praticamente todos os
pacientes com doenca tém niveis de anticorpos detectaveis anti-gp70 KDa e anti-
gp43 KDa na circulagdo. Assim pode-se visualizar a resposta em dois padroes
imunes nao interferentes na secrecao de citocinas. Primeiro uma resposta Thl que
favorece as respostas mediadas por células e depois uma resposta Th2 favorece a

resposta humoral. Essa hipGtese sugere que pacientes com PCM-doenca
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desenvolvem uma predominancia resposta imune tipo Th2. Predominantemente
esses pacientes tem usualmente eosinofilia, hipergamaglobulenemia e altos niveis
de anticorpos IgE especificas, cujas caracteristicas sao tipicas desse modelo de
resposta. Entretanto, recentemente foi sugerido que citocinas proé-inflamatérias
podem também participar das alterac6es imunoregulatorias dos pacientes com PCM
(MENDES GIANINI, 1997).
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2.1.4 Epidemiologia da infec¢ao

A paracoccidioidomicose é a micose sistémica mais prevalente nas
Ameéricas do Sul e Central, com numeros consideraveis na Colémbia, Venezuela,
Argentina e Brasil. Em nosso pais sua ocorréncia € maior nas regides Sudeste, Sul e
Centro-Oeste, embora a distribuicdo da doenca ndo seja uniforme nessas regioes
(LONDERO; WANKE, 1994) (Figura 1).

Figura 2 - Distribuicao geografica da Paracoccidioidomicose.

] BAIXA
[ MODERADA

B ALTA

Fonte - SHIKANAI-YASUDA et al. 2006.

Com base na experiéncia de servicos de referéncia no atendimento de
pacientes com PCM, acredita-se que sua incidéncia em zonas endémicas varie de 3
a 4 novos casos/milhdo até 1 a 3 novos casos por 100 mil habitantes ao ano.
Informacdes registradas no Ministério da Saude atestam que 3.181 casos de 0Obito
por PCM foram registrados no Brasil entre 1980 a 1995, resultando em taxa de
mortalidade por PCM de 1,45 casos por milhdo de habitantes (SHIKANAI-YASUDA,
2006).
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As caracteristicas das regides endémicas sdo a temperatura moderada e
umidade relativamente elevada e constante ao longo do ano. Nessas regides, P.
brasiliensis existe tanto nas plantas quanto no solo com microrganismos saprofiticos
e a infeccdo naturalmente adquirida em animais tem sido demonstrada apenas em
tatus (Dasiypus novemcinctus) (RESTREPO, MCEWEN, CASTANEDA, 2001).

A faixa de idade geralmente acometida pela doenca esté entre 30 e 60 anos,
sendo criancas e adultos jovens apenas 3% e 10% dos casos respectivamente.
Entretanto, o teste cutdaneo demonstra que em area de endemicidade o contato com
o P. brasiliensis €& importante durante as primeiras duas décadas de vida
(BRUMMER, CASTANEDA, RESTREPO, 1993).

A maior frequéncia de PCM é no sexo masculino, com uma taxa global de
13:1 em areas de endemicidade. Essa proporcdo € muito maior na Colémbia,
Equador e Venezuela (150:1). No entanto, o teste ndo aponta diferengas entre o
sexo em individuos saudaveis e criangas, sendo a progressdo da doenca mais
frequente em homens adultos (BRUMMER, CASTANEDA, RESTREPO, 1993)

O teste de IDR demonstrou-se uma importante ferramenta para identificar se
o individuo j& foi ou ndo sensibilizado pelo antigeno. Esse teste tem por
caracteristica avaliar a hipersensibilidade do tipo tardio a produtos do fungo
(BAGATIN, 1986). Denomina-se o individuo IDR-positivo como portador de PCM-
infeccdo. No entanto, a IDR cobre apenas 90% dos casos e nao serve para avaliar
casos de doenca (BAGATIN, 1986).

A padronizacgao do teste foi idealizada por FAVA-NETO; RAPHAEL (1961) e
serviu como base para estudos epidemiolégicos, acompanhamento da doenca e
evolucdo do tratamento. Esse padréo era passivel de variagdo conforme a cepa
utiizada e tempo de incubacdo. BLUMER; JALBERT; KAUFMAN (1984)
identificaram uma instabilidade na qualidade dos antigenos produzidos e trabalhou
em prol de melhorias, tendo como resultado um antigeno cuja especificidade e
sensibilidade foram de 90% e 100% respectivamente. Por sua vez, PUCCIA et al
(1986) separaram componentes exocelulares do fungo P. brasilienses
estabelecendo a gp 43 KDa como a principal glicoproteina na fase leveduriforme

A prevaléncia da infeccdo por P. brasiliensis e H. capsulatum avaliada por
Diogenes et.al. (1990) no municipio de Pereiro — Ceara foi baseada em reacdes
intradérmicas de leitura macroscopica do local de injecdo do antigeno no antebraco,

apés 48 horas. O trabalho revelou a ocorréncia de infeccbes de PCM e
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Histoplasmose. Como se detectou reatividade simultanea nas duas provas cutaneas
€ sugestivo a existéncia de reacdo cruzada ou a infec¢do simultanea pelos fungos H.
capsulatum e P. brasiliensis. Para fins de inquérito epidemiolégico foi considerado
gue o mesmo individuo foi infectado pelos dois fungos, pois a reatividade cruzada
existe apenas na fase de doenca, permanecendo positiva somente a reacao
especifica apds a cura da enfermidade.

Bagatin (1986) realizou um inquérito epidemioldgico com a paracoccidioidina
na regido de Sorocaba, Estado de S&o Paulo, onde se obteve uma alta percentagem
de reacdes positivas nas zonas rurais dessa regiao (49,6%), um nivel expressivo de
infeccdo que poderia ser atribuido as condicbes ecolégicas favoraveis ao

desenvolvimento do P. brasiliensis.

2.2 DIAGNOSTICOS LABORATORIAIS PARA PCM

Segundo Brummer; Castafieda; Restrepo (1993), a melhor e mais rapida
maneira para estabelecer o diagnéstico da PCM é o exame microscoépico direto de
amostras clinicas. Uma série de variacdes de exames diretos podem ser utilizados

para esta finalidade. Os principais sdo: KOH, calcofltor e imunofluorescéncia (Figura 3).

Figura 3: Métodos microscdépicos de identificacdo do P. brasilienses.

Nota: A: exame direto com preparacao de calcofltor branco fresco, na visualizacdo uma célula-mae
no centro junto com células-filhas de P. brasiliensis ao redor. B: exame direto com preparacao
de KOH e aumento de 400X. Visualmente sdo formas leveduriforme com brotamentos
multiplos em forma de roda de leme. C: Exame direto com reacdo de imunofluorescéncia
utilizando anticorpo monoclonal BJ4.

Fonte: BRUMMER, CASTANEDA, RESTREPO; FORTES et al. 2011; BLANCO et al. 2011.
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Além dos exames microscopicos diretos, pode se lancar mao de testes
sorolégicos. Os métodos para diagnostico da PCM doenca mais frequentes usados
sao testes de Imunodifusdo Radial Dupla (IDD), Contra-imunoeletroforese (CIE),
Fixacdo do complemento (FC) e Imunofluorescéncia Indireta (IFI). Os resultados
revelaram que os testes em gel de agarose, representados por IDD e CIE foram
100% especificos, mais eficientes e com sensibilidade de 91,3% e 95,6%
respectivamente. Enquanto que os resultados da FC e IFI ndo tiveram bons
resultados (Del Negro et al.,1991). Esse trabalho confirmou resultados anteriores
descritos por LONDERO et al. (1981), SIQUEIRA (1982). De acordo com alguns
autores, o teste sorologico de IDD por possuir uma sensibilidade e especificidade
entre 94 e 100%, tem sido o teste de escolha para o diagnostico da PCM
(CASOTTO, 1990).

