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RESUMO

Paracoccidioidomicose (PCM) é uma doenca fangica considerada um problema de salde
publica no Brasil. Na cavidade oral o processo alveolar e a gengiva sao as localizacGes mais
afetadas. A leséo bucal tipicamente se manifesta como uma hiperplasia granular eritematosa,
com varios pontos hemorragicos e uma superficie com aspecto de amora chamada de
estomatite “moriforme”. O polimorfismo clinico da PCM bucal as vezes dificulta o
diagnostico especialmente quando confundido com carcinoma espino celular (CEC). A PCM
bucal geralmente é diagnosticada por histopatologia, entretanto, em alguns casos, o agente
etioldgico pode ndo ser encontrado ou confundido com outros fungos dimorficos e pecas
pequenas podem levar a um erro de diagnéstico. As técnicas moleculares sdo promissoras,
facilitando um diagndstico mais conclusivo, com uma alta especificidade e sensibilidade para
P. brasiliensis, em particular através da utilizacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
Pecas de tecidos parafinizados vém sendo utilizadas em estudos retrospectivos de
diagndsticos a fim de padronizar um método de extracdo de DNA que seja adequado em
técnicas moleculares. Este estudo descreve dados clinico-patolégicos de 70 casos de PCM
bucal confirmados por histopatologia. Desses 70 casos, 29 amostras de tecidos parafinizados
foram submetidas a extracdo de DNA e utilizadas em dois protocolos diferentes de PCR para
a deteccdo do DNA do fungo P. brasiliensis. Pecas de CEC bucal parafinizadas foram
utilizadas como reacdo controle. Os dados clinicos mostram que a maioria dos pacientes eram
homens, trabalhadores rurais, fumantes, etilistas, apresentam multiplas lesdes e o processo
alveolar e a gengiva sdo os sitios mais afetados e o CEC foi o diagnostico diferencial mais
freqiiente. Nas 29 amostras de tecidos parafinizados, o fungo P. brasiliensis foi detectado em
17 (58,6%) amostras pelo protocolo de Koishi (2006) e 2 (6,9%) pelo protocolo de Theodoro
et al. (2005). As 12 amostras negativas pelo protocolo de Koishi (2006), foram submetidas a
um processo de purificagcbes em agarose e posteriormente submetidas aos protocolos de
Koishi (2006) e Theodoro et al. (2005), onde duas e cinco amostras foram positivas,
respectivamente. Como resultado total a PCR detectou 24 (85,75%) DNA de P. brasiliensis
em 29 amostras de tecidos parafinizados. Em conclusdo, este estudo mostrou que o CEC é a
patologia bucal que mais se assemelha a lesdo bucal de PCM e pode levar ao erro de
diagnostico. e o protocolo de Koishi, 2006 mostrou-se mais sensivel na deteccdo de P.
brasiliensis e pode ser usado em tecidos parafinizados.

Palavras-chave: Paracoccidioidomicose. Paracoccidioidomicose oral. Paracoccidioides
brasiliensis. Carcinoma espino celular. Tecido embebido em parafina. PCR.
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ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a fungal disease and considered as a public health problem
in Brazil. In the oral cavity the alveolar process and gingiva are the most commonly affected
sites. The oral lesions typically show an erythematous finely granular hyperplasia, speckled
with pinpoint hemorrhages, and a mulberry-like surface called “moriforme” stomatitis. The
clinical polymorphism of oral PCM makes diagnosis difficult especially compared with
squamous cell carcinoma (SCC). Oral PCM lesions are diagnosed by histopathology,
however, the fungi can not be found or confused with other dimorphic fungi, and small
specimens may lead to erroneous diagnosis. Molecular methods are promising and the
polymerase chain reaction (PCR) has been found to be a sensitive, specific, and rapid method
for detection of variety of microorganisms, and it could be a useful diagnostic tool of PCM. In
addition, molecular methods have used in retrospective studies with archival paraffin-
embedded tissues. This study describes the clinicopathological data of 70 histologically
confirmed oral PCM cases two different assays to detection of P. brasiliensis DNA in 29
paraffin-embedded tissue. Samples of paraffin-embedded SCC were used as control reaction.
The clinical records showed that most patients were male, rural workers; tobacco smokers,
alcoholics, presented multiple lesions, and the alveolar process and gingiva were the most
commonly affected sites and SCC was the most frequent differential diagnosis. Of the 29
samples paraffin-embedded tissues, the fungal P. brasiliensis DNA was detected in 17 (58,6
%) samples by Koishi (2006) protocol and 2 (6,9 %) by Theodoro et al. (2005) protocol. The
12 negatives samples by Koishi (2006) protocol were subjected to an agarose purification
procedure and later submitted to Koishi (2006) and Theodoro et al. (2005) protocols, two and
five samples were positive, respectively. In the total, PCR detected 24 (82,75 %) DNA of the
P. brasiliensis in 29 samples paraffin-embedded tissues. In conclusion, this study showed that
the SCC was the oral pathology that more resembles the PCM oral lesion and may lead to
erroneous diagnosis and Koishi (2006) protocol was more sensitive in identifying P.
brasiliensis and can be used in paraffin-embedded tissues samples.

Keywords: Paracoccidioidomycose. Oral paracoccidioidomycose. Paracoccidioides
brasiliensis. Squamous cell carcinoma. Paraffin-embedded tissue. PCR
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1 INTRODUCAO

Paracoccidioidomicose (PCM) é uma doencga causada pelo fungo dimorfico
Paracoccidioides brasiliensis. Ela ¢ uma das mais importantes micoses sistémicas na América
Latina (Almeida et al., 2003). A PCM é endémica no Brasil, principalmente nos estados de
Séo Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Rio Grande do
Sul e Parand (Brummer et al., 1993; Bisinelli et al., 2001; Paniago et al., 2003; Verli et al.,
2005). Geralmente é aceito que o fungo P. brasiliensis cresca como um micélio em solo
hamido, rico em material organico sem drasticas variacdes de temperatura (aproximadamente
20°C) e coberto por vegetacdo. Provavelmente o conidio produzido pelo micélio atue como
um propagulo infeccioso e quando inalado para os pulmdes sofre uma transformacéo para a
forma de levedura, causando uma infeccdo primaria, podendo ainda ocorrer disseminacgéo
para outros sitios por vasos sanguineos e linfaticos (Almeida et al., 2003).

Ha duas diferentes formas de PCM, a aguda e a crdnica. A forma aguda
representa somente 3 a 5% de todos os casos, afetando principalmente criancas e adolescentes
de ambos os géneros. Caracteriza-se por um curso mais rapido e severo da doenca e lesbes
pulmonares raramente estdo presentes. A forma cronica ocorre em mais que 90% dos
pacientes, sendo a maioria do género masculino (Almeida et al., 2003). Esta preferéncia
possivelmente seja resultado da acdo protetora do estrégeno em mulheres. Este horménio
feminino inibe a transicdo da forma micelial para a forma de levedura (Restrepo et al., 1984;
Salazar et al., 1988).

A infeccdo primaria na forma crénica geralmente ocorre nos pulmdes,
evolui lentamente e pode levar meses ou anos para que se torne estabelecida (Almeida et al.,
2003). A forma cronica € classificada como unifocal quando o pulmdo é o Unico 6rgéao
afetado e multifocal quando ocorre disseminacdo da doenca via vasos sanguineos e linfaticos,
formando lesbes secundarias em outros tecidos, como em mucosa oral, pele, linfonodos e
glandulas adrenais (Shikanai-Yasuda et al., 2006).

Em muitos casos, a primeira e principal manifestacdo é a lesdo bucal.
Geralmente, as lesdes orais sdo multiplas, envolvendo o labio, gengiva, mucosa bucal, palato,
lingua e assoalho de boca (Almeida et al, 2003). O processo alveolar e a gengiva sao 0s sitios
mais frequentemente envolvidos (Bicalho et al., 2001).

Etilismo e tabagismo sdo habitos que estdo frequentemente associados com
PCM (Blotta et al., 1999). A associacao entre PCM e etilismo pode ser explicada pela reducéo
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da funcdo mucociliar, da producdo de surfactantes, alteracdo na imunidade e a ma nutrigdo
observada nestes pacientes. Estudos tém mostrado que pacientes com PCM geralmente sdo
tabagistas e que o consumo de 20 ou mais cigarros/dia estd associado com uma maior
probabilidade de tornar-se doente em média oito anos antes que os ndo fumantes (Santos et
al., 2003). Pacientes etilistas e tabagistas geralmente apresentam alteracfes na imunidade e
ma nutri¢cdo, com perfil similar a pacientes que desenvolvem carcinoma espino celular (CEC)
(Menezes-Garcia et al., 2002).

A leséo bucal tipicamente se manifesta como uma hiperplasia granular
eritematosa, com Varios pontos hemorragicos e uma superficie com aspecto de amora
chamada de estomatite “moriforme” (Almeida et al., 2003). Porém, microulceracdes ou
profundas ulceracbes podem aparecer eventualmente (Almeida et al.,1991; Sposto et al.,
1993).

Nem sempre a lesdo bucal de PCM apresenta uma caracteristica tipica e esse
polimorfismo clinico é responsavel pela dificuldade diagndstica com outras lesdes orais
como: tuberculose, histoplasmose, sarcoidose e doencas neoplasicas (Blotta et al., 1999;
Bicalho et al., 2001) especialmente com CEC (Menezes-Garcia et al., 2002).

Lesbes de PCM oral geralmente sdo diagnosticadas por histopatologia
(Almeida et al.,, 2003). Microscopicamente, observa-se uma inflamacdo croénica
granulomatosa rica em células gigantes, linfécitos, neutrofilos, eosinofilos e P. brasiliensis
intra celular, o qual pode ndo ser encontrado ou confundido com outros fungos dimorficos
(Brummer et al., 1993). A parte epitelial da lesdo oral de PCM apresenta exocitoses,
microabcessos e hiperplasia pseudoepiteliomatosa que se assemelha ao CEC e que pode
contribuir para o erro de diagnostico (Menezes-Gracia et al., 2002).

A PCM geralmente € frequentemente diagnosticadas por cultura,
histopatologia ou sorologia. Em laboratério, a cultura do fungo é regularmente feita em
incubacdo artificial a uma temperatura ambiente de aproximadamente 25°C, porém o
crescimento € lento podendo levar de 20 a 30 dias. Em cortes histopatologicos as células
fangicas sdo geralmente coradas com hematoxilina e eosina, metanina de prata e Periodic Acid
Schiff (PAS). Apesar dos bons resultados, em alguns casos 0 agente etiolégico pode ndo ser
encontrado ou ainda confundindo com outros fungos dimdrficos como Histoplasma spp ou
Coccidiodes immiti. O diagndstico da PCM muitas vezes é dado pelos testes sorolégicos que
se baseiam na deteccdo de anticorpos contra antigenos do fungo, principalmente a gp43, e tém
uma importancia muito grande nos casos em que P. brasiliensis ndo é observado nos exames

de cultura e histopatolégicos. O principal teste sorologico para o diagnostico da PCM ¢ a
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reacdo de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) para a deteccdo de anticorpos anti-
gp43 (Brummer et al., 1993), onde a gp43 é uma glicoproteina de 43,000 de peso molecular,
sendo a principal componente antigénico do P. brasiliensis (Puccia et al., 1986). Em um
trabalho realizado por Albuquerque et al., 2005, tentaram obter uma especifica reacdo de
ELISA para diagndstico de PCM, usando um purificado do antigeno gp43, tratada com
metaperiodato de sddio, na tentativa de eliminar as reacdes cruzadas com outros fungos (H.
capsulatum ou C. albicans). Apesar de o teste ELISA apresentar alta sensibilidade, a
especificidade maxima foi de 84%. Entretando, mesmo apds o tratamento da gp43, foi
ineficiente em eliminar as rea¢des cruzadas de outros fungos. Além disso, 0 exame soroldgico
pode ser influenciado por outros fatores, como as caracteristicas individuais de cada soro, 0
isolado do fungo que causou a doenca e a resposta imune individual contra um isolado
especifico, o qual pode carregar diferentes epitopos antigénicos.