O teste de ELISA também é empregado no diagnostico da PCM por
apresentar alta sensibilidade em estudos sobre a PCM e por ser utilizado para
triagem sorologica. O uso de antigeno com expressiva quantidade de gp43 é
importante na busca de alto grau de especificidade, pois essa molécula induz
resposta de anticorpos em 100% dos pacientes portadores de PCM, o que néo
ocorre com soro de individuos normais. No entanto, tendo em vista a alta
sensibilidade da técnica de ELISA ndo pode ser descartada a possibilidade de
reacoes cruzadas especialmente com histoplasmose, leishmaniose e doenca de
Chagas que sdo comuns em algumas regifes (MALUF et al. 2003).

Numa tentativa para melhorar a especificidade do ensaio de ELISA, soros de
pacientes com PCM foram testadas utilizando varias abordagens, tais como
tratamento do antigeno (gp43) com metaperiodato de sddio, absorcédo de soro com
antigenos de Candida albicans ou Histoplasma capsulatum, e diluicdo de soro em
galactose. A especificidade maxima encontrada neste ELISA foi de 84%. Todos
estes processos se mostraram ineficientes para eliminar todos os anticorpos de
reaccdo cruzada e de obtencdo de uma ELISA especifica para o diagnostico de
PCM (ALBUQUERQUE; SILVA; CAMARGO, 2005).

No estudo de Neves et.al. (2003), o teste de ELISA com gp43 KDa como
antigeno para P. brasiliensis, soros de pacientes com IDD negativo foram positivos.
Entretanto, eles tinham baixo titulo de IgG quando comparado aos soros de IDD
positivos. Observou-se também que quando os soros dos pacientes com PCM foram

testados com gp43 tratado com metaperiodato de sodio, os valores de absorbancia
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dos IDD negativos cairam significativamente, atingindo densidades opticas (DO)
abaixo do corte. No entanto, os soros de IDD positivos tiveram uma diminuicdo
significativa, mas com DO acima do corte. Esse trabalho comprova a producao de
IgG2 contra os antigenos, uma vez que se observou a diminuicdo da reatividade
destes anticorpos contra gp43 tratado com metaperiodato de sédio.

A técnica de Western Blot testada por Casotto (1990) usou componentes de
extrato leveduriforme de P. brasiliensis. Todos os antigenos presentes na amostra
foram identificados por soros de pacientes, demonstrando ser uma ferramenta util
para o diagnéstico da PCM confirmando 87% dos casos (na combinacéo de 58, 57 e
45 KDa) e revelou heterogeneidade nas respostas dos soros dos pacientes.
Também foi observada reacéo cruzada com soros de pacientes com histoplasmose,
candidiase e aspergilose.

Correa et al. (2007) trabalhando com ensaio de Dot Blot mostraram que
anticorpos presentes em dez amostras de soro a partir de sete pacientes com PCM
reconheceram a proteina recombinante de 27 KDa apresentando uma sensibilidade
de 100%, com uma especificidade de 98%.

O ensaio de Dot Blot, um teste rapido, de leitura visual, foi adaptado para
diagndstico sorolégico e acompanhamento de pacientes durante terapia antimicotica
para PCM. A gp43 purificada usada como antigeno foi testada antes e depois do
tratamento com metaperiodato de sodio. Para validar o ensaio, testou-se com soros
de pacientes com PCM, histoplasmose, doenca de Jorge Lobo, aspergilose,
candidiase, criptococose e individuos saudaveis. A gp43 nativa originou resultados
positivos com todos os soros de pacientes com PCM e resultados fracamente
positivos com soros de pacientes com doenca de Jorge Lobo (31,3%). Nenhum
resultado falso-positivo foi obtido quando a gp43 tratada com periodato de sédio foi
utilizada como antigeno. Estes resultados indicam que o teste de Dot Blot é sensivel,
especifico, econbmico e rapido para diagnéstico sorolégico e estudos de
acompanhamento de PCM (TABORDA; CAMARGO, 1994). Embora o ensaio de Dot
Blot seja promissor, ele ainda ndo € acessivel a rotina diagnéstica da PCM.

Como mostrado acima, os testes soroldgicos podem ser utilizados no
diagnostico auxiliar da PCM. A IDD é o teste sorologico mais utilizado na rotina
diagnostica, por sua simplicidade de execucédo, alta especificidade e sensibilidade,
mas, no entanto, requer que o paciente apresente altos titulos de anticorpos, periodo

no qual a doencga esta sintomatica e paciente pode apresentar sequelas, sugerindo
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um diagnéstico tardio (revisto por Camargo, 2008). Além disso, parte dos pacientes
podem apresentar testes falsos negativos. O teste de ELISA e a IDR podem
apresentar reacfes cruzadas como outras micoses (NEVES et al. 2003).

Como o ensaio de Western Blot tem sido usado como uma pratica
confirmatoria para o teste de ELISA em casos de infec¢do por HIV, mostrando ser
uma pratica atil no diagnéstico de AIDS (SIMON et al. 1992) e o teste de Dot Blot,
uma variacdo do Western Blot, mostrou-se ser seja extremamente sensivel e
especifica no diagnodstico e acompanhamento da terapéutica antimicética na PCM
(TABORDA; CAMARGO, 1994), estabeleceu-se como objetivo avaliar o teste de Dot

Blot em &rea endémica para PCM em comparac¢ao com os testes de ELISA e IDR.
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3 OBJETIVOS

Nesse capitulo serdo determinadas as razdes para esse estudo.

3.1 OBJETIVO GERAL

Comparar os ensaios Dot Blot, ELISA e IDR no diagnostico de infeccao

paracoccidioidica em area endémica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Padronizar o ensaio de Dot Blot e analisar comparativamente a reatividade
de soros de individuos de area endémica com os testes de IDR e ELISA.

« Verificar a viabilidade do emprego do ensaio de Dot Blot na triagem de

individuos em areas endémicas.
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4 MATERIAIS E METODOLOGIA

Nesse capitulo serdo descritos os meios utilizados nesse estudo, como:

materiais, infra-estrutura e as técnicas laboratorial e estatistica utilizadas.

4.1 LOCAL DE ESTUDO

O presente estudo é parte integrante do “PROGRAMA DE INTEGRACAO
UNIFAL/COMUNIDADES RURAIS NO DIAGNOSTICO E PREVENCAO DA
PARACOCCIDIOIDOMICOSE” (PREAE 259/2009) e foi protocolado e aprovado no
Comité de ética e pesquisa com registro N°119/2010 (ANEXO 1).

A parte laboratorial foi desenvolvida nos Laboratérios de Vacinas (Figura 4A)
e Microbiologia da UNIFAL, enquanto a sensibilizacdo, coleta e consultas clinicas
foram realizadas em locais de referéncia para a aglomeracdo dos habitantes das
comunidades rurais de Alfenas, como: igrejas, associacdes de bairro, escolas rurais
e casa de moradores (Figura 4B).

Figura 4 - A: Laboratorio de Vacinas-UNIFAL. B: Apresentacdo da pesquisa.

“W
’}' F

| N

Nota: Apresentacdo da pesquisa pelo Prof. Dr. Luiz Cosme Cotta Malaquias — coordenador do grupo
de pesquisa e docente da UNIFAL — e Evandro Monteiro de Sa Magalhaes — médico
pneumologista integrante do grupo de estudo em comunidade rural

Fonte: do autor
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4.2 CONSCIENTIZACAO SOBRE PCM E SENSIBILIZACAO DOS MORADORES
DE LOCALIDADES RURAIS

Em conjunto com a Secretaria de Saude de Alfenas, realizou-se encontro
com os agentes de saude com o objetivo de agendar oficinas para esclarecer sobre
a forma de infeccado e importancia clinica da PCM e a importancia de diagnosticar
precocemente a doenga em regides endémicas.

Foram confeccionados cartazes e panfletos informativos (Figura 5), também
foi feito um teatro como forma de aproximag¢ao com a populacao. O material escrito
foi produzido com linguagem simples e de facil compreenséo para o publico-alvo

conforme figura 5.

Figura 5 - A: Modelo de cartaz. e B: modelo de panfleto informativo sobre a paracoccidioidomicose.

. A B ARACOO NG S
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solo. Afeta principalmente pessoas
que lidam diretamente com o
manuseio da terra.

Paracoccidioidomicose

Vocé sabe o que é ?

Pode gerar lesbes no pulméo,
pele, mucosas e em outras partes
do corpo.

COMO SABER SE TIVE CONTATO ? COMO TRATAR A DOENGA ?

Através de um teste onde ¢ feita a injegao
brago e 48 horas depois pode aparecer no I
endurecida e avermelhada. O teste no transr
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2 injegao uma drea
soen
Existem medicamentos como os
antifingicos  que  devem ser
tomados sob orientagéo médica, T L e
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Para descobrir se vocé entrou em
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um liquido no seu brago e 48
horas depois volte para confirmar

F -
1

o resultado pela medi¢&o de uma ? (
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aparecer ou ndo. Apds a leitura "

vocé sera encaminhado ao
servico médico para confirmagdo
do diagnéstico e tratamento se SE DER POSITIVO O QUE EU FAGO ?

necessario. Deve procurar o médico para fazer o diagndstico clinico e laboratorial

COMO PREVENIR ?

Fonte: do autor
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4.3 COLETA DE DADOS E APLICACAO DA PARACOCCIDIOIDINA
(INTRADERMOREACAO)

Apés a elucidacdo dos objetivos do trabalho aos moradores das localidades
rurais dos municipios de Alfenas-MG foi realizado um cadastro dos individuos que
aceitaram participar da pesquisa, onde foi preenchida uma ficha com dados
pessoais e histérico médico (APENDICE A). Procedeu-se a leitura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (APENDICE B) e cada participante
assinou o termo ap0s esclarecimentos.

No preparo da paracoccidioidina, para uso intradérmico, a concentracao
protéica foi ajustada a 60 yg/mL (estéril e apirogénica), de modo a se usar 6 ug/100
ML para o teste, de forma que, a quantidade de gp43 fosse expressa superior a 70%.
O preparo da paracoccioidina foi realizado conforme Saraiva et al (1996) e a
amostra utilizada € oriunda de uma cepa P. brasiliensis B-339, que é uma amostra
padrdo utilizada para producéo de antigenos em toda a América Latina.

O procedimento consiste em injetar 100 uL do antigeno no terco médio do
braco esquerdo — uma regido de poucos pelos — evitando lesdes, cicatrizes e/ou
vasos calibrosos aparentes (Figura 6A).

Figura 6 - A: aplicacéo de paracoccidioidina de maneira correta. B: o descarte do material perfuro-

cortante em local apropriado

e

Fonte: do autor

A aplicacdo correta é feita com o bisel voltado para cima e a seringa fica
paralela a pele de modo que o aplicador visualize a porcdo da agulha que foi

inserida na pele. A insercdo é feita de maneira lenta, se necessario, utilizar-se do
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polegar sobre o canhdo para estabilizar a seringa no local, no intuito de evitar o
deslocamento do braco ou seringa durante a aplicacdo. O aspecto final da aplicagéo
correta € a formagcdo de uma papula esbranquicada com poros, um aspecto de
“casca de laranja” (Figura 7A). A diminuicdo da papula é de maneira gradual

desaparecendo completamente em torno de 30 minutos.

Figura 7 - A: aplicacéo correta de paracoccidioidina com a formacao de papula. B: leitura de halo de
enduracdo de individuo reativo.

Fonte: do autor

Apls a realizacdo do teste de Intradermoreacdo, os moradores foram
informados sobre o retorno para leitura apos 48 horas da aplicagdo. Nesse momento
foi realizada a medicéao dos halos de enduracéo desenvolvidos nos pacientes (Figura
7B), coleta de sangue em todos os participantes da pesquisa — dos IDR positivos e
negativos —, e também foi agendada uma data para exame clinico com profissional
médico para monitorizacdo e evolugdo dos individuos positivos no teste. Foi
considerado positivo todo halo de enduragcédo maior que 5 mm de diametro.

4.4 TESTES DE ELISA (ENZYME LINKED IMMUNO SORBENT ASSAY)

O teste de ELISA indireto foi realizado conforme descrito por Camargo e
colaboradores (1984) com modificagdes.

Foi usado placas de poliestireno de 96 pocos (NUNC), o antigeno bruto de
P. brasiliensis na concentragdo de 50 pg/mL por pogo, em tampao carbonato-
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bicarbonato pH 9,6, em seguida a placa permaneceu “overnight” em temperatura de
4°C, lavou-se 5 vezes para retirar 0 excesso de solugdo. Na sequencia realizou o
bloqueio dos poc¢os com solucéo de leite desnatado (Molico®) a 5% em PBS-Tween
0,05% por uma hora a 37°C e novamente mesmo processo de lavagem anterior.

Os soros dos pacientes, controles positivos e negativos sao diluidos
previamente a 1/200 em PBS-Tween-gelatina 0,3%. Cada po¢co com bloqueio é
lavado e recebe 100 pL dessas diluicbes e sdo incubadas a 37°C por uma hora,
depois se lava de mesmo modo.

Uma estratégia para melhoria do método consiste na adigcdo de PBS-Tween
0,05% com solucéo de ureia 6M por 5 minutos em camara escura. Esse protocolo foi
realizado por NAMUJJU e colaboradores (2011) com algumas modificacfes, pois
pacientes com diferentes infeccbes podem apresentar anticorpos de baixa e alta
afinidade gerando reagOes cruzadas. A solugao de ureia tem poder de dissociacdo
das ligacbes mais fracas, inespecificas, diminuindo as reac¢bBes cruzadas
aumentando a especificidade do teste (RAHBARI et al, 2012), termina-se essa etapa
com lavagem semelhante as demais.

Considerando que ocorrera a formacdo de complexo antigeno-anticorpo nos
pocos em que soros tenham anticorpos para P. brasiliensis, o proximo passo é
formar complexos com anticorpos secundarios com marcador para revelagao.
Assim, foi usado 100 pL de conjugado Anti-lgG Humana Peroxidase (SIGMA) na
diluicdo de 1/7.500 por pogo, como incubacao a 37°C por uma hora, posteriormente
procedeu-se a lavagem.