As técnicas moleculares sdo promissoras e podem facilitar um diagndstico
mais conclusivo, com uma alta especificidade e sensibilidade para P. brasiliensis e outros
fungos, em particular atraveés da utilizacdo de PCR (Reacdo em cadeia da polimerase)
realizada com oligonucleotideos iniciadores especificos (Goldani et al., 1998).

Em 1998, foi realizado o primeiro trabalho sobre uma reacdo de PCR para
detectar P. brasiliensis. Os autores utilizaram oligonucleotideos iniciadores baseados em uma
sequéncia de DNA especifica de P. brasiliensis previamente descrita por Goldani et al., 1995
e fizeram a comparagdo entre a sensibilidade da PCR e da cultura celular. O estudo mostrou
que a PCR foi capaz de detectar até 10 pg de DNA do fungo em todas as amostras de soro dos
camundongos infectados. Por outro lado, a cultura celular, feita a partir do soro dos mesmos
animais, foi positiva em apenas 40% dos casos (Goldani et al., 1998).

Mais recentemente a PCR foi utilizada para estudos sobre a ecologia de P.
brasiliensis. Os autores definiram trés pares de oligonucleotideos iniciadores especificos para
dois genes de P. brasiliensis que codificam as proteinas de 27 kDa e 43 kDa. Foram utilizados
os oligonucleotideos LO e UP para a deteccdo do gene P27 por PCR, enquanto o0s
oligonucleotideos gp43-1/gp43-2 e gp2 e gpM foram utilizados numa reacdo de nested-PCR
para a deteccdo do gene gp43. Os resultados obtidos mostraram que os oligonucleotideos
utilizados séo especificos para P. brasiliensis, ndo havendo reacao cruzada com outros fungos
como Histoplsma capsulatum, Blastomyces dermatitidis, Saccharomyces cerevisae, Candida
albicans, Cryptococcus neoformans, Sporothrix schenckii e Aspergillus fumigatus. Com os
oligonucleotideos LO/UP foi possivel detectar o DNA do fungo nos linfonodos e figados de

tatus (Dasypus novemcinctus) infectados naturalmente (Diez et al., 1999).
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Em um outro trabalho foi analisada a regido 5.8S do DNA ribossomal de P.
brasiliensis. Inicialmente a regido gendmica contendo o gene 5.8S e 0s segmentos ITS1 e
ITS2 foi sequenciada. Baseando-se nas seqiiéncias obtidas foram produzidos o0s
oligonucleotideos Pb-ITS1s e Pb-ITS3a que correspondem as regifes ITS1 e ITS2,
respectivamente. O produto da PCR com esses é de 418 pb e foi detectado em todas as 29
cepas de P. brasiliensis estudadas, e nenhuma reatividade cruzada foi observada com A.
fumigatus, B. dermatitidis, C. albicans, C. neoformans, H. capsulatum e Peniciliosis
marneffei (Imai et al., 2000).

Recentemente, a reacdo de PCR foi utilizada para diagnostico da PCM em
amostras biologicas. O escarro é um fluido biologico que pode ser Gtil no diagndstico de P.
brasiliensis. O primeiro estudo utilizando PCR para deteccdo do DNA de P. brasiliensis em
escarro de pacientes com PCM foi descrito em 2000. Neste estudo foram desenhados 5
oligonucleotideos baseados na sequéncia do gene da gp43, utilizados em diferentes
combinagbes para amplificar 5 produtos de tamanhos diferentes. Todas as combinagdes de
oligonucleotideos utilizadas foram positivas para P. brasiliensis para a deteccdo de até 10
células por ml de escarro. Além disso, uma nested PCR com os oligossnucleotideos PC1/PC5
na 1° reacdo e os oligosnucleotideos PC2/PC6 na 2° reagdo foram positivas com amostras de
escarros obtidos de pacientes com PCM croénica (Gomes et al., 2000). Em outro estudo, uma
nested PCR foi desenvolvida para a deteccdo do DNA de P. brasiliensis em extrato
homogeneizado de pulmdo de camundongos experimentalmente infectados, utilizando a
sequéncia do gene gp43 como alvo (Bialek et al., 2000). Posteriormente, a mesma reacao foi
utilizada com sucesso para a deteccdo de DNA de P. brasiliensis no tecido de um paciente
com PCM disseminada e com auséncia de anticorpos anti-gp43 (Vidal et al., 2005). E,
também, para a deteccdo de DNA de P. brasiliensis em 33 amostras de soro de pacientes com
PCM ndo tratados e com diferentes formas clinicas. Neste trabalho foi observada uma baixa
positividade, das 33 amostras testadas apenas uma foi positiva na nested PCR (Charbel et al.,
2006). Utilizando uma outra metodologia, com oligonucleotideos que codificam para o gene
da gp43 em amostras de soro de pacientes com PCM, uma baixa positividade foi também
observada por outros autores (Itano et al., 2002).

A reacdo de PCR, além de ser util no diagndstico de varias doencas, tambem
pode ser usada para estudar a associacdo de agentes bioldgicos em uma mesma doenca ou
lesdo e para estudos retrospectivos de uma grande variedade de tecidos de arquivos
histopatoldgicos onde o diagnéstico ja tenha sido estabelecido (Shibata et al., 1988).
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O arquivo mais comum de amostras de humanos é o tecido fixado em
formalina e embebido em parafina. Existem apenas dois estudos sobre a deteccdo de P.
brasiliensis em tecidos parafinizados. O primeiro estudo na utilizacdo da PCR para a deteccao
de P brasiliensis com tecidos de camundongos infectados e fixados em blocos de parafina foi
realizado em 2001. Os autores desenvolveram duas nested PCR utilizando oligonucleotideos
iniciadores baseados no gene da gp43 e para a regido ITS1- 5,8S- ITS2 do DNA ribossomal
do P. brasiliensis. Ambas as reacGes foram eficientes na deteccdo deste fungo em tecido
fixados em blocos de parafina (Sano et al., 2001). Mais recentemente, foi utilizada uma
primer-extension-preamplification (PEP)-nested PCR, baseada nos oligonucleotideos
iniciadores para o gene da gp43, para deteccdo do DNA de P. brasiliensis em 107 biopsias de
tecidos parafinizadas de pacientes com PCM (Ricci et al., 2007).

Contudo, o DNA extraido de tecidos parafinizadas pode ndo ser adequado
para técnicas moleculares, visto que se apresenta parcialmente degradado (Liborio et al.,
2005). A principal razdo pelas quais os tecidos colocados em blocos de parafina sofrem
degradacéo € a insuficiente neutralizacao da formalina (Shibata et al., 1988). O agente fixador
e o tempo de fixacdo por periodos prolongados podem levar a uma reducdo na amplificacdo
do DNA (Ben-Ezraet al., 1991).
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2 JUSTIFICATIVA

Embora o diagndstico da PCM bucal seja geralmente realizado pela analise
histoldgica das lesBes, ele pode ser inconclusivo nos casos em que o agente etioldgico ndo €
encontrado e devido também a presenca de formas semelhantes a outros fungos patogénicos,
como o H. capsulatum. Além disso, em pequenas amostras da lesdo, o erro de diagnostico
pode ocorrer devido a semelhanca da lesdo oral de PCM com outras lesdes orais,
principalmente a les&o de carcinoma espino celular.

Este estudo propde fazer um levantamento dos dados epidemioldgicos e
clinicos de 70 pacientes com PCM bucal atendidos pelo Centro de Ciéncias da Saude, Centro
Odontoldgico Universitario e Pronto Socorro e avaliar a aplicacdo de dois protocolos de PCR
para a deteccdo molecular do DNA de P. brasiliensis em bidpsias de lesdo bucal
parafinizadas. Com isso, contribuindo para o diagnostico da PCM e para estudos

retrospectivos usando tecidos embebidos em parafina e mantidos em arquivos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

eDetectar 0 DNA do fungo Paracoccidioides brasiliensis por PCR em

bidpsias de lesdo bucal de paracoccidioidomicose.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

eRealizar um levantamento de dados epidemiologicos e clinicos de
pacientes com paracoccidioidomicose bucal atendidos pelo CCS-COU-PS (Centro de
Ciéncias da Saude, Centro Odontolégico Universitéario e Pronto Socorro);

eAvaliar a metodologia descrita por Koishi (2006) para a deteccdo de P.

brasiliensis em lesdes bucais embebidas em parafina;

eAvaliar a metodologia descrita por Theodoro et al. (2005) para a deteccédo
de P. brasiliensis em lesGes bucais embebidas em parafina.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ETiCA

Este projeto foi aprovado pela comissdo de ética em seres humanos da

Universidade Estadual de Londrina conforme o parecer n® 301/06.

4.2 DADOS EPIDEMIOLOGICOS E CLINICOS

Foram analisados 70 prontuarios de pacientes com lesdo bucal, que foram
atendidos entre os anos de 1991 a 2006 no Centro Odontoldgico da Universidade Estadual de
Londrina, Estado do Parana, Brasil. Todos os pacientes tinham diagnostico de PCM
confirmados por histopatologia. Foram coletados dados referentes a idade dos pacientes,

género, ocupacdo, habitos como tabagismo e etilismo e o diagnostico diferencial.

4.3 BIOPSIAS EM PARAFINA

Foram utilizadas 29 biopsias de lesbes bucais de pacientes com diagnostico
de PCM e 09 bidpsias de lesdes bucais de pacientes com diagndéstico de carcinoma espino
celular. Todos os diagnosticos foram confirmados por histopatologia. Todas as amostras
foram fixadas em 10% de formalina e embebidas em blocos de parafinas. As amostras foram
obtidas do Departamento de Patologia, Andlises Clinicas e Toxicoldgicas do Hospital
Universitario da Universidade Estadual de Londrina.
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4.4 MICRORGANISMO:

Formas leveduriformes de Paracoccidiodes brasiliensis cepa LDR1 foram
crescidas em meio agar Sabouraud a 37°C com sub-cultivos a cada 15 dias. Para a extragdo de

DNA foram utilizadas amostras fungicas com sete dias de cultura (Ono et al., 2003).

4.5 REMOCAO DA PARAFINA DAS PECAS DE PCM BUCAL

A parafina foi removida utilizando a metodologia descrita por Bialek et al.,
2003. Inicialmente, duas secc¢des de 10 um das pegas em parafina foram colocadas em um
tubo plastico de 1,5 ml. A seguir foi adicionado 1 ml de xilol. Apds agitacdo por 5 minutos a
100 rpm, a temperatura ambiente, a amostra foi centrifugada a 10.000 g por 2 minutos. O
tratamento com o xilol foi repetido duas vezes até a completa remoc¢éo da parafina das pecas.
O sobrenadante foi removido e a amostra foi lavada com 1 ml de etanol absoluto, centrifugada
a10.000 g por 3 minutos e congelada a -20°C até o uso.

4.6 EXTRACAO DO DNA

As extracdes do DNA foram feitas segundo o método de Hu et al., 2003.
Em aproximadamente 100 ug da cepa LDR1 de P brasiliensis mantida em cultura e nas
amostras de tecido desparafinizados foi adicionado 100 pl de agua ultra-pura estéril. Em
seguida, foi adicionado 0 mesmo volume de tamp&o de extragcdo de DNA (10 mM Tris-HCI
(pH 8.0), 10 mM EDTA, 0,15M NacCl, 2% sodio dodecil sulfato, e proteinase K para uma
concentracdo final de 0,5 mg/ml). A mistura foi incubada a 55°C durante aproximadamente
18 horas. Apos este periodo a proteinase K foi inativada por aguecimento a 95 °C por 10 min.
Para romper as células do fungo, as amostras foram expostas a trés ciclos de congelamento
em nitrogénio liquido por 1 min e fervura por 5 min. Apos resfriamento a temperatura
ambiente, foi adicionado um volume igual de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1) e

a mistura centrifugada a 12.000 x g por 5 min. O sobrenadante foi transferido para um novo
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tubo, e 0 mesmo procedimento foi repetido. O DNA foi precipitado com 2,5 volumes de
etanol 100 % a — 20°C e 0,1 volume de acetato de sddio a 3 M e em seguida centrifugado a
12.000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi removido e o precipitado foi lavado adicionando
etanol 70 % e centrifugado a 12.000 g por 10 minutos. Apos a retirada do sobrenadante e
secagem, a amostra de DNA foi dissolvida em 50 ul de 4gua destilada e estocada a -20°C até

0 uso para PCR.