Para revelacdo e geracdo de cor, utilizou-se de 100 pL de substrato o-
fenilenodiamina (OPD) (SIGMA) e 10 pL de peroxido de hidrogénio diluidos em 10
mL de tampao citrato 0,1M pH 4.5 e deixando em repouso por oito minutos em
camara escura. A reacdo foi paralisada pela adicdo de 30 pL de acido sulftrico 2N
por poco. A leitura foi feita em espectrofotdmetro (ZENITH 200 RT) no comprimento
de onda de 492 nm. O ponto de corte foi calculado a partir da soma da média da DO

acrescida de duas vezes o desvio padrédo de soros negativos em cada placa.
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4.5. PADRONIZACAO DO ENSAIO DOT BLOT

O ensaio de Dot Blot para PCM foi realizado conforme TABORDA;
CAMARGO (1994) com modificagbes. Uma membrana de nitrocelulose (Millipore,
Sao Paulo, Brasil) medindo 11,5 x 8 cm foi hidrata por 5 minutos em solugdo salina
Tris-HCI 20 mM, pH 7,5- NaCl 200 mM (TBS). A seguir, a membrana foi montada em
um aparato para Dot Blot de 96 pocos (Bio-Rad, Richmond, Califérnia) e
sensibilizada com 100 pL de antigeno bruto do P. brasilienses na concentracdo de
10 pg/mL em TBS ou com 100 pL de solucdo antigénica paracoccidioidina a 5 pg/mL
por uma hora. Alguns experimentos foram realizados a temperatura ambiente e
outros a 37° C de acordo com o experimento. A seguir, a membrana foi lavada 3
vezes com solucdo TBS-Tween 20 0,05% e bloqueada. Para bloqueio foi utilizado
200 pL de solucdo a 0,5% ou 5% de leite desnatado ou 5% de leite desnatado +
gelatina 3% ou solucdo a 10% de soro fetal bovino (SFB) em TBS por uma hora.
ApoOs este periodo, a membrana foi lavada 3 vezes com solucdo TBS-Tween 20
0,05%. A seguir, foram adicionados 100 pL das diluicbes das amostras de soros de
pacientes com PCM (controles positivos) e negativos a partir de 1/200 em TBS ou
TBS-TWEEN- 0,05%-GELATINA 0,3% por uma hora. As diluicdes das amostras de
soro foram realizadas em uma placa de poliestireno de 96 poc¢os e posteriormente
transferidas para o aparato. A seguir, a membrana foi lavada 3 vezes com solucéo
TBS-Tween 20 0,05% e adicionado 100 pL do conjugado peroxidase de cabra anti-
IgG humana (SIGMA) em TBS. Foram testadas diferentes concentragbes do
conjugado. A membrana foi novamente lavada 3 vezes com solu¢do TBS-Tween 20
0,05% e imersa em 10 mL de solucao diaminobenzidina-H202 (SIGMA) em TBS por
10 min. A membrana foi fotografada para avaliagdo dos resultados. A presenca de
um ponto esférico (dot) de coloracdo marrom intensa indica resultado positivo e a
auséncia de coloracao resultado negativo. Figura 8 mostra uma fotografia do aparato

de Dot Blot e da bomba a vacuo utilizada nos experimentos.



FIGURA 8 A: Aparato de DOT BLOT montado B: bomba a vacuo
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Fonte: do autor

As etapas da execucdo do ensaio apds padronizacdo estdo descritas

abaixo:

1.

Hidratar membrana de nitrocelulose (Millipore, Sdo Paulo, Brasil) com tamanho
11,5 x 8 cm por 10 minutos em solugéo salina Tris-HCI 20 mM, pH 7,5 - NaCl 200
mM (TBS).

Montar o aparato para Dot Blot de 96 pocos (BIO-RAD) (FIGURA 8A) com a
membrana hidratada;

Sensibilizar com 100 pL de soluc&o antigénica paracoccidioidina a 5 pg/mL em
TBS-Tween 20 0,05% por uma hora a 37°C;

Lavar por trés vezes utilizando 200 pL de solucdo TBS-Tween 20 0,05% por pogo
em cada filtragdo com a bomba a vacuo (FIGURA 8B);

Bloqueio com 200 pL de solucéao de soro fetal bovino (SFB) a 10% em TBS por

uma hora a 37°C;

6. Lavar por 3 vezes com 200 pL de solugcédo TBS-Tween 20 0,05%.

Adicionar 100 pL das diluicbes das amostras de soros de pacientes, controle
positivo e negativo em quadruplicata a 1/400 em TBS-TWEEN 0,05% por uma
hora a 37°C. As diluicbes das amostras de soro foram realizadas em uma placa
de poliestireno de 96 pocos e posteriormente transferidas para o aparato.

Lavar novamente a membrana 3 vezes, por filtracdo a vacuo, com 200 uL de
solucéo TBS-Tween 20 0,05%;

Adicionar 100 pL do conjugado peroxidase de cabra anti-lgG humana (SIGMA)
diluido a 1/3000 em TBS;

10. Lavar novamente a membrana 3 vezes com 200 pL de solugdo TBS-Tween 20

0,05%;
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11.Retirar a membrana do aparato e realizar a imersdo em 10 mL de solugcao
diaminobenzidina-H,0, (SIGMA) previamente diluida em agua destilada por 10
minutos.

12.Fotografar a membrana para avaliacdo dos resultados.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se o programa SPSS
versao 16 (2007). Foi realizada analise de distribuicdo de frequéncia das principais
variaveis, com o objetivo de caracterizar a populacéo atendida no estudo.

Foi realizada andalise da distribuicdo de frequéncia das variaveis:
prevaléncia, género e faixa etéria. A existéncia de associacdo entre as variaveis
categoricas serdo comparadas utilizando o teste do Qui-quadrado.

Na comparacao do teste de ELISA com o Dot Blot foi estabelecido resultado
positivo ou negativo e ndo os valores de densidade 6tica obtidos com as leituras das
placas de ELISA. Assim foi possivel limitar possiveis variaveis alternativas.

O método estatistico usado para avaliacdo da concordancia entre métodos
foi o método de Kappa, que consiste no calculo de um coeficiente de correlagcéo
interclasses, considerando também probabilidade (VIEIRA; GARRETT., 2005). A
interpretacéo dos valores de k estdo expressos no Quadro 1:

Quadro 1- Interpretacéo dos valores de k

K Interpretacéo
<0 Sem acordo
0,0-0,20 Acordo ligeiro
0,21-0,4 Acordo “fair”
0,41-0,60 Moderada
concordancia
0,61-0,80 Acordo substancial
0,81-1,00 Concordéancia quase
perfeita

Nota: K=correlacdo entre os resultados
Fonte: Landis; Koch (1977)
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5 RESULTADOS

Nesse capitulo serdo demonstrados os resultados obtidos no estudo.

5.1 PADRONIZACAO DO TESTE DE DOT BLOT

As condi¢Oes para realizagcao do teste foram estabelecidas como descritas
na secao 4.5. em material e métodos.

A Figura 9 monstra o resultado de um experimento onde se testou diferentes
concentracbes do antigeno bruto (0,15 a 10 pg/mL) e diferentes diluicbes das
amostras de soros (1/100 a 1/6400). Foram utilizados 3 soros positivos e 3 soros
negativos para PCM em duplicata. A reacdo observada foi inespecifica, pois ndo
houve discriminacdo entre 0s soros positivos e negativos. Nao foi observada

deposicao do substrato nos pocos sem antigeno ou soro.