4.7 REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE

As amostras de DNA proveniente de material clinico parafinizados,
juntamente com os controles foram submetidas a dois diferentes protocolos de PCR: Kaoishi,
2006 e Theodoro et al., 2005. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados, as seqliéncias e

tamanho do produto de amplificacdo estdo listados na tabela 1.

4.7.1 Método de Koishi, 2006

Koishi (2006) utilizou trés oligonucleotideos iniciadores em uma semi
Nested-PCR. Os oligonucleotideos externos ITS1 e ITS4 (White et al., 1990) foram usados na
primeira reacdo e um oligonucleotideos interno MJ03 que foi usado em conjunto com o
oligonucleotideo ITS1 na segunda reacdo. As reacdes foram feitas com um volume final de 25
ul de mistura de reagentes [tampdo 1x (20 mM Tris-HCI, pH 84 e 50 mM KCL -
Invitrogen), 2,5 mM MgCl, (Invitrogen), 0,25 dNTP (Invitrogen), 0,2 uM de cada
oligonucleotideo, 1 unidade de Tag DNA polimerase (Invitrogen), 5 ul de DNA
ressuspendido em 50 ul de dgua e &gua esterilizada para completar a reacdo]. A duas reacoes
foram realizadas em um termociclador Master Cicler (Eppendorf) nas seguintes condicdes:
95°C por 2 min, seguido de 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 50°C por 30 segundos, 72°C
por 1 minuto e extensdo final em 72°C por 5 minutos. Para a 22 reacédo foi utilizada 1 ul do

produto da 12 reagdo como molde.
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4.7.2 Método de Theodoro et al., 2005

Theodoro et al. (2005) utilizaram quatro oligonucleotideos em uma Nested-
PCR. Os oligonucleotideos externos foram ITS4/ITS5 (White et al.,, 1990) e os
oligonucleotideos internos foram Pb ITSE/ Pb ITSR. As reacfes foram feitas com um volume
final de 25 ul de mistura de reagentes [tampéao 1x (20 mM Tris-HCI, pH 8,4 e 50 mM KCL -
Invitrogen), 0,2 mM de dNTPs (Invitrogen), 0,4uM de cada oligonucleotideo, 1,25 unidade da
Tag DNA polimerase (Invitrogen), 5 ul de DNA ressuspendidos em 50 ul de 4gua e agua
esterilizada para completar a reacdo]. As reacdes foram realizadas em um termociclador
Master Cicler (Eppendorf) nas seguintes condicdes: 12 reacdo para ITS4/ITS5, 94 °C por 5
minutos, seguido de 25 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 60 °C por 2 minutos, 72 °C por 2
minutos e extensdo final em 72 °C por 2 minutos. Para a 22 reacdo com Pb ITSE/Pb ITSR as
condigdes foram similares, porém a temperatura de anelamento foi de 62 °C e foram

utilizados 2 ul do produto da 1?2 reagdo como molde.

Tabela 1 — Sequéncias nucleotidicas e combina¢bes dos oligos nucelotideos iniciadores
utilizados nas reagdes de PCR para diagnéstico molecular da PCM

Primers Sequiéncia Pares Amplificacdo Referéncias
ITS1 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3'
ITS1/ITS4 620 White (1990)
ITS4 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'
ITS1 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ 212 Koishi(2006)
MJO3 5-GTCTCAGACGTCAAAGCTCC-3’ ITS1/MJO3
ITS4 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'
ITS5 5'-CCGAGTGCGGCCTCTGGGTCC-3' ITS4/TS5 634 White (1990)
PbITSE 5-GAGCTTTGACGTCTGAGACC-3’ 387 Theodoro

PbITSE/PbITSR

PbITSR 5'-AAGGGTGTCGATCGAGAGAG-3' (2005)
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4.8 TRATAMENTO PARA ELIMINAR INIBIDORES DE PCR

A eliminacdo dos inibidores de PCR foi feita segundo o método descrito por
Moreira, 1998 com modificagdes. O DNA das 12 amostras que tiveram seus resultados
negativos pelo protocolo de Koishi (2006) foi misturado v/v em agarose de baixo ponto de
fusdo a 1,6%. A mistura foi transferida para um molde estéril antes da solidificacdo. Os
blocos de agarose foram entdo dialisados contra 15 ml de tamp&o TE por 24h. A PCR foi feita

com 5 ul da agarose contendo o0 DNA mantido a 60°C.

4.9 CONTROLES

Como controles negativos das reacdes foram utilizados dgua esterilizada e o
DNA extraido das pecas de CEC. Como controle positivo foi utilizado 5 ng DNA extraidos da

cepa LDR1 de P. brasiliensis, quantificado por espectrofotometria.

4.10 ANALISE DOS RESULTADOS

Os produtos de amplificagdo das PCRs foram visualizados em gel de

poliacrilamida a 8% e corados com nitrato de prata descrito por Herrinz et al., 1982.
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5 RESULTADOS

5.1 DADOS EPIDEMIOLOGICOS

As idades dos pacientes com PCM oral variaram entre 20 e 87 anos com
uma média de de 51 anos e o pico de incidéncia estava entre a quinta e sexta década. Sessenta
e sete pacientes eram homens e trés eram mulheres, com uma propor¢cdo homem:mulher de
22:1. A maioria dos pacientes (39 casos) era trabalhador rural, seguido por pedreiro (10 casos)
e outros 21 casos estavam distribuidos em comerciantes (6), vendedores (4), aposentados (4),
empresarios (3), marceneiros (2), parteiro (1) e dona de casa (1). Entre os setenta pacientes 64
(91,43%) eram tabagistas. Pacientes etilistas cronicos que consumiam bebida alcdlica
diariamente estavam presentes em 35 (50%) casos e pacientes etilistas ndo croénicos eram 28
(40%) casos. Entretanto, ambos os habitos estavam presente em 59 (84%) dos casos.
(Tabela 2).



Tabela 2 — Dados Epidemiologicos de 70 pacientes com PCM bucal,
atendidos no Centro Odontoldgico da UEL entre os anos de

1991 e 2006
ldade n %
21-30 02 2,86
31- 40 13 18,57
41 -50 21 30,00
51-60 19 27,14
>61 15 21,43
Género
Masculino 67 95,71
Feminino 03 4,29
Ocupacao
Trabalhador rural 39 55,71
Pedreiro 10 14,29
QOutros 21 30,00
Tabagismo
Tabagista 64 91,43
N&o Tabagista 06 8,57
Etilismo
Cronico 35 50,00
Na&o cronico 28 40,00
Nao etilista 07 10,00

Tabagismo e etilismo

Tabagista e etlista 59 84,29
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5.2 DADOS CLINICOS

Com relacdo a frequiéncia das lesdes bucais no momento do diagndstico, foi
observado que 35 (50%) dos pacientes apresentavam trés lesdes ou mais, enquanto 14 (20%)

tinham duas lesdes e 21 (30%) pacientes tinham apenas uma leséo (Tabela 3).

Tabela 3 — NUmero de lesdes intra bucal em pacientes com PCM

Ne lesBes/paciente N %
1 21 30

2 14 20

>3 35 50

Em relacdo a localizagdo das 181 leses bucais encontradas em setenta
pacientes, o processo alveolar e a gengiva foram os sitios mais frequentemente envolvidos
com 47 (25,9%), seguidos dos labios 33 (18,2%), palato 31 (17,13%), mucosa jugal 22

(12,5%) e o local com menor ocorréncia foi na faringe 5 (2,7%) (Tabela 4).

Tabela 4 — Localizacgdes das lesdes intra bucais em pacientes com PCM

Sitios das lesdes n %
Processo alveolar/gengiva 47 25,97
Léabios 33 18,23
Palato 31 17,13
Mucosa jugal 22 12,15
Vestibulo bucal 15 8,29
Assoalho de boca 13 7,18
Lingua 09 4,97
Comissura labial 06 3,31

Faringe 05 2,76
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Entre os 70 casos de PCM diagnosticados por exame histopatologico, 0s
dados coletados mostram que a PCM foi o diagndstico clinico inicial em 29 (41,43%)
pacientes. Enquanto em 33 (47,14%), o diagnéstico clinico inicial foi de PCM ou CEC. E
importante ressaltar que em 3 (4,29%) casos o diagnostico clinico inicial foi de CEC, e o
diagndstico final foi feito pelo exame histopatolégico. Além disso, em quatro casos O
diagnostico diferencial com PCM bucal foi com leishimaniose (n=3) e histoplasmose (n=1).
(Tabela 5).

Tabela 5 — Diagndstico diferencial de pacientes com lesdo de PCM bucal

Diagnostico Diferencial n %
PCM/CEC 33 47,14
PCM 29 41,43
CEC 03 4,29
SDC 01 1,42
PCM/Outros 04 5,72

PCM - Pacientes com diagnostico de PCM no exame clinico inicial; PCM/CEC — Pacientes com
ambos PCM ou CEC no exame clinico inicial; CEC — pacientes com diagnostico de CEC no exame
inicial; SDC - sem diagnostico clinico no exame clinico inicial; PCM/outros — pacientes com ambos

PCM/ leishimaniose (n=3) ou PCM/histoplasmose (n=1) no exame inicial.

5.3 DETECCAO DE P. BRASILIENSIS POR PCR

Das 29 amostras de lesdo bucal de PCM, 17 (58,6%) foram positivas e 12
(41,4%) foram negativas quando analisadas pelo protocolo de Koishi (2006). Por outro lado,
02 (6,9%) foram positivas e 27 (93,1%) foram negativas pelo protocolo de Theodoro et al.
(2005). (Tabela 6) e (Figuras 1 e 2)
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Tabela 6 — Resultado da PCR das 29 amostras parafinizadas de PCM bucal

Protocolos Positivos % Negativos %
Koishi (2006) 17 58,6% 12* 41,4%
Theodoro et al. (2005) 02 6,9% 27 93,1%

*Amostras negativas que foram purificadas posteriormente

5.4 DETECCAO DE P. BRASILIENSIS POR PCR APOS ELIMINACAO DE INIBIDORES

As 12 amostras negativas pelo protocolo de Koishi (2006) e que foram
purificadas por dialise, foram novamente analisadas por PCR com o0s protocolos de Koishi
(2006) e Theodoro et al. (2005). O resultado obtido foi que pelo protocolo de Koishi (2006),
02 (16,7%) amostras foram positivas e 10 (83,3%) continuaram negativas e pelo protocolo de
Theodoro et al. (2005), 05 (41,6%) foram positivas e 07 (58,4%) continuaram negativas.
(Tabela 7).

Tabela 7 — Resultado da PCR apds a purificacdo do DNA, com o protocolo de Koishi, (2006)

Protocolos Positivos % Negativos %
Koishi (2006) 02 16,7% 10 83,3%
Theodoro et al. (2005) 05 41,6% 07 58,4%

5.5 DETECGAO TOTAL DE DNA DE P. BRASILIENSIS POR PCR

Das 29 amostras de lesdo bucal de PCM parafinizada, 24 (82,75%) foram

positivas e 5 (17,25%) permaneceram negativas.

Tabela 8 — Resultado total da PCR das 29 amostras parafinizadas de PCM bucal

Protocolos Positivos %

Koishi (2006) 24 82,75
e Theodoro et al. (2005)
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Na figura 1 esta representada o produto de amplificacdo do DNA pelo

protocolo de Koishi (2006) em amostras de pecas em parafina de lesdo bucal de PCM. As

amostras A02, A03 e AO5 representam as reacdes positivas para P. brasiliensis e as amostras

A019, A023, A04 e A20 representam as reacdes negativas para o fungo. Apds a purificacdo as

amostras A04 e A20 foram positivas para P. brasiliensis pelo protocolo de Koishi (2006).

M C- C+ A02 A03 A05 Al19 A23 A4 A20 A04 A20

212pb

212pb

Figura 1 — Perfil eletroforético dos produtos da segunda reacao de amplificacao

do DNA, de pacientes com diagndstico clinico de PCM, pelo
protocolo de Koishi (2006). Gel de poliacrilamida 8% corado por
nitrato de prata. M (Ladder 100pb, Invitrogen). Amostras A02, A03 e
AO05 positivas para P. brasiliensis. Amostras A019, A023, A04 e A20
negativas. Amostras A04 e A20 positivas ap6s a eliminacdo dos
inibidores. C- controle negativo e C+ controle postivo LDRL.

A figura 2 representa o perfil eletroforético dos produtos de amplificagdo do

DNA pelo protocolo de Theodoro et al (2005) das amostras das pecas em parafina de leséo

bucal de PCM. As amostras: A06 e A10 foram positivas para P. brasiliensis, porém foram
negativas para 0 método de Koishi (2006). As amostras A01, A06, A09, Al4 e A20 foram

negativas para o fungo pelo metodo de Koishi (2006); porém a amostra A06 foi resultado

positivo pelo método de Theodoro et al. (2005). Ap6s a purificacdo pelo método de
Theodoro et al. (2005) as amostras A01, A06, A09, A14 e A20 foram positivas para o fungo.

Tendo a amostra A20 seu DNA amplificado pelos dois métodos.



M C- C+ AO6 Al10 A0l AO06 A09 Al4 A20 A01 A06 A09 Al4 A20
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Figura 2 — Perfil eletroforético dos produtos da segunda reacdo de amplificagdo do
DNA, de pacientes com diagnostico clinico de PCM, pelo protocolo de
Theodor et al. (2005). Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corado por
impregnacdo por nitrato de prata. M (Ladder 100pb, Invitrogen). Amostras:
A06 e A10 positivas. Amostras: A01, A06, A09, Al4 e A20 negativas pelo
método de Koishi, 2006. Amostras: A01, A06, A09, Al4 e A20 positivas a

eliminacdo dos inibidores. C- controle negativo e C+ controle positivo.

Para avaliar a especificidade da reacdo de PCR pelo protocolo de

Koishi

(2006) pecas de pacientes com diagnostico de CEC foram submetidas ao mesmo protocolo e

os resultados estdo mostrados na figura 3.

212pb

Figura 3 — Perfil eletroforético dos produtos da segunda reacdo de amplificagcdo do
DNA, de pacientes com diagnostico clinico de CEC, pelo protocolo de
Koishi (2006). Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corado por
impregnacao por nitrato de prata. M (Ladder 100pb, Invitrogen). Amostras:

cl - c9 negativas. C- controle negativo e C+ controle postivo.
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6 DISCUSSAO

Pesquisas epidemioldgicas utilizando exames sorolégicos em humanos e em
cachorros mostram que o Norte do Estado do Parand, incluindo a cidade de Londrina, é uma
area endémica de PCM (Ono et al., 2001; Botteon et al., 2002; Fornajeiro et al., 2005) No
Centro Odontoldgico Universitario da Universidade Estadual de Londrina, setenta casos de
PCM foram diagnosticados entre 1991 e 2006. A maioria dos pacientes eram homens adultos,
com idade entre 21 e 87 anos com a media de idade de 51 anos, 39 (55.7%) eram
trabalhadores rurais e a propor¢cdo homem:mulher foi de 22:1. Muitos estudos tém mostrado
gque a PCM é uma doenca cronica que atinge principalmente os homens adultos e
trabalhadores rurais (Verli et al., 2005; Paniago et al., 2003; Bicalho et al., 2001; Bisinelli et
al., 2001; Blotta et a/., 1999; Sposto et a/., 1993). Esta preferéncia por género masculino
possivelmente seja resultado da acdo protetora do estrogeno. Este horménio feminino inibe a
transicdo do conidio ou do miceélio para a forma de levedura (Salazar et al., 1988; Restrepo et
al., 1984).

O etilismo e o tabagismo s&o frequentemente associados com a PCM (Blotta
et al., 1999; Somensi et al, 1997). Neste estudo a maioria dos pacientes eram etilistas.
Diversos estudos tém mostrado que muitos pacientes com PCM tém histdrico de consumo de
alcool e apresentam um risco aumentado de desenvolver a PCM (Paniago et al., 2003;
Menezes-Garcia et al., 2002; Blotta et al., 1999; Martinez and Moya, 1992). A associacdo
entre PCM e etilismo pode ser explicada pela reducdo da funcdo mucociliar e producao de
surfactantes pelas células do epitélio pulmonar, e pela alteracdo na imunidade e méa nutricéo
observada nestes pacientes. Em relacdo ao tabagismo, 64 (91,43%) dos pacientes analisados
neste estudo eram fumantes. Outros estudos tém mostrado que pacientes com PCM
geralmente sdo tabagistas e que o consumo de 20 ou mais cigarros/dia esta associado com
uma maior probabilidade de tornar-se doente, em média oito anos antes que os ndo fumantes.
O cigarro apresenta substancias irritantes e uma das consequéncias é a alteracdo na atividade
dos macréfagos que podem conduzir ao desenvolvimento de uma inflamacdo brénquica
crénica e destruicdo alveolar favorecendo a instalacdo de infecgdes respiratorias (Santos et al.,
2003). Pacientes etilistas e tabagistas geralmente apresentam alteracdes na imunidade e méa
nutricdo, com perfil similar aos pacientes que desenvolvem CEC (Menezes-Garcia et al.,
2002).
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A cavidade bucal € local de maior ocorréncia de lesdo na PCM crénica. Em
trabalho realizado com 45 pacientes com PCM crénica, 26 (57,7%) apresentavam leséo oral e
apenas 10 (22,2%) apresentavam les6es pulmonares (Somensi et al., 1997). Tradicionalmente,
pacientes desenvolvem multiplas lesGes bucais que sdo ulceradas, com pontos hemorréagicos e
aparéncia de amora que primariamente afetam a gengiva e o rebordo alveolar, palato, labios e
mucosa bucal séo frequentemente envolvidos (Bicalho et al., 2001; Sposto et al., 1993). Neste
estudo 70 % dos pacientes tem multiplas lesbes bucais e os sitios mais frequentemente
envolvidos foram a gengiva e o rebordo alveolar 47 (25,97 %), o labio 33 (18,23 %), o palato
31 (16,93 %) e a mucosa jugal 22 (12,15%). O assoalho de boca 13 (7,18%) e a lingua 9
(4,97%) foram afetados em menor proporgédo. Os resultados estdo de acordo com obtidos em
outros estudos (Verli et al., 2005; Sposto et al., 1994; Sposto et al., 1993).

A lesdo bucal de PCM sem tratamento expande, torna-se ulcerada e
proliferativa ocupando extensas areas da mucosa oral. Devido ao carater cronico e progressivo
as lesbes orais podem se assemelhar com lesdes neoplésicas, especialmente o CEC
(Kaminagakura et al., 2003; Menezes-Garcia et al., 2002). Em geral, é considerado que
qualquer ulceracdo cronica da mucosa bucal que ndo tende a cicatrizar em duas semanas é
uma lesdo maligna ou uma infeccdo especifica (Menezes-Garcia et al., 2002).

O diagnéstico diferencial de PCM oral inclui o CEC e outras doencas
granulomatosas, como a histoplasmose e a leishmaniose (Menezes-Garcia et al., 2002;
Bisinelli et al., 2001). Em nosso estudo, na primeira avaliacdo clinica o CEC e a PCM foram
considerados como a causa das leses observadas em 33 casos. E, em trés pacientes o CEC foi
0 unico diagndstico clinico quando da primeira avaliagdo. Em todos estes casos, o diagnostico
final foi estabelecido com o exame histopatologico das leses. Esses resultados mostram que
lesdo de PCM bucal assemelha-se com c.e.c. na maioria dos pacientes e em todos 0s casos 0
exame histopatoldgico é necessario para estabelecer o diagndstico final (Kaminagakura et al.,
2003; Menezes-Garcia et al., 2002). Considerando a importancia do exame histopatolégico
para o diagnostico da PCM, € importante salientar que a remocao de espécimes pequenos da
lesdo pode levar ao erro de diagndstico (Menezes-Garcia et al., 2002).

O material fixado em formalina e embebido em parafina constitui hoje a
maior fonte de tecido humano mantidos em arquivos. Alguns estudos mostram que esse
material pode ser fonte para andlises retrospectivas usando ferramentas moleculares, o que
vem permitindo identificarem falhas no diagnostico histopatoldgico (Bialek et al., 2005;
Williams et al., 1996). Para a identificacdo de espécies de Candida em bidpsias de lesdo oral

de candidiase hiperplasica crénica embebidas em parafina. Foram utilizadas 18 pecas em
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parafina com diagnostico histopatologico de Candida, onde 12 (66,6%) amostras foram
positivas para Candida albicans e em outras duas, espécies de Candida glabrata. Este
resultado pode indicar o envolvimento das duas espécies na lesao (Williams et al., 1996). Em
outro estudo, a PCR foi utilizada para a identificagdo molecular de fungos em 40 amostras de
tecidos em parafina de pacientes com diagndstico histopatolégico de aspergilose e
zigomicose. Nas 17 amostras de pacientes com diagnostico de aspergilose, DNA especifico
do fungo foi amplificado em 11 amostras. Enquanto nas 23 amostras de zigomicose 14
géneros especificos e espécies foram identificados. Porém, em uma das amostras de pacientes
com zigomicose foi amplificado DNA especifico de Aspergillus fumigatus. Além disso,
houve a deteccdo de uma infecgdo fungica mista com Absidia corymbifera e Aspergillus
fumigatus em uma amostra e em outras duas os fungos identificados foram Rhizopus arrhizus
e Aspergillus fumigatus (Bialek et al., 2005). Estes estudos mostram que o diagnostico
histopatologico pode falhar e que métodos moleculares podem auxiliar no diagnostico.

Poucos estudos tém sido feito sobre a identificacdo molecular de P.
brasiliensis em biopsias embebidas em blocos de parafina. Sano et al., 2001 utilizaram
tecidos de camundongos infectados com P. brasiliensis embebidos em blocos de parafina e
padronizaram uma nested-PCR para a deteccdo molecular do fungo. Mais recentemente, a
PEP-PCR foi utilizada para a deteccao de P. brasiliensis em tecidos de arquivos de pacientes
com PCM em blocos de parafina (Ricci et al., 2007).

Neste estudo, das 29 amostras de tecidos em parafina de lesdo bucal de
PCM testadas por PCR 17 (58,6%) amostras foram positivos e 12 (41,4%) foram negativas
pelo protocolo de Koishi, 2006. Por outro lado, com o protocolo de Theodoro et al., 2005, 2
(6,9%) das amostras foram positivas e 27 (93,1%) foram negativas. Além disso, a
metodologia apresentada por Koishi, 2006 apresentou uma positividade superior (58,6 %)
comparada ao trabalho desenvolvido por Ricci et al., 2007 com (29%), onde utilizaram uma
PEP-PCR em tecidos de arquivos de pacientes com PCM em blocos de parafina. Resultados
negativos com amostras de DNA extraidas de tecidos em parafina sdo frequentemente
observados. Em um estudo para mostrar a especificidade da reacdo de PCR, o DNA foi
extraido de 25 amostras de tecidos em parafina de cachorros que morreram de blastomicose e
33 amostras de tecidos de cachorros que morreram de linfosarcoma. O diagnostico
histopatolégico foi confirmado em 13 amostras de blastomicose e nas 33 de linfosarcoma. A
reacdo de PCR para B. dermatitidis amplificou apenas oito das 13 amostras e nenhum produto
da PCR foi amplificado nas 12 amostras negativas histologicamente nem nas 33 amostras de

linfosarcoma (Bialek et al., 2003).
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Provavelmente os resultados negativos obtidos ocorrem pela degradacgéo ou
auséncia de DNA amplificavel devido aos métodos de fixacdo e estocagem das pecas em
parafina, excesso de proteina e da presenca de microrganismos contaminantes nas amostras
(Ricci et al., 2007; Bialek et al., 2005; Libdrio et al., 2005; Bialek et al., 2003; Williams et
al., 1996). O DNA extraido de tecidos parafinados por vezes ndo é adequado para técnicas
moleculares, visto que se apresenta parcialmente degradado (Liborio et al., 2005). A razéo
porque os tecidos fixados em parafina sofrem degradacdo é a insuficiente neutralizacdo da
formalina, reagindo com o DNA e impedindo sua amplificagdo (Shibata et al., 1988). Para
ocorrer a reacdo, € necessario destruir as pontes de hidrogénio, por exemplo, por aquecimento.
A impregnacdo com a parafina utiliza temperaturas elevadas e durante esse processo o0 DNA
pode reagir com o formaldeido remanescente (Jackson et al., 1994). O agente fixador e o
tempo de fixacdo por periodos prolongados podem levar a uma reducdo de DNA (Ben-Ezra et
al., 1991) e a utilizacdo do formaldeido na prética histoldgica se da pelo seu baixo custo,
estabilidade, compativel em quase todos os tecidos e ndo coagulativo (Jackson et al., 1994).