Figura 9 — Membrana de nitrocelulose sensibilizada com antigeno bruto em diferentes concentracdes
e testada com soros positivos e negativos para PCM.

Soros positivos Soros negativos
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Nota: Blogqueio: TBS-Leite 0,5%. Diluicdo do conjugado em 1/500. Diluicdo das amostras de 1/100 a
1/6400. Ag: antigeno bruto; Ac: Anticorpo.
Fonte: do autor
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Uma explicagdo para a reagdo inespecifica mostrado na Figura 4 poderia ser
devido a concentragdo do conjugado (1/500). Assim foi realizado um novo teste com
diferentes concentracdes do conjugado peroxidase anti-lgG humana com o objetivo
de verificar se a resposta apresentava melhor discriminacdo entre as amostras
positivas e negativas. As concentragcbes do conjugado testadas foram de 1/2500 e
1/5000 (Figura 10).

Pode se observar no resultado do teste das concentracbes do conjugado
(Figura 10A, 10B) uma melhor discriminacdo entre as amostras positivas e
negativas. A maior diferenca entre soros positivos e negativos ocorreu na diluicdo do
conjugado de 1/2500 e da amostra 1/200. No entanto, também foram observados
pontos positivos em amostras negativas, sugerindo que 0 ensaio ainda precisa ser
melhorado. Todos os controles da reacdo foram eficientes. Na Figura 10C ficou
demonstrado que nado ocorreu ligacdo do conjugado anti-igG na membrana sem
presenca de amostra de soro (anticorpo primario). Na Figura 10D os “dots” apenas
bloqueados, sem sensibilizacdo (antigeno) e sem adicdo de amostra de soro
(anticorpo primério) ndo apresentaram nenhuma precipitacdo, enquanto que os 4
altimos “dots” na mesma linha apresentaram precipitagdo do substrato (controle
interno). Esse resultado era esperado, pois 0 blogueio ndo deve interferir ou gerar
precipitacdo do DAB e a sensibilizacdo direta da membrana com soro humano
(controle interno) faz com que IgGs circulantes figuem aderidas a membrana
reagindo com o conjugado peroxidase anti-lgG humano gerando “dots” bem

compactos.
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Figura 10 — Membrana de nitrocelulose sensibilizada com antigeno bruto (10 [Ig/mL) e testada com

Soros positivos e negativos para PCM

Soros positivos Soros negativos
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Nota: Bloqueio: TBS-Leite 0,5%. A: Diluicdo do conjugado em 1/2500. B: Diluicdo do conjugado em
1/5000. C: Controle sem presenca de amostra. D: Controle interno.
Fonte: do autor

Posterior ao teste para verificagcdo da diluicdo do conjugado foi testado a
eficiéncia da solucdo de bloqueio com TBS-Leite desnatado 0,5%, TBS-Leite
desnatado 0,5%—Gelatina 0,05% e TBS-SFB 10%. As demais variaveis foram
mantidas. Os resultados demonstraram que o bloqueio TBS-SFB 10% foi mais
eficiente, pois as amostras negativas nao tiveram aparecimento de precipitacdo do

substrato em nenhuma dilui¢do (Figura 11).



Diluicao das amostras de soro

39

Figura 11 - Membrana de nitrocelulose sensibilizada com antigeno bruto (10 Cig/ml) e testada com
Soros positivos e negativos para PCM.

Soros positivos Soros negativos
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Nota: Amostras positivas e negativas em duplicata diluidas em 1/200, 1/400 e 1/800 e com bloqueio
em TBS-Leite desnatado 0,5% (A), TBS- Leite desnatado 0,5% (B) Gelatina 0,05% e TBS-
SFB 10% a temperatura ambiente. Dilui¢do do conjugado a 1/3000.

Fonte: do autor

Durante a padronizacdo foi observado que a sensibilizacdo com antigeno
bruto gerou precipitacdo do substrato em algumas amostras negativas e também em
controles sem adicdo de Ag houve ligagBes inespecificas em amostras de soro
positivas, sugerindo que o resultado anteriormente observado com soros positivos
poderia ser inespecifico.

Devido a isso foi testado a paracoccidioidina como antigeno sensibilizante
devido esta ser uma preparacado antigénica rica em gp43 (mais de 70%), o antigeno
mais importante no diagnostico da PCM (PUCCIA et al.,1986).

A Figura 12 mostra os resultados do teste de Dot blot usando a
paracocidioidina na concentracdo de 5 [1g/mL como antigeno. Pode ser observada
uma discriminagdo satisfatoria entre as amostras positivas quando comparada as

amostras negativas. As ligacfes inespecificas diminuiram ao ponto de diferenciar
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visualmente as amostras positivas das amostras negativas para PCM. Nao ocorreu a
ligacdo inespecifica de anticorpos no controle sem adicdo de antigeno (ndo

mostrado).
Figura 12 — Membrana de nitrocelulose sensibilizada com paracoccidioidina 5 pug/mL

Soros positivos Soros negativos
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Nota: Blogueio TBS-SFB 10%, lavagem com TBS-Tween 0,05%, amostras positivas (1, 2 e 3) e
negativas (4, 5, e 6) diluidas a 1/200, 1/400 e 1/800 em duplicata (colunas), conjugado
diluido/3000 em TBS, revelacdo em DAB por 10 minutos.

Fonte: do autor

Apés analise dos resultados chegou-se as seguintes condigdes do ensaio de
Dot Blot: antigeno paracoccidioidina na concentracdo de 5 pg/mL; bloqueio
utilizando SFB 10% em TBS; amostras de soros diluidas 1/400 em TBS-Tween
0,05%; conjugado peroxidase anti-lgG humana na diluicdo de 1/3000. A temperatura

de 37°C, assim como uma hora de incubacdo em todas as etapas.

5.2 O TESTE DE DOT BLOT

ApOs padronizacao, o teste de Dot Blot foi realizado utilizando 231 amostras de
soro de moradores de areas rurais do municipio de Alfenas. Em cada membrana
foram testados 40 soros em duplicada, juntamente com uma amostra como controle
positivo e uma como controle negativo em quadruplicada, um branco (controle) e um
controle interno (Ig humana). A precipitacdo de substrato nesses “dots” demonstra
que ha formagédo de complexo antigeno-anticorpo no final do teste, afirmando a
correta execugao do ensaio. A avaliacao dos resultados de Dot Blot das amostras foi
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realizada de maneira visual por comparacao de cor entre as amostras, 0s controles
positivos, negativos e o branco. Os resultados duvidosos foram submetidos a novo

ensaio em condicdo andloga. A Figura 13 mostra um resultado representativo dos

experimentos realizados.

FIGURA 13 - Membrana de nitrocelulose sensibilizada com paracoccidioidina 5 pg/mL, blogueio TBS-
SFB 10%, lavagem com TBS-Tween 0,05%, amostras diluidas a 1/200 em duplicata,

conjugado diluido/3000 em TBS, revelacdo em DAB por 10 minutos.
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Nota: Os quadrantes destacados em vermelho equivalem aos controles: CI: controle interno; B:
Branco; C+: amostra de soro positiva para PCM; C-: amostra negativa para PCM.

Fonte: do autor.

A TABELA 1 apresenta a distribuicdo da frequéncia do resultado do teste de
Dot Blot, IDR e ELISA respectivamente. Pode ser observado que 133 amostras
(57,57%) foram classificadas como positivas e 98 (42,33%) como negativas para
presenca de anticorpos contra P. brasiliensis no teste de Dot Blot. Na IDR, 159
amostras (68,83%) foram positivas e no teste de ELISA, 131 (56,71%) amostras

foram positivas. Ressalta-se a semelhanca entre os resultados positivos nos testes

Dot Blot e ELISA.
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Tabela 1 - Distribuicdo da frequéncia do teste Dot Blot, IDR e ELISA de moradores de area endémica
para PCM em Alfenas, MG.

Variaveis N° de individuos %
Positivo 133 57,58
Teste Dot Blot Negativo 98 42,42
Total 231 100
Positivo 131 56,71
ELISA Negativo 100 43,29
Total 231 100
Positivo 159 68,83
IDR Negativo 72 31,17
Total 231 100

Fonte: do autor

Dos 103 individuos masculinos, 64,08% (66) foram positivos no teste de Dot
Blot e dos 128 individuos femininos, 52,34% (67) eram do sexo feminino (TABELA
2).

Tabela 2 - Distribuicao da frequéncia do teste Dot Blot positivos e negativos por género masculino e
feminino de moradores de area endémica para PCM em Alfenas, MG.

Género
Dot Blot Masculino Feminino Total
Positivo 66 (64,08%) 67 (52,34%) 133 (57,58%)
Negativo 37 (35,92%) 61 (47,66%) 98 (42,42%)
Total 103 (44,59%) 128 (55,41%) 231 (100%)

Fonte: do autor
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A TABELA 3 mostra a distribuicdo do teste de Dot Blot por faixa etaria. Dos
individuos positivos no teste de Dot Blot 11,69% (27) tinham entre 11 e 29 anos,
24,24% (56) tinham entre 30 e 49 anos e 21,64% (50) dos individuos tinham mais
que 50 anos de idade. A proporcao de individuos negativos na faixa etaria de 11 a
29 anos foi de 20 individuos (8,66%), na faixa etaria de 30 a 49 anos, 48 individuos
(20,78%) e na faixa etaria igual ou maior que 50 anos, 30 (12,99%) respectivamente
(TABELA 3).

Tabela 3. Distribuicdo da frequéncia do teste Dot Blot positivos e negativos por faixa etaria de
moradores de area endémica para PCM em Alfenas, MG.

Dot Blot
Faixa etaria Positivo Negativo Total
11-29 anos 27 (11,69%) 20 (8,66%) 47 (20,35%)
30-49 anos 56 (24,24%) 48 (20,78%) 104 (45,02%)
> =50 anos 50 (21,64%) 30 (12,99%) 80 (34,63%)
Total 133 (57,58%) 98 (42,42%) 231 (100,00%)

Fonte: do autor

A concordancia entre os resultados positivos e negativos nos testes de Dot
Blot e ELISA e nos teste Dot Blot e o teste intradérmico pode ser observada nas
TABELAS 4 e 5 respectivamente.

Foi observada uma concordancia de 59,31% entre os resultados positivos e
negativos entre os testes de Dot Blot e ELISA e uma discordancia 40,69% (TABELA
4) (P<0,05).

Por sua vez, pode ser observada uma concordancia de 48,92 % entre os
resultados positivos e negativos entre os testes de Dot Blot e IDR e uma
discordancia 51,08% (TABELA 5).
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Tabela 4 - Comparacgéo entre o teste Dot Blot e o teste de ELISA de moradores de area endémica
para PCM em Alfenas, MG.

Dot Blot
ELISA Negativos Positivos Total P
Negativos 52 (22,51%) 48 (20,78%) 100 (43,29%)
P=0,0111
Positivos 46 (19,91%) 85 (36,80%) 131 (56,71%)
Total 98 (42,42%) 133 (57,58%) 231 (100%)

Fonte: do autor

Tabela 5 - Comparacdo entre o teste Dot Blot e o teste intradérmico (IDR) de moradores de area
endémica para PCM em Alfenas, MG.

IDR
Dot Blot Negativos Positivos Total P
Negativos 26 (11,26%) 72 (31,17%) 98 (42,42%)
P=0,1997
Positivos 46 (19,91%) 87 (37,66%) 133 (57,58%)
Total 72 (31,17%) 159 (68,83%) 231 (100%)

Fonte: do autor

Foi utilizado um célculo de coeficiente de correlagéo interclasses — Kappa —
para verificagdo da concordancia entre os métodos conforme VIEIRA e GARRET
(2005).

A andlise do teste de Kappa realizada entre os testes de ELISA e Dot Blot e
entre os testes de Dot Blot e IDR é apresentada nas tabelas 6 e 7 respectivamente.

Foi obtido um Kappa no valor de 0,1693 entre o teste de ELISA e Dot Blot,
sugerindo um acordo ligeiro (TABELA 6).

Por sua vez, a analise do teste de Kappa realizada entre os testes de ELISA e
o teste intradérmico foi de -0,0835, sugerindo ndo haver acordo entre os testes
(TABELA 7).
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Tabela 6 - Comparacéo entre os resultados dos testes de Dot Blot e ELISA pelo teste de Kappa.

Concordéancia Concordéancia Kappa Erro padrao Z Prob>Z
esperada
59,31% 51,02% 0,1693 0,0658 2,578 0,0050

Fonte: do autor

Tabela 7 - Comparacéo entre os resultados dos testes de Dot Blot e IDR pelo teste de Kappa.

Concordancia Concordancia Kappa Erro padrao Z Prob>zZ
esperada
48,92% 52,85% -0,0835 0,0639 131 0,904

Fonte: do autor
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6 DISCUSSAO

A paracoccidioidomicose causada pelo P.brasiliensis € uma doenca
sistémica que se concentra na Ameérica do Sul e Central (LACAZ et al., 2002). O
Brasil responde por 80% dos casos relatados (BRUMMER, CASTANEDA,
RESTREPO, 1993). Quando diagnostica tardiamente e nao tratada de forma
adequada pode ocasionar em graves sequelas e mesmo em obito (MARQUES,
2007; PALMIEIRO; CHERUBINI; YURGEL, 2005).

A infeccdo por P.brasiliensis é caracterizada por um longo periodo de
laténcia, e na maioria dos casos, a doenca se manifesta apOs décadas.
(PALMIEIRO; CHERUBINI; YURGEL, 2005). A maior frequéncia de PCM € no sexo
masculino. O teste cutaneo demonstra que em area de endemicidade o contato com
o P. brasiliensis € importante durante as primeiras duas décadas de vida
(BRUMMER, CASTANEDA, RESTREPO, 1993).

Existe uma alta prevaléncia de PCM-infecgcdo em varias regides do Brasil.
Noroeste do Parana com 43% (FORNAJEIRO et al, 2005), Ibia, na microrregido do
alto Paranaiba em Minas Gerais com 49,5% (SILVA-VERGARA; MARTINEZ, 1998)
e em Alfenas, regido do sul de Minas Gerais, moradores de comunidades rurais
apresentaram uma positividade de 46.67% (MAGALHAES et al., 2014).

Como mostrado anteriormente, os testes soroldgicos podem ser utilizados
no diagnostico auxiliar da PCM. No entanto, nenhum deles apresentou ainda
capacidade de diagnostico precoce e auséncia de reacfes cruzadas em um mesmo
teste. Por sua vez, Taborda; Camargo (1994) mostraram que o ensaio de Dot Blot
demonstrou ser um teste rapido, de facil leitura visual, com uma sensibilidade e
especificidade de 100% e barato, apresentando eficacia para o uso no diagndstico
de PCM e acompanhamento de terapia antimicética, inclusive para estudos soro-
epidemiologicos.