A lenta degradacdo que o DNA das pecas em parafinas sofre com o tempo,
gerando fragmentos de DNA de pequeno tamanho. Os segmentos de DNA pequeno ainda
podem ser Uteis como substratos para a PCR e requerem o uso de oligonucleotideos que gerem
produtos de menor numero de pares de bases (Libdrio et al., 2005; Siwoski et al., 2002;
Williams et al., 1996, Ben-Ezra et al., 1991). Em nosso trabalho ndo encontramos correlacéo
com o tempo de estocagem das pecas e amplificacdo do DNA e ambos os protocolos utilizados
geram produtos de pequena amplificagdo (600-200pb).

A diferenca entre a positividade obtida com a metodologia de Koishi, 2006
e a obtida com a metodologia de Theodoro et al., 2005 pode estar relacionada ao nimero de
ciclos utilizado pela PCR. A reacdo de Koishi, 2006 tem 35 ciclos, enquanto, a reacdo de
Theodoro et al., 2005 tem 25 ciclos. Geralmente os protocolos de PCR apresentam de 35 a 39
ciclos para as amostras de tecidos em parafina (Ricci et al., 2007; Liborio et al., 2005; Bialek
et al., 2005). Além disso, a diferenca entre a positividade obtida com a metodologia de
Koishi, 2006 e a obtida com a metodologia de Ricci et al., 2007 pode estar relacionada aos
oligonucleotideos utilizados, onde a reacdo de Koishi, 2006 trabalhou com oligonucleotideos
que codificam para a regido 1TS1-5.8s-1TS2 do DNAr do fungo P. brasiliensis e Ricci et al.,
2007 utilizaram oligonucleotideos que codificam para o gene da gp43. E segundo Sano et al.,
2001, oligonucleotideos que detectam o gene que codifica a gp43 apresentam menor
sensibilidade na detec¢do, que oligonucleotideos que codificam para a regido 1TS1-5.8s-
ITS2do DNAr do fungo.
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Resultados negativos na amplificacdo de DNA também podem ser
explicados pela contaminacdo por componentes organicos e inorganicos (ex: polissacarideos,
uréia, acido humico ou hemoglobina) e que sdo contaminantes comuns em amostras de DNA
e ndo podem ser completamente removidos pela extracdo com fenol. Eles podem interferir
com a reacdo, levando a diferentes graus de atenuacdo até a completa inibicdo. Uma
alternativa € submeter o DNA obtido a um processo de purificagdo em agarose. Durante o
processo grandes moléculas DNA permanecem retidas na malha de agarose e pequenos
fragmentos de DNA e os contaminantes sdo difundidos para fora do gel durante os passos de
lavagem (Moreira, 1998). Neste estudo a purificagdo das 12 amostras negativas resultou em 2
(16,7%) amostras positivas e 10 (83,3%) negativas pelo protocolo de Koishi, 2006 e 5 (
41,6%) amostras positivas e 7 (58,4%) negativas pelo protocolo de Theodoro et al., 2005,
sugerindo que o protocolo de Theodoro et al., 2005 é mais sensivel aos inibidores que o
protocolo de Koishi, 2006.

Em nosso trabalho, das 29 amostras de lesdo bucal de PCM em parafina,
conseguimos uma amplificacdo de DNA do P. brasiliensis em 24 (82,75%) das amostras,
mostrando a eficiéncia da reagdo de PCR em um retrospectivo estudo de diagndstico
molecular da PCM bucal.
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7 CONCLUSOES

Este estudo mostrou que a maioria dos pacientes com diagnéstico de PCM
atendidos pelo Centro Odontologico Universitario da UEL, eram homens adultos,
trabalhadores rurais, tabagistas, etilistas, apresentam mdultiplas lesbes e que o processo
alveolar e a gengiva foram os sitios mais frequentemente afetados. Em relacdo ao diagnostico
diferencial foi observado que CEC era a patologia oral que mais clinicamente se assemelha a
lesdo de PCM oral e pode levar a um erro de diagnéstico. Embora a método de Koishi (2006)
detectou DNA de P. brasiliensis em maior quantidade de amostras parafinadas, o protocolo

de Theodoro et al. (2005) foi mais sensivel para amostras purificadas.
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Abstract

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a fungal disease with oral manifestations and it is
considered a public health problem in Brazil. In the oral cavity the alveolar process and
gingiva are the most commonly affected sites. The oral lesions typically show an
erythematous finely granular hyperplasia, speckled with pinpoint hemorrhages, and a
mulberry-like surface called “moriforme” stomatitis. The clinical polymorphism of oral PCM
makes diagnosis difficult especially compared with squamous cell carcinoma. This study
describes the clinico-pathological data of 70 cases with histologically confirmed oral
paracoccidioidomycosis. The clinical records show that most patients are male, rural workers;
tobacco smokers, alcoholics, presented multiple lesions and the alveolar process and gingiva

were the most commonly affected sites. Differential diagnosis was observed that the
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squamous cell carcinoma (SCC) is an oral pathology that more resembles the PCM oral lesion

and may lead to erroneous diagnosis.

Keywords: paracoccidioidomycosis; oral paracoccidioidomycosis; Paracoccidioides

brasiliensis; squamous cell carcinoma.

Introduction

Paracoccidioidomycosis (PCM) is caused by Paracoccidioides brasiliensis and is one
of the most important systemic deep mycosis in Latin America (Almeida et al, 2003). PCM is
endemic in Brazil, especially in the states of S&o Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Rio Grande do Sul and Parand (Brummer et al, 1993; Bisinelli
et al, 2001; Paniago et al, 2003; Verli et al, 2005). It is generally accepted that P. brasiliensis
grows as a mycelium in humid soil, rich in organic materials, without drastic temperature
variations (around 20°C) and covered by vegetation. Probably the conidia produced by
mycelium act as infectious propagule and when inhaled the dimorphic transformation into
yeast occurs in tissues of the human host, with a primary infection of the lungs and
dissemination via lymphatic and blood vessels (Almeida et al, 2003).

There are two different forms of PCM, the acute (juvenile) and chronic (adult). The
acute form represents only 3 to 5% of all cases, affecting mainly children and adolescents of
both genders, displays a more rapid course severely and lung lesions are rarely present. The
chronic form occurs in more than 90% of patients and most are adult males. The primary
infections occur in the lungs, proceed slowly and may take months or even years to become
established (Almeida et al, 2003). The chronic form is classified as unifocal when the lungs

are the only system clinically affected and multifocal when dissemination occurs of the
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disease via lymphatic and blood vessels, forming secondary lesions in other tissues, such as
the oral mucosa, skin, lymphnodes and adrenal glands (Shikanai-Yasuda, 2006).

In many cases, the first and main clinical manifestation is oral lesions. Usually, the
oral lesions are multiple, involving the lip, gingiva, mucosa buccal, palate, tongue and floor of
the mouth (Almeida et al, 2003). The alveolar process and the gingiva are the most frequently
involved sites and it is well-established that most patients with oral PCM are adult males
(Bicalho et al, 2001). This preference for gender it is possibly resulted from the protective
role of estrogen, this female hormone inhibits the transition of conidia-mycelial propagules to
the yeast form, a critical step in the pathogenesis of the disease (Restrepo et al, 1984; Salazar
et al, 1988).

The oral lesions typically show an erythematous finely granular hyperplasia, speckled
with pinpoint hemorrhages, and a mulberry-like surface called “moriforme” stomatitis
(Almeida et al, 2003). Microulcerations or deep ulcers also may appear eventually (Almeida
et al 1991; Sposto et al, 1993).

The clinical polymorphism of oral PCM is responsible for difficult diagnosis with
many oral lesions such as tuberculosis, histoplasmosis, sarcoidosis and neoplastic disease
(Blotta et al, 1999; Bicalho et al, 2001) especially with SCC (Menezes-Garcia et al 2002).

PCM lesions are diagnosed by histopathology (Almeida et al, 2003). Microscoplically,
there are granulomatous chronic inflamations rich in giants cells, lymphocytes, neutrophils,
eosiniphils, plasma cells, and intra-extracellular fungi cells, corresponding to P. brasiliensis,
which can not be found or are confused with other dimorphic fungi (Brummer et al, 1993).
The epithelium displayexocystosis, microabscesses, and pseudoepitheliomatous hyperplasia
that SCC so closely that it is possible to mistake one for the other (Menezes-Gracia et al

2002).
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This paper describes the epidemiological data, occupation, use of the tobacco and

alcoholic drink and the clinical differential diagnosis of the patients with oral PCM.
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Materials and Methods

Files of the University Dentistry Center at the State University of Londrina, Parana
state, Brazil, from 1991 to 2001 were retrieved and 70 cases of the PCM oral were analyzed.
All patients had diagnosis of PCM confirmed histologically. Data referring to the patient’s
age, gender, occupation, smoking and drinking habits, oral lesion frequency, localization and

differential diagnosis.
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Results

A great majority of the patients with PCM oral lesions are adults. At the time of
diagnosis, the age of the patients ranged from 20 to 87 years with a mean age of 51 years and
the peak incidence was between the fifth and sixth decades. Sixty-seven patients were
maleand three female, with the male:female ratio 22:1. Most of the patients, 39 cases, were
rural workers followed by bricklayers with 10 cases and another 21 cases were distributed in
merchants (6), salesmen(4), pensioners (4), businessmen (3), wood-workers (2), midwife (1)
and housewife (1). Among seventy patients 64 (91,43%) were tobacco smokers. Chronic
patients that consumed alcoholic drink daily were present in 35(50%) cases and no chronic
patients were 28 (40%) cases. However, both the habits were present in 59 (84%) (Table 1).

According to the frequency of the oral lesions in every patient at the moment of
diagnosis, 35 (50%) were found with three lesions or more, two lesions in 14 (20%) and one
lesion 21 (30%) (Table 2).

Regarding the localization of 181 oral lesions found in seven patients, the alveolar
process and gingival were the most frequently involved sites with (25,9%), followed by the
lips (18,2%), buccal mucosa (12,5%) and (2,7%) in the pharynges (Table 3).

Colleted data show that PCM was initial clinical diagnosis in 29 (41,43 %) patients
and SCC appear in differential diagnosis with oral PCM lesion in 33 (47,14 %) patients and in
3 (4,29 %) cases SCC was the clinical diagnosis at the initial clinical examination. The other
results are that in one case there was no differential diagnosis and in four cases the differential
diagnosis with oral PCM was made with leishmaniasis (n=3) and histoplasmosis (n=1) (Table

4).
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Discussion

PCM is caused by the P. brasiliensis fungus. Epidemiological surveys in humans and
dogs show that the North of Parana State is an endemic area of PCM (Ono et al., 2001,
Botteon et al., 2002; Fornajeiro et al.., 2005). At the Londrina Dental School seventy cases of
PCM were diagnosed between 1991 and 2006. Most of the patients were adults males, aged
between 20 and 87 years with a mean age of 51 years, 55.7% were rural worker and the
male:female ratio was 22:1. Many studies have shown that PCM is a chronic disease that
afflicts mainly adult male and rural workers (Sposto et a/., 1993; Paniago et al., 2003; Blotta
et a/., 1999; Bicalho et al., 2001; Bisinelli et al., 2001; Verli et al., 2005). P. brasiliensis may
survive as mycelium in the soil of tropical and subtropical areas of Latin American and
switches to a yeast-like form in humans. The mycelium to yeast transformation is probably
inhibited by estrogen (Restrepo et al., 1984; Salazar et al., 1988).