Dentro desse contexto, esse trabalho teve como objetivo avaliar o teste de
Dot Blot em area endémica para PCM em comparacdo com os testes de ELISA e
IDR. Para tanto, uma coorte constituida de 231 individuos foi selecionada a partir do
levantamento realizado por Magalhées et al., (2014). A Figura 13 mostra o resultado
de uma membrana representativa do teste de Dot Blot apds padronizacédo. Pode ser

observado “dots” com coloragdo marrom intensa até “dots” sem coloracao, sugerindo
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que esta variacdo na intensidade de cor entre “dots” reflita a quantidade de
anticorpos presentes nas amostras de soros. Pode ser observado que o controle
sem amostra (branco) sempre permaneceu sem coloracdo e a grande diferenca
entre o controle positivo e 0 negativo. Neste ultimo, detectou-se uma pequena
coloragéo.

A TABELA 1 indica uma positividade de 57,58% no Dot Blot, 56,71% no
teste de ELISA e 68,83% para o teste de IDR respectivamente. O percentual de
positivos dos testes sorologicos sao proximos e menores do que o percentual da
IDR. O uso da ureia no teste ELISA pode eliminar as interferéncias causadas por
anticorpos de ligacdo mais fraca, ou seja, anticorpos inespecificos, reduzindo as
ligacdes inespecificas como proposto por NAMUJJU et al., (2011) e RAHBARI et al.,
(2012).

Entre os pesquisados, a quantidade de mulheres 128 (55,41%) foi maior que
homens 103 (44,59%), pois a procura pelo servico oferecido foi maior entre 0 sexo
feminino. Entretanto, no ensaio Dot Blot 64,07% dos individuos positivos eram do
género masculino e 52,34% eram do género feminino (TABELA 2). BAGATIN (1986)
realizou um inquérito epidemiolégico com paracoccidioidina na populacao rural de
Sorocaba e obteve em uma positividade de 66,7% no género masculino e 57,7% no
género feminino. H4 que se considerar o tempo de exposicdo ao fungo, pois
segundo CARALDINA; MAGALDI (1974), a prevaléncia € maior no sexo masculino
devido ao maior tempo de exposi¢ao. Outros estudos de inquéritos epidemioldgicos
ndo observaram diferenca significativa entre géneros na infeccdo, o que € diferente
da PCM doencga, onde a propor¢cdo de homens € maior devido as mulheres terem
um fator protetivo hormonal (SHANKAR et al., 2011).

Com relacdo as faixas etarias, o ensaio Dot Blot revelou a menor
concentracéo de positivos 27 (11,69%) esta na faixa etaria mais jovem (11-29 anos).
A faixa etaria entre 30-49 anos com 56 (24,24%) de positivos e a faixa etaria acima
de 50 anos com 50 (21,64%) dos positivos (TABELA 3) demonstra um resultado
correlato da literatura, em que a maior soroprevaléncia de PCM-infeccao esta entre
0os homens adultos entre 30 e 50 anos de vida (PALMIEIRO; CHERUBINI; YURGEL,
2005).

Com relacéo as faixas etarias esse estudo apontou um percentual de 79,7%
positivos com idade acima da 32 década de vida. Esses valores sao compativeis

com a literatura epidemiolégica da doenca, pois BLOTTA et al (1999) estabelecem a
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maior incidéncia entre os 41 e 50 anos nos homens. FORNAJEIRO et al., (2005)
situam o predominio da infec¢do entre a 32 e 52 década de vida e os dados de
BITTENCOURT et al, (2005) corrobora essa faixa de maior incidéncia e também
conclui que a maior mortalidade esta nessa faixa etaria.

Segundo MALUF et al (2003), a progressao de infeccao para doencga depende
de fatores relacionados tanto ao agente quanto ao hospedeiro e pode ocorrer depois
de vérios anos. Dessa forma, as manifestacdes clinicas da micose apresentam-se,
na maioria das vezes, em pessoas acima dos 30 anos, apesar do contato inicial do
hospedeiro com o fungo ter ocorrido durante as primeiras décadas de vida.

A concordancia entre os resultados positivos e negativos nos testes de Dot
Blot e ELISA e nos teste Dot Blot e o teste intradérmico (TABELAS 4 e 5
respectivamente) mostram uma maior concordancia entre o teste Dot Blot e ELISA,
dados corroborado pelo célculo de coeficiente de correlagéo interclasses, Kappa,
sugerindo haver um acordo ligeiro entre o teste Dot Blot e ELISA e nenhum entre o
teste Dot Blot e o teste intradérmico (TABELAS 6 e 7 respectivamente).

De acordo com PAPAGGIANIS; ZIMMER (1990), na coccidioidomicose,
outra doenga fungicas sistémica, ndo se deve descartar a possivel ocorréncia de
doenca quando ha uma sorologia positiva juntamente a uma resposta imune celular
negativa. Contudo, pode ocorrer uma resposta imune celular positiva durante muito
tempo sem a presenca de sorologia detectavel, mas nesse caso pode se descartar a
doenca fungica, salvo casos que o individuo tem uma imunossupressao instalada.
Portanto, na amostra pesquisada nesse estudo ndo se pode descartar a presenca
de individuos com auséncia de resposta imune celular e presenca de anticorpos
contra P. brasiliensis, mas também ndo se pode descartar que a IDR positiva pode
nao ser contra o P. brasiliensis e sim uma reac¢éo cruzada com outros fungos como
0 Histoplasma capsulatum. A possivel reacdo cruzada com outros fungos deve ser
guestionada, pois autores como DIOGENES (1990); ANDRADE (1984); FERREIRA
da CRUZ, (1991); ZEMBRZUSKI (1996) sugerem a ocorréncia de possivel reacdo
cruzada como outros fungos, principalmente Histoplasma capsulatum. Assim, o nivel
de discordancia observado poderia ser atribuido a reacfes cruzadas (CAMARGO,
2008).

As citocinas e o padrédo da resposta imune do individuo poderiam contribuir
tanto para a resisténcia quanto para a susceptibilidade a infecdo (BORGES et al,

2002). E sabido que a resposta humoral ndo desempenha um papel importante na
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defesa dos organismos infectados (BORGES, 2002). Pesquisas com formas agudas
da doenca (BENARD, 1997) e em modelos experimentais (CALICH et al., 1998)
demonstram que ambos produzem grandes quantidades de anticorpos especificos.

A nado concordancia entre os testes de Dot Blot e IDR podem ser explicados
pela dissociacdo da resposta humoral da resposta celular especifica para a PCM.
Praticamente todos os pacientes com doenca tém niveis de anticorpos detectaveis
anti-gp70 KDa e anti-gp43 KDa na circulagdo. Assim pode-se visualizar a resposta
em dois padrdes imunes néo interferentes na secrecédo de citocinas. Primeiro uma
resposta Thl que favorece as respostas mediadas por células e depois uma
resposta Th2 favorece a resposta humoral. Essa hipotese sugere que pacientes com
PCM-doenca desenvolvem uma predominancia resposta imune tipo Th2.
Predominantemente esses pacientes tem usualmente eosinofilia,
hipergamaglobulenemia e altos niveis de anticorpos IgE especificas, cujas
caracteristicas sado tipicas desse modelo de resposta. Entretanto, recentemente foi
sugerido que citocinas pro-inflamatérias podem também participar das alteracdes
imunoregulatorias dos pacientes com PCM (MENDES GIANINI et al., 1997).