Alcoholism and tobacco smoking are frequently associated with PCM (Somensi et al.,
1997; Blotta et al., 1999). In this study, the majority of patients were alcoholics. Several
studies have shown that many patients with PCM have a history of alcohol consumption and
show an increase in relative risk for PCM development (Martinez and Moya, 1992; Blotta et
al., 1999; Menezes-Garcia- et al., 2002; Paniago et al., 2003). The association between PCM
and alcoholism might be explained by the reduction of mucociliar function and surfactant
production, alterations in immunity, and malnutrition in these patients. Regarding smokers in
our study 91,43% of patients were tobacco smokers. Other studies have shown that patients
with PCM generally are tobacco smokers and that a consumption of 20 or more cigarettes/day
is associated with a high probably to become ill on average eight years before others. The
tobacco is a fume irritant substance and one of the consequences is the alteration in the
macrophage activity that may carry the development of bronchic chronic inflammation and

alveolar destruction favoring the appearance of respiratory infections.(Santos et al., 2003).
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Alcoholic patients and tobacco smokers usually show alterations in immunity and
malnutrition, with similar profile to patients that develop SCC (Menezes-Garcia et al., 2002).

Oral cavity is site most often involved by the chronic PCM lesion. In a study, forthy
five patients with chronic PCM, 26 (57,7%) had oral lesion and in a smaller proportion 10
(22,2%) had pulmonary lesion (Somensi et al., 1997). Traditionally, patients develop multiple oral
lesions that are mulberry-like in appearance, ulcerated, with pinpoint hemorrhages that
primarily affect the gingiva and alveolar process (Sposto et al. 1993; Bicalho et al., 2001),
palate, lips and buccal mucosa are also frequently involved. In this study 70 % of patients had
multiple oral lesions, the gingiva and alveolar process (25,97 %), lip (18,23 %), palate (16,93
%) and jugal mucosa (12,15%). The tongue (4,97%) and floor of mouth (7,18%) were
affected in a smaller proportion. The results agree with those reported by others (Sposto et al.,
1993; Sposto et al., 1994; Verli et al., 2005).

Isolated lesions of oral PCM without treatment spread and become ulcerative and
proliferative, covering large areas of the affected oral mucosa. Because of the chronic
character and the progressive extension of the ulcerated oral lesion, they may resemble
neoplastic disease especially the SCC (Menezes-Garcia et al., 2002; Kaminagakura et al.,
2003). As a rule, it was considered that any chronic ulceration of the oral mucosa that does
not tend to heal after 2 weeks is a malignant neoplasm or a specific infection unless a biopsy
demonstrates a different diagnosis (Menezes-Garcia et al., 2002).

The differential diagnostic of oral PCM included SCC and other granulomatous
diseases (Menezes-Garcia et al., 2002). In our study SCC were included as differential
diagnosis with oral PCM in 33 cases. Furthermore, in three patients with isolated lesions SCC
was the only clinical diagnose. These results show oral PCM resembles SCC in most patients

and in all cases a biopsy is necessary to establish the final diagnosis (Menezes-Garcia et al.,
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2002; Kaminagakura et al., 2003). Note that small specimens may lead to erroneous diagnosis
(Menezes-Garcia et al., 2002).

This study showed that most of the patients were rural workers, tobacco smokers,
alcoholics, presented multiples lesions and that the alveolar process and gingiva were the
most commonly affected sites. Regarding the differential diagnostic it was observed that SCC
was the oral pathology that more resembles oral PCM lesions and may lead to erroneous

diagnosis.
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Table 1. Demographics of patients enrolled in this study

Years n %
21-30 02 2,86
31- 40 13 18,57
41 -50 21 30,00
51 -60 19 27,14
>61 15 21,43
Gender
Male 67 95,71
Female 03 4,29
Occupation
Rural workers 39 55,71
Bricklayers 10 14,29
Others 21 30,00
Tobacco smokers
Yes 64 91,43
No 06 8,57
Alcohol consumption
Chronic 35 50,00
Not chronic 28 40,00
Not alcoholics 07 10,00
Tobacco smokers and Alcohol consumption
Tobacco smokers and Alcohol consumption 59 84,29
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Table 2. Number of the intra oral lesions in patients with PCM.

Number of lesions/patient N %
1 21 30
2 14 20
>3 35 50
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Table 3. Localization of the intra oral lesions in patients with PCM

Intra oral lesion sites
Process alveolar/gingiva
Lips
Jugal mucosa
Palate
Vestibule buccal
Floor of mouth
Tongue
Labiorum commissure

Pharynge

n

47

33

22

31

15

13

09

06

05

%
25,97
18,23
12,15
17,13

8,29
7,18
4,97
3,31

2,76
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Table 4. Differential diagnosis of patients enrolled in this study

Differential diagnosis n %
PCM/SCC 33 47,14
PCM 29 41,43
SCC 03 4,29
WCD 01 1,42
PCM/Others* 04 5,72

PCM - patients with diagnosis of PCM at initial clinical exam; PCM/SCC - patients with
either PCM or SCC at initial clinical exam; SCC — patients with diagnosis of SCC at initial
clinical exam; WCD - without clinical diagnosis at initial clinical exam; *PCM/Others —
patients with either PCM or leishmaniosis (n=3) or histoplasmosis (n=1) at initial clinical
exam.
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ANEXO 2
Deteccéo molecular de Paracoccidioides brasiliensis por PCR em biopsias de

leséo bucal de paracoccidioidomicose
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Resumo

Paracoccidioidomicose (PCM) é uma doenca fangica. A cavidade bucal é o local de maior
ocorréncia das lesGes de PCM e o processo alveolar e a gengiva sdo os sitios mais afetados. A
PCM bucal geralmente é diagnosticada por histopatologia, entretanto em cortes histolégicos o
fungo pode ndo ser encontrado ou ainda pode ser confundido com outros fungos dimorficos.
As técnicas moleculares sdo promissoras, facilitando um diagndstico mais conclusivo, com
alta especificidade e sensibilidade para P. brasiliensis, em particular através da utilizacdo da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Para investigar a presenca de Paracoccidioides
brasiliensis em lesdo bucal foram utilizadas duas metodologias de PCR desenvolvidas por
Koishi (2006) e Theodoro et al. (2005) para investigar a presenca do DNA do fungo P.
brasiliensis em 29 amostras de tecidos de lesdo bucal de individuos com PCM embebidos em
parafina. Os resultados obtidos mostram que foi possivel amplificar o DNA do fungo P.
brasiliensis em 17 (58,6%) das amostras pelo método de Koishi (2006) e 2 (6,9%) pelo
método de Theodoro et al. (2005). As 12 amostras negativas pela metodologia de Koishi,
2006 foram submetidas a uma etapa adicional de purificacdo para a eliminacdo de possiveis
inibidores da reacdo. Apos a purificacdo duas amostras foram positivas pelo método de Koishi
(2006) e cinco positivas com o método de Theodoro et al (2005). Este trabalho mostra que as
metodologias desenvolvidas detectaram o DNA do fungo P. brasilienisis em 24 (82,75%) das
29 amostras em tecidoos parafinizados e o protocolo de Koishi, 2006 mostrou-se mais
sensivel em identificar P. brasiliensis e pode ser usado em tecidos parafinizados

Palavras-chaves: paracoccidioidomicose; Paracoccidioides brasiliensis; tecido embebido em
parafina; PCR
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Introducéo

Paracoccidioidomicose (PCM) é uma doenca causada pelo fungo dimdrfico
Paracoccidioides brasiliensis, sendo uma das mais importantes micoses sistémicas da
América Latina (Almeida et al., 2003).

Ha duas principais formas clinicas da paracoccidioidomicose. A forma aguda tem um
curso rapido e é responsavel por 3 a 5% dos casos da doenca, predominando em criancas e
adolescentes de ambos os géneros. A forma cronica apresenta uma progressdo mais lenta,
atinge aproximadamente 90% dos pacientes e predomina mais no género masculino Na forma
crénica, geralmente a infec¢do primaria ocorre nos pulmdes podendo levar anos até que seja
diagnosticada (Almeida et al., 2003), ou pode se disseminar por via linfatica ou sangiinea
para outros 6rgdos, formando uma lesdo secundaria em tecidos mucosos, pele, linfonodos e
glandulas adrenais (Shikanai-Yasuda, 2006).

Em muitos casos, a lesdo bucal é a primeira e a principal manifestacdo clinica.
Geralmente, as lesbes sdo multiplas, envolvendo labios, gengiva, mucos jugal, palato, lingua e
assoalho de boca (Almeida et al., 2003) e o processo alveolar e a gengiva sdo 0s sitios
envolvidos mais frequentemente (Bicalho et al., 2001).

A PCM é frequentemente diagnosticadas por cultura, histopatologia ou sorologia. Em
laboratdrio, a cultura do fungo é regularmente feita em incubacdo artificial a uma temperatura

ambiente de aproximadamente 25°C, porém o crescimento € lento podendo levar de 20 a 30
dias. Em cortes histopatologicos as células fungicas sdo geralmente coradas com hematoxilina
e eosina, metanina de prata e Periodic Acid Schiff (PAS). Apesar dos bons resultados, em
alguns casos o agente etioldgico pode ndo ser encontrado ou ainda confundindo com outros
fungos dimdrficos como Histoplasma spp ou Coccidiodes immiti. O diagnostico da PCM
muitas vezes € dado pelos testes sorologicos que se baseiam na detec¢do de anticorpos contra
antigenos do fungo, principalmente a gp43, e ttm uma importancia muito grande nos casos em

que P. brasiliensis ndo é observado nos exames de cultura e histopatologicos. O principal teste
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sorologico para o diagndstico da PCM € a reacdo de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) para a deteccdo de anticorpos anti-gp43 (Brummer et al., 1993), onde a gp43 é uma
glicoproteina de 43,000 de peso molecular, sendo a principal componente antigénico do P.
brasiliensis (Puccia et al., 1986). Em um trabalho realizado por Albuquerque et al., 2005,
tentaram obter uma especifica reacdo de ELISA para diagnéstico de PCM, usando um
purificado do antigeno gp43, tratada com metaperiodato de sodio, na tentativa de eliminar as
reagdes cruzadas com outros fungos (H. capsulatum ou C. albicans). Apesar de o teste ELISA
apresentar alta sensibilidade, a especificidade méaxima foi de 84%. Entretando, mesmo apds o
tratamento da gp43, foi ineficiente em eliminar as reacfes cruzadas de outros fungos. Além
disso, o exame soroldgico pode ser influenciado por outros fatores, como as caracteristicas
individuais de cada soro, o isolado do fungo que causou a doenga e a resposta imune individual
contra um isolado especifico, o qual pode carregar diferentes epitopos antigénicos.

Lesdes de PCM bucal geralmente sdo diagnosticadas por histopatologia (Almeida et
al., 2003), onde microscopicamente, observa-se uma inflamagédo cronica granulomatosa rica
em células gigantes, linfdcitos, neutréfilos, eosinéfilos e P. brasiliensis intra celular, o qual
pode ndo ser encontrado ou confundido com outros fungos dimoérficos (Brummer et al., 1993).

As técnicas moleculares sdo promissoras para o diagnostico da PCM devido a sua alta
especificidade e sensibilidade para P. brasiliensis, em particular através da utilizacdo da
reacdo em cadeira da polimerase (PCR) (Goldani et al., 1998) e o maior problema deste
método € a presenca de inibidores da reacdo nas amostras que podem levar a resultados falso
negativos (Moreira D., 1998).

Em 1998 foi realizado o primeiro trabalho sobre uma reacdo de PCR para detectar P.
brasiliensis (Goldani et al., 1998). Os autores utilizaram oligos iniciadores baseados na
seqliéncia de DNA especifica de P. brasiliensis previamente identificada (Goldani et al.,

1995). No trabalho foi feita a comparacao entre a sensibilidade da PCR e da cultura celular. A
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PCR foi capaz de detectar até 10 pg de DNA do fungo em todas as amostras de soro dos
camundongos infectados. Por outro lado, a cultura celular, feita a partir do soro dos mesmos
animais, foi positiva em apenas 40% dos casos (Goldani et al., 1998). Posteriormente a PCR
foi utilizada para a deteccdo do fungo P. brasiliensis em escarro de pacientes com PCM
crénica (Gomes et al., 2000). E mais recentemente uma nested PCR foi desenvolvida para a
deteccdo do DNA de P. brasiliensis em extrato de pulmdo homogeneizado de camundongos
experimentalmente infectados, utilizando a seqiiéncia do gene do antigeno gp43 como alvo
(Bialek et al., 2000). A mesma reacéo foi utilizada para a deteccdo de DNA de P. brasiliensis
no tecido de um paciente com PCM disseminada (Vidal et al., 2005) e para a deteccéo de P.
brasiliensis em 33 amostras de soro de pacientes com PCM ndo tratados e com diferentes
formas clinicas, onde apenas 1 amostra das 33 amostras testadas foi positiva na nested PCR
(Charbel et al., 2006). A baixa deteccdo do fungo por PCR em amostras de soro foi também
observada por outros autores (Itano et al., 2002).

A reacdo de PCR além de ser util no diagndéstico de vérias doencas, pode também ser
usada para estudos retrospectivos de uma grande variedade de tecidos de arquivos patoldgicos
onde o diagndstico histopatoldgico ja tinha sido estabelecido (Shibata et al., 1988).

O arquivo mais comum de amostras de humanos é o tecido fixado em formalina e
embebido em parafina. O primeiro estudo sobre a utilizacdo da PCR para a detecgédo de P.
brasiliensis em tecidos de camundongos infectados e fixados em blocos de parafina foi
baseada em duas reacGes de nested PCR, uma utilizando oligonucleotideos iniciadores
baseados no gene gp43 e para a regido ITS1- 58S- ITS2 do DNA ribossomal de P
brasiliensis. Ambas as reacOes foram eficientes na deteccdo deste fungo em tecido fixados em
blocos de parafina (Sano et al., 2001). Recentemente, foi utilizada uma primer-extension-

preamplification (PEP)-nested PCR, baseada nos oligonucleotideos iniciadores para o gene
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gp43, para deteccdo do DNA de P. brasiliensis em 107 bidpsias de tecidos em parafina de
pacientes com PCM (Ricci et al., 2007).

Neste trabalho foram utilizadas as metodologias de PCR desenvolvidas por Koishi
(2006) e Theodoro et al. (2005) para investigar a presenca do fungo P. brasiliensis em 29

amostras de tecidos de leséo bucal de individuos com PCM embebidos em parafina.
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Materiais e Métodos

Bidpsias em parafina

Foram utilizadas 29 bidpsias de lesGes bucais de pacientes com diagndstico de PCM e
09 bidpsias de lesdes bucais de pacientes com diagnostico de carcinoma espino celular. Todos
os diagnosticos foram confirmados por histopatologia. Todas as amostras foram fixadas em
10% de formalina e embebidas em blocos de parafinas. As amostras foram obtidas do
Departamento de Patologia, Andlises Clinicas e Toxicologicas do Hospital Universitario da

Universidade Estadual de Londrina.

Microrganismo

Formas leveduriformes de Paracoccidiodes brasiliensis cepa LDR1 foram crescidas
em meio 4gar Sabouraud a 37°C com sub-cultivos a cada 15 dias. Para a extracdo de DNA

foram utilizadas amostras fungicas com sete dias de cultura (Ono et al., 2003).

Remocado da Parafina

A parafina foi removida utilizando a metodologia descrita por Bialek et al., 2003.
Inicialmente, duas seccdes de 10 um das pecas em parafina foram colocadas em um tubo
plastico de 1,5 ml. A seguir foi adicionado 1 ml de xilol. Apds agitacdo por 5 minutos a 100
rpm, a temperatura ambiente, a amostra foi centrifugada a 10.000 g por 2 minutos. O

tratamento com o xilol foi repetido duas vezes até a completa remocéo da parafina das pecas.
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O sobrenadante foi removido e a amostra foi lavada com 1 ml de etanol absoluto, centrifugada

a10.000 g por 3 minutos e congelada a -20°C até o uso.

Extracdo do DNA

As extracdes do DNA foram feitas segundo o método de Hu et al., 2003. Em
aproximadamente 100 ug da cepa LDR1 de P brasiliensis mantida em cultura e nas amostras
de tecido desparafinizados foi adicionado 100 ul de &gua ultra-pura estéril. Em seguida, foi
adicionado o mesmo volume de tampdo de extragdo de DNA (10 mM Tris-HCI (pH 8.0), 10
mM EDTA, 0,15M NaCl, 2% sodio dodecil sulfato, e proteinase K para uma concentracdo
final de 0,5 mg/ml). A mistura foi incubada a 55°C durante aproximadamente 18 horas. Apds
este periodo a proteinase K foi inativada por aquecimento a 95 °C por 10 min. Para romper as
células do fungo, as amostras foram expostas a trés ciclos de congelamento em nitrogénio
liquido por 1 min e fervura por 5 min. Apds resfriamento a temperatura ambiente, foi
adicionado um volume igual de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1) e a mistura
centrifugada a 12.000 x g por 5 min. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, e 0
mesmo procedimento foi repetido. O DNA foi precipitado com 2,5 volumes de etanol 100 %
a—20°C e 0,1 volume de acetato de sodio a 3 M e em seguida centrifugado a 12.000 g por 10
minutos. O sobrenadante foi removido e o precipitado foi lavado adicionando etanol 70 % e
centrifugado a 12.000 g por 10 minutos. Apo6s a retirada do sobrenadante e secagem, a
amostra de DNA foi dissolvida em 50 pl de &gua destilada e estocada a -20°C até o uso para

PCR.
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Reacdo em cadeia pela polimerase

As amostras de DNA proveniente de material clinico parafinizados, juntamente com
os controles foram submetidas a dois diferentes protocolos de PCR: Koishi, 2006 e Theodoro
et al., 2005. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados, as seqiiéncias e tamanho do produto

de amplificagéo estéo listados na tabela 1.

Método de Koishi, 2006.

Koishi (2006) utilizou trés oligonucleotideos iniciadores em uma semi Nested-PCR
.Os oligonucleotideos externos ITS1 e ITS4 (White et al., 1990) foram usados na primeira
reacdo e um oligonucleotideos interno MJO3 que foi usado em conjunto com o
oligonucleotideo ITS1 na segunda reacdo. As reacdes foram feitas com um volume final de 25
ul de mistura de reagentes [tampdo 1x (20 mM Tris-HCI, pH 84 e 50 mM KCL -
Invitrogen), 2,5 mM MgCl, (Invitrogen), 0,25 dNTP (Invitrogen), 0,2 uM de cada
oligonucleotideo, 1 unidade de Taqg DNA polimerase (Invitrogen), 5 ul de DNA
ressuspendido em 50 pl de &4gua e agua esterilizada para completar a reagdo]. A duas reagoes
foram realizadas em um termociclador Méster Cicler (Eppendorf) nas seguintes condicdes:
95°C por 2 min, seguido de 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 50°C por 30 segundos, 72°C
por 1 minuto e extensdo final em 72°C por 5 minutos. Para a 22 reacédo foi utilizada 1 ul do

produto da 12 reacdo como molde.

Método de Theodoro et al., 2005.
Theodoro et al. (2005) utilizaram quatro oligonucleotideos em uma Nested-PCR. Os
oligonucleotideos externos foram ITS4/ITS5 (White et al., 1990) e os oligonucleotideos

internos foram Pb ITSE/ Pb ITSR. As reacdes foram feitas com um volume final de 25 ul de
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mistura de reagentes [tampdo 1x (20 mM Tris-HCI, pH 8,4 e 50 mM KCL - Invitrogen), 0,2
mM de dNTPs (Invitrogen), 0,4uM de cada oligonucleotideo, 1,25 unidade da Tag DNA
polimerase (Invitrogen), 5 ul de DNA ressuspendidos em 50 ul de 4gua e agua esterilizada
para completar a reacdo]. As reacOes foram realizadas em um termociclador Master Cicler
(Eppendorf) nas seguintes condigdes: 12 reacdo para ITS4/ITS5, 94 °C por 5 minutos, seguido
de 25 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 60 °C por 2 minutos, 72 °C por 2 minutos e extensao final
em 72 °C por 2 minutos. Para a 2% reagdo com Pb ITSE/Pb ITSR as condigdes foram
similares, porém a temperatura de anelamento foi de 62 °C e foram utilizados 2 ul do produto

da 12 reacdo como molde.

Tratamento para eliminar inibidores de PCR

A eliminacdo dos inibidores de PCR foi feita segundo o método descrito por Moreira,
1998 com modificacdes. O DNA das 12 amostras que tiveram seus resultados negativos pelo
protocolo de Koishi (2006) foi misturado v/v em agarose de baixo ponto de fusdo a 1,6%. A
mistura foi transferida para um molde estéril antes da solidificacdo. Os blocos de agarose
foram entdo dialisados contra 15 ml de tampdo TE por 24h. A PCR foi feita com 5 ul da

agarose contendo o DNA mantido a 60°C.

4.9 Controles

Como controles negativos das reagdes foram utilizados agua esterilizada e 0 DNA
extraido das pecas de c.e.c.. Como controle positivo foi utilizado 5 ng DNA extraidos da cepa

LDR1 de P. brasiliensis, quantificado por espectrofotometria.
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4.10 Analise dos resultados
Os produtos de amplificacdo das PCRs foram visualizados em gel de poliacrilamida a

8% e corados com nitrato de prata descrito por Herrinz et al., 1982.
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Resultados

Inicialmente, das 29 lesdo oral de PCM, 17 (58,6%) foram positivas e 12 (41,4%)
foram negativas quando analisadas pelo protocolo de Koishi (2006). Por outro lado 02 (6,9%)
foram positivas e 27 (93,1%) foram negativas pelo protocolo de Theodoro et al. (2005).
(Tabela 2) e (Figuras 1 e 2)

As 12 amostras negativas pelo protocolo de Koishi (2006) que foram purificadas por
didlise, foram novamente analisadas por PCR com os dois protocolos. Os resultados
demonstraram pelo protocolo de Koishi (2006), 02 (16,7%) amostras positivas e 10 (83,3%)
continuaram negativas e pelo protocolo de Theodoro et al. (2005), 05 (41,6%) foram positivas
e 07 (58,4%) continuaram negativas. (Tabela 3)

Na figura 1 esta representada a detec¢do do fungo P. brasiliensis pelo protocolo de
Koishi (2006) em amostras de pegas em parafina de lesdo oral de PCM. As amostras A02,
A03 e AO5 representam as reacOes positivas para P. brasiliensis e as amostras A019, A023,
A04 e A20 representam as reacdes negativas para o fungo. Ap6s a purificacdo as amostras
A04 e A20 foram positivas para P. brasiliensis pelo protocolo de Koish (2006).

A figura 2 representa a deteccdo do fungo P. brasiliensis pelo protocolo de Theodoro
et al. (2005) das amostras das pecas em parafina de lesdo oral de PCM. As amostras: A06 e
A10 foram positivas para P. brasiliensis, porém foram negativas para o0 método de Koishi
(2006). As amostras A01, A06, A09, Al4 e A20 foram negativas para o fungo pelo método
de Koishi (2006); porém a amostra A06 foi positiva pelo método de Theodoro et al. (2005).
Apos a purificacdo pelo método de Theodoro et al. (2005) as amostras A01, A06, A09, Al4d e
A20 foram positivas para o fungo. Tendo a amostra A20 seu DNA amplificado

O resultado da reagéo controle da PCR utilizando o protocolo de Koishi (2006) com as

pecas de c.e.c. para avaliar a especificidade da reacdo estd mostrada na figura 3.
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Como resultado total das reacGes de PCRs nas 29 amostras de lesdo bucal de
PCM parafinizada, 24 (82,75%) foram positivas e (5/17,25%) permaneceram negativas.