Acredita-se que uma resposta celular prejudicada é causada pela prépria
doenca (BRUMMER, CASTANEDA, RESTREPO, 1993) e uma forte evidéncia para
isso € que apOs o tratamento, a resposta celular volta a ser boa (MOK, 1977). Em
areas endémicas, o individuo é exposto recidivamente ao fungo e assim seu sistema
imune é desafiado diversas vezes ao longo do tempo produzindo titulos mensuraveis
de anticorpos.

Vale ressaltar que a producdo de antigenos tem um importante papel na
qualidade do imunoensaio (CAMARGO, 2008). No trabalho original, TABORDA,;
CAMARGO (1994) empregaram a gp43 purificada e tratada com metaperiodato de
sédio e nos trabalhamos com uma suspensdo rica em gp 43. Este antigeno
exocelular e imunodominante € relatado como o mais expressivo na espécie do P.
brasiliensis (PUCCIA et al.,1986). Porém, a gp43, ndo é uma molécula totalmente
especifica, pois sua fracdo carboidrato contém epitopos capazes de serem
reconhecidos por soros heterdlogos, principalmente, soros contendo anticorpos anti
— Histoplasma capsulatum (PUCCIA; TRAVASSOS, 1991).

Os resultados observados demonstram uma elevada prevaléncia da
sensibilizacdo cutanea ao P. brasiliensis em areas rurais do municipio de Alfenas-

MG, estabelecendo a regido como uma area endémica. O teste Dot Blot € apenas
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qualificativo e discrimina como positivo aquele paciente que tem titulos significativos
contra o P.brasiliensis e semelhantes ao obtido pelo método de ELISA. No entanto,

nossos estudos sao necessarios para uma melhor padronizacéo do teste Dot Blot.
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7 CONCLUSAO

Foram obtidos resultados semelhantes entre os testes de Dot Blot e de
ELISA. Devido a dificuldade na padronizacdo no Dot Blot e a uma melhor
reprodutibilidade e rapidez do teste de ELISA, os resultados sugerem que o teste de
ELISA seja mais adequado para levantamento da prevaléncia da PCM em areas

rurais.
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APENDICE

APENDICE A — Ficha Cadastral

Estudo: “ANALISE DA PREVALENCIA DE INFECCAO PELO Paracoccidioides brasiliensis EM AREAS
RURAIS DE ALFENAS, MINAS GERAIS ”

Dados do paciente

Nome:

Idade: Sexo: Estado civil :
Profissédo e dados relativos a mesma:

Endereco:

Telefone: Localidade:
Agravos:

Medicacgéo:

Dados Laboratoriais

IDR: Negativo: [] Positivo: [] ( mm data: )
IDD: Negativo: [] Positivo: [](titulac&o: data: )
ELISA: Negativo: [] Positivo: [](D.O.: data: )
Rx:

Hemograma:

Diagnostico Negativo: [] Positivo:[]

Forma clinica:

Tempo aproximado da micose ou da suspeita:

Tratamento ( Inicio — Duragéo —Terapéuticacomplicacoes):
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APENDICE B - TCLE (Termo De Consentimento Livre E Esclarecido)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

ANALISE DA PREVALENCIA DE INFECCAO PELO Paracoccidioides brasiliensis EM AREAS
RURAIS DE ALFENAS, MINAS GERAIS

A Paracoccidioidomicose é uma doengca causada por fungo, endémica em cidades
localizadas no Sul de Minas Gerais, tornando-se grave quando ndo tratada precocemente. A UNIFAL-
MG recebe varios pacientes com suspeita de infeccao funcionando como referéncia diagndstica na
regido. Este trabalho visa a identificagdo de portadores da doenca e individuos infectados
assintomaticos. Desta forma poder-se-a avaliar a realidade, contribuir para adogcdo de medidas
preventivas, bem como encaminhar os infectados para tratamento e/ou acompanhamento. Este
Gltimo para os individuos infectados assintomaticos.

A identificacdo se fara pelo teste intradérmico, injetando 0,1 mL de solucdo de antigeno bruto
no terco médio ventral do antebraco, na camada mais superficial da pele. Neste local se formara
imediatamente uma pequena papula, com aspecto de casca de laranja que desaparecera
posteriormente. Apds dois dias (48 horas) sera feita a leitura devendo os participantes retornar ao
local do exame no horario previamente estabelecido. De acordo com os resultados serdo realizadas
as primeiras orientacdes e encaminhamentos. Para realizacdo do teste serd utilizada proteina
antigénica, previamente preparada para testes intradérmicos pelo Prof. Zoilo Pires de Camargo da
UNIFESP (Universidade Federal de S&o Paulo — Escola Paulista de Medicina). O teste ndo traz
qualquer risco para os participantes.

Com base nos motivos expostos para esta pesquisa, pelo presente instrumento que atende

as exigéncias legais,
eu,
, portador da
cédula de identificacdo n° , ou certiddo de nascimento n°
, (ou responsavel pelo
menor)

, apos leitura e entendimento do termo de
consentimento livre e esclarecido, devidamente explicado, detalhadamente, ciente dos servigos e
procedimentos aos quais serei submetido, ndo restando quaisquer dividas a respeito, firmo meu
Consentimento Livre e Esclarecido em concordancia de participar do trabalho proposto, no que lhe é
cabivel, sem remuneragdo, conforme este documento.Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de
Etica em Pesquisa, da Universidade Federal de Alfenas, com o certificado CAAE:
23087.004231/2008-41.

Fica claro que como participante ou representante legal posso a qualquer momento retirar meu
consentimento livre e esclarecido e deixar de participar deste estudo, e estou ciente de que todo
trabalho realizado torna-se informacéo confidencial guardada por forca do sigilo profissional. Permito
apenas a divulgacdo dos dados sem minha identificacdo para fins académicos em eventos cientificos
e periodicos.

Recebi essas informacdes anteriormente aos procedimentos pela académica responsavel
juntamente com o convite para participar deste projeto.

Por estarem entendidos e confirmados, assinam o presente termo

Alfenas, [/ |/

Assinatura do participante

Assinatura do académico(a)



ANEXO

ANEXO 1 — Parecer do Comité de Etica

MINISTERIO DA EDUCAGAO %
Universidade Federal de Alfenas . UNIFAL-MG

Rua Gabriel Monteiro da Silva, 714 . “Alfenas/MG . CEP 37130-000 ‘f ll.D
Fone: (35) 3299-1000 . Fgoe (35] 3299-1063 nl a b3

ntverticase Fedarsl dn Ak

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

DECLARACAO

Declaro para todos os fvinsl que o projeto intitulado
“COMPARAGAO ENTRE OS ENSAIéS DE DOT BLOT E ELISA
PARA O DIAGNOSTICO DE PARACOCCIDIOIDOMICOSE" foi
analisado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Unifal-MG,
recebendo o parecer APROVAD(;, conforme registro em Ata da

812, Reunido, de 08 de fevereiro de 2011, protocolo N* 119/2010.

Alfenas, 09 de fevereiro de 2G11.
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Profa. Dra. Maisa Ribeiro e@?&ﬁ.ima Brigagao
Coordehad“eir do CEP

61