(Tabela 4)
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Discussao

O material fixado em formalina e embebido em parafina constitui hoje a maior fonte
de tecido humano mantidos em arquivos. Alguns estudos mostram que esse material pode ser
fonte para analises retrospectivas usando ferramentas moleculares, o que vem permitindo
identificar falhas no diagndstico histopatoldgico (Bialek et al., 2005; Williams et al., 1996).
Para a identificacdo de espécies de Candida em bidpsias de lesdo oral de candidiase
hiperplasica crénica embebidas em parafina. Foram utilizadas 18 pecas em parafina com
diagndstico histopatolégico de Candida, onde 12 (66,6%) amostras foram positivas para
Candida albicans e em outras duas, espécies de Candida glabrata. Este resultado pode
indicar o envolvimento das duas espécies na lesdo (Williams et al., 1996). Em outro estudo, a
PCR foi utilizada para a identificagdo molecular de fungos em 40 amostras de tecidos em
parafina de pacientes com diagndstico histopatoldgico de aspergilose e zigomicose. Nas 17
amostras de pacientes com diagnostico de aspergilose, DNA especifico do fungo foi
amplificado em 11 amostras. Enquanto nas 23 amostras de zigomicose 14 géneros especificos
e espécies foram identificados. Porém, em uma das amostras de pacientes com zigomicose foi
amplificado DNA especifico de Aspergillus fumigatus. Além disso, houve a detec¢do de uma
infeccdo fangica mista com Absidia corymbifera e Aspergillus fumigatus em uma amostra e
em outras duas os fungos identificados foram Rhizopus arrhizus e Aspergillus fumigatus
(Bialek et al., 2005). Estes estudos mostram que o diagnostico histopatolégico pode falhar e
que métodos moleculares podem auxiliar no diagnostico.

Poucos estudos tém sido feito sobre a identificagdo molecular de P. brasiliensis em
biopsias embebidas em blocos de parafina. Sano et al., 2001 utilizaram tecidos de
camundongos infectados com P. brasiliensis embebidos em blocos de parafina e

padronizaram uma nested-PCR para a deteccdo molecular do fungo. Mais recentemente, a
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PEP-PCR foi utilizada para a deteccdo de P. brasiliensis em tecidos de arquivos de pacientes
com PCM em blocos de parafina (Ricci et al., 2007).

Neste estudo, das 29 amostras de tecidos em parafina de lesdo bucal de PCM testadas
por PCR 17 (58,6%) amostras foram positivos e 12 (41,4%) foram negativas pelo protocolo
de Koishi (2006). Por outro lado, com o protocolo de Theodoro et al. (2005), 2 (6,9%) das
amostras foram positivas e 27 (93,1%) foram negativas. Além disso, a metodologia
apresentada por Koishi (2006) apresentou uma positividade superior (58,6 %) comparada ao
trabalho desenvolvido por Ricci et al., 2007 com (29%), onde utilizaram uma PEP-PCR em
tecidos de arquivos de pacientes com PCM em blocos de parafina. Resultados negativos com
amostras de DNA extraidas de tecidos em parafina sdo frequentemente observados. Em um
estudo para mostrar a especificidade da reacdo de PCR, o DNA foi extraido de 25 amostras de
tecidos em parafina de cachorros que morreram de blastomicose e 33 amostras de tecidos de
cachorros que morreram de linfosarcoma. O diagnostico histopatolédgico foi confirmado em
13 amostras de blastomicose e nas 33 de linfosarcoma. A reagdo de PCR para B. dermatitidis
amplificou apenas oito das 13 amostras e nenhum produto da PCR foi amplificado nas 12
amostras negativas histologicamente nem nas 33 amostras de linfosarcoma (Bialek et al.,
2003).

Provavelmente os resultados negativos obtidos ocorrem pela degradacdo ou auséncia
de DNA amplificavel devido aos métodos de fixacdo e estocagem das pecas em parafina,
excesso de proteina e da presenca de microrganismos contaminantes nas amostras (Ricci et
al., 2007; Bialek et al., 2005; Liborio et al., 2005; Bialek et al., 2003; Williams et al., 1996).
O DNA extraido de tecidos parafinados por vezes ndo é adequado para técnicas moleculares,
visto que se apresenta parcialmente degradado (Liborio et al., 2005). A razdo porque 0S
tecidos fixados em parafina sofrem degradacédo € a insuficiente neutralizacdo da formalina,

reagindo com o DNA e impedindo sua amplificacdo (Shibata et al., 1988). Para ocorrer a
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reacdo, € necessario destruir as pontes de hidrogénio, por exemplo, por aquecimento. A
impregnacdo com a parafina utiliza temperaturas elevadas e durante esse processo 0 DNA
pode reagir com o formaldeido remanescente (Jackson et al., 1994). O agente fixador e 0
tempo de fixacdo por periodos prolongados podem levar a uma reducdo de DNA (Ben-Ezra et
al., 1991) e a utilizacdo do formaldeido na prética histoldgica se da pelo seu baixo custo,
estabilidade, compativel em quase todos os tecidos e ndo coagulativo (Jackson et al., 1994).

A lenta degradacdo que o DNA das pecas em parafinas sofre com o tempo, gerando
fragmentos de DNA de pequeno tamanho. Os segmentos de DNA pequeno ainda podem ser
Uteis como substratos para a PCR e requerem o uso de oligonucleotideos que gerem produtos
de menor nimero de pares de bases (Liborio et al., 2005; Siwoski et al., 2002; Williams et al.,
1996, Ben-Ezra et al., 1991). Em nosso trabalho ndo encontramos correlacdo com o tempo de
estocagem das pecas e amplificacdo do DNA e ambos os protocolos utilizados geram produtos
de pequena amplificagéo (600-200pb).

A diferenca entre a positividade obtida com a metodologia de Koishi (2006) e a obtida
com a metodologia de Theodoro et al. (2005) pode estar relacionada ao nimero de ciclos
utilizado pela PCR. A reacédo de Koishi (2006) tem 35 ciclos, enquanto, a reacdo de Theodoro
et al. (2005) tem 25 ciclos. Geralmente os protocolos de PCR apresentam de 35 a 39 ciclos
para as amostras de tecidos em parafina (Ricci et al., 2007; Libdrio et al., 2005; Bialek et al.,
2005). Além disso, a diferenca entre a positividade obtida com a metodologia de Koishi, 2006
e a obtida com a metodologia de Ricci et al, 2007 pode estar relacionada
aosoligonucleotideos utilizados, onde a reacdo de Koishi (2006) trabalhou com
oligonucleotideos que codificam para a regido ITS1-5.85-ITS2 do DNAr do fungo P.
brasiliensis e Ricci et al., 2007 utilizou oligonucleotideos que codificam para o gene da

gp43. E segundo Sano et al., 2001, oligonucleotideos que detectam o gene que codifica a
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gp43 apresentam menor sensibilidade na detec¢édo, que oligonucleotideos que codificam para
aregido ITS1-5.8s-1TS2do DNAr do fungo (Sano et al., 2001).

Resultados negativos na amplificacdo de DNA tambeém podem ser explicados pela
contaminacdo por componentes organicos e inorganicos (ex: polissacarideos, uréia, acido
hdmico ou hemoglobina) e que sdo contaminantes comuns em amostras de DNA e ndo podem
ser completamente removidos pela extracdo com fenol. Eles podem interferir com a reagéo,
levando a diferentes graus de atenuacdo até a completa inibi¢do. Uma alternativa é submeter o
DNA obtido a um processo de purificacdo em agarose. Durante o processo grandes moléculas
DNA permanecem retidas na malha de agarose e pequenos fragmentos de DNA e 0s
contaminantes séo difundidos para fora do gel durante os passos de lavagem (Moreira, 1998).
Neste estudo a purificacdo das 12 amostras negativas resultou em 2 (16,7%) amostras
positivas e 10 (83,3%) negativas pelo protocolo de Koishi (2006) e 5 ( 41,6%) amostras
positivas e 7 (58,4%) negativas pelo protocolo de Theodoro et al. (2005), sugerindo que o
protocolo de Theodoro et al. (2005) é mais sensivel aos inibidores que o protocolo de Koishi,
2006.

Em nosso trabalho, das 29 amostras de lesdo bucal de PCM em parafina, conseguimos
uma amplificagdo de DNA do P. brasiliensis em 24 (82,75%) das amostras, mostrando a
eficiéncia da reacdo de PCR em um retrospectivo estudo de diagnoéstico molecular da PCM

bucal.
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Concluséao

Embora a método de Koishi (2006) detectou DNA de P. brasiliensis em maior
quantidade de amostras parafinadas, o protocolo de Theodoro et al. (2005) foi mais sensivel
para amostras purificadas, apresentando um resultado total de 24 (82,75%) de positividade

das 29 amostras de lesdo bucal de PCM em parafina.
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Tabelas

Tabela 1. Sequéncias nucleotidicas e combinacdes dos oligos nucelotideos iniciadores
utilizados nas reacgdes de PCR para diagnostico molecular da PCM.

Primers Sequiéncia Pares Amplificacdo Referéncias
ITS1 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’
ITS1/ITS4 620 White (1990)
ITS4 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'
ITS1 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' 212 Koishi(2006)
MJO3 5-GTCTCAGACGTCAAAGCTCC-3’ ITS1/MJ03
ITS4 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'
ITS5 5.CCGAGTGCGGCCTCTGGGTCC-3' ITS4/ITS5 634 White (1990)
PbITSE 5-GAGCTTTGACGTCTGAGACC-3’ 387 Theodoro

PbITSR 5-AAGGGTGTCGATCGAGAGAG-3' PDITSE/PDITSR (2005)



Resultados

Tabela 2. Resultado da PCR das 29 amostras parafinizadas de PCM bucal.

Protocolos Positivos % Negativos %
Koishi (2006) 17 58,6% 12* 41,4%
Theodoro et al. (2005) 02 6,9% 27 93,1%

*Amostras negativas que foram purificadas posteriormente
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Tabela 3. Resultado da PCR ap06s a purificacdo do DNA, com o protocolo de Koishi,
2006

Protocolos Positivos % Negativos %

Koishi (2006) 02 16,7% 10 83,3%

Theodoro et al. (2006) 05 41,6% 07 58,4%
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Tabela 4. Resultado total das PCRs das 29 amostras parafinizadas de PCM bucal
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Protocolos Positivos %

Koishi (2006) e 24 82,75
Theodoro et al.(2005)




M C- C+ A02 A03 AO05 Al19 A23 A04 A20 A04 A20

212pb

212pb

Figura 1. Perfil eletroforético dos produtos da segunda reacdo de amplificacédo
do DNA, de pacientes com diagnostico clinico de PCM, pelo protocolo de Koishi
(2006). Gel de poliacrilamida 8% corado por nitrato de prata. M (Ladder 100pb,
Invitrogen). Amostras A02, A03 e A05 positivas para P. brasiliensis. Amostras A019,
A023, A04 e A20 negativas. Amostras A04 e A20 positivas apds a eliminagdo dos
inibidores. C- controle negativo e C+ controle postivo LDR1.
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M C- C+ AO6 Al10 A0l A06 A09 Al4 A20 A01 AO06 A09 Al4 A20

(=

=

387pb 387pb

Figura 2. Perfil eletroforético dos produtos da segunda reagdo de amplificacdo do
DNA, de pacientes com diagndstico clinico de PCM, pelo protocolo de Theodor et al.
(2005). Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corado por impregnagdo por nitrato de
prata. M (Ladder 100pb, Invitrogen). Amostras: A06 e A10 positivas. Amostras: A01, A06,
A09, Al4 e A20 negativas pelo método de Koishi, 2006. Amostras: A01, A06, A09, Al4 e
A20 positivas a eliminagdo dos inibidores. C- controle negativo e C+ controle positivo.



212pb

Figura 3. Perfil eletroforético dos produtos da segunda reacéo de amplificacédo
do DNA, de pacientes com diagnostico clinico de c.e.c, pelo protocolo de Koishi
(2006). Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corado por impregnacao por nitrato
de prata. M (Ladder 100pb, Invitrogen). Amostras: c1 — c9 negativas. C- controle
negativo e C+ controle postivo.
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