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KOISHI, Andrea Cristine. Semi-  PCR para a detecção molecular do fungo 
. 2008. 106f. Dissertação (Mestrado em Patologia 

Experimental) – Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2008.

é um fungo termo-dimórfico e agente etiológico da 
paracoccidioidomicose (PCM), uma micose sistêmica endê  ca na América Latina. 
A PCM é rotineiramente diagnosticada pela observação direta das células do fungo, 
por cultura celular ou ainda por métodos sorológicos.             essas técnicas 
apresentam limitações que podem levar a atrasos para o início do tratamento ou 
mesmo a resultados falso negativos. Neste estudo foi desenvolvida uma reação de 
semi-  PCR para a detecção do DNA de , utilizando a seqüência 
do DNA ribossomal como alvo. Inicialmente, amostras de DNA de 
(cepas Pb18 e LDR1) e de outros fungos patogênicos foram extraídas e usadas para 
se determinar o limite de detecção da reação e a ocorrência de reações cruzadas. 
Para avaliar a reação de semi- , ela foi comparada com os métodos de cultivo 
e histopatologia quanto à capacidade de detecção de  Pb18 em 
amostras de tecidos de camundongos experimentalmente infectados. E ainda, a 
reação desenvolvida neste trabalho foi utilizada para   detecção do fungo em 
amostras de biópsia bucal de pacientes com suspeita de PCM e solo de tocas de 
tatu e formigueiros. Na tentativa de otimizar a reação foi desenvolvida uma semi-

 PCR em uma única etapa. A semi-  PCR mostrou-se específica para 
 e o limite de detecção foi de 2,5 pg de DNA ou 10 células do fungo. No 

estudo comparativo a semi-  PCR e a histopatologia foram positivas para 
todas as amostras de animais infectados, inclusive quando parafinadas, enquanto 
que a cultura foi positiva apenas para 60% das amostras. A semi-  PCR 
também foi positiva para as 4 amostras de pacientes co  PCM e para duas 
amostras de solo, uma de toca de tatu e outra de formigueiro. A semi-  PCR 
em um tubo foi específica para , porém, com um limite de detecção de 
0,25 ng de DNA. Este estudo mostrou a alta sensibilidade e especificidade dessa 
nova reação de semi-  PCR para a detecção molecular de  em 
amostras de biópsias, em tecidos embebidos em parafina e mesmo do solo.

, semi-  PCR, detecção 
molecular, paracoccidioidomicose.
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KOISHI, Andrea Cristine.  molecular detection by a 
semi-nested PCR assay. 2008. 106p. Dissertation (Master degree in Experimental 
Pathology) – Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2008.

 is a thermally dimorphic fungus and the etiologic agent 
of paracoccidioidomycosis (PCM), a systemic mycosis endemic in Latin America. 
PCM is routinely diagnosed by direct observation of fungi cells, by culture or 
serological tests. However, these techniques present limitations that could result in 
delay for the beginning of treatment or even false negatives results. In this study a 
semi-nested PCR assay for the detection of  was evaluated, using 
sequences of the rDNA as a target. Initially, DNA samples of two 
isolates (LDR1 and Pb18) and other pathogenic fungi were extracted and used to 
determine the limit of detection and cross-reactivity. To evaluate the semi-nested 
PCR assay, it was compared to culture and histopathology methods in detecting 

 Pb18 in tissue samples of experimentally infected mice. Furthermore, the 
assay developed in this study was used for the fungus     ction in oral biopsy 
specimens of patients with a PCM suspect and in soil of armadillo’s burrow and ant-
hill. To improve the reaction a one tube semi-nested PCR was also padronized. The 
semi-nested PCR assay was specific for  and the detection limit was 
2,5 pg of DNA or 10 fungi cells. In the comparative study, the semi-nested assay and 
histopathology were positive for all infected samples, including the paraffin-
embedded ones, while only 60% were positive by cellular culture. The semi-nested 
PCR assay was also positive for 4 PCM patients’ sample  and in two environmental 
samples, one from an armadillo burrow and the other one from an ant-hill. One tube 
semi-nested PCR was specific for , however, with a detection limit of 
0,25 ng of DNA. This study showed the high sensitivity and specificity of this new 
semi-nested PCR assay for the detection of  in fresh and paraffin-
embedded tissues, and soil.

, semi-nested PCR, molecular detection, 
paracoccidioidomycosis.
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1 INTRODUÇÃO

1.1 

O fungo  é o agente etiológico da micose sistêmica 

denominada Paracoccidioidomicose (PCM). Por um longo período foi considerado 

um fungo imperfeito (família , ordem ) (MARTINEZ, 2004), 

entretanto com o avanço de técnicas moleculares,  foi classificado 

como pertencente ao filo , ordem , família 

(SAN-BLAS ., 2002). E mais recentemente, uma família distinta de 

foi proposta,  que incluiria os gêneros , 

,  e (UNTEREINER ., 2004).

Além disso,  é tradicionalmente considerado uma 

espécie única, mas baseando-se em métodos moleculares e utilizando dados de oito 

regiões em cinco loci, Matute  (2006) propuseram a existência de pelo menos 

três espécies filogenéticas distintas para este fungo     minadas S1 (38 isolados), 

PS2 (6 isolados) e PS3 (com 21 isolados). 

O fungo  apresenta dimorfismo dependente de

temperatura. O fungo está na forma micelial à temperatura de 25°C e na forma de 

levedura a 37°C (temperatura encontrada no hospedeiro   mano). Esse processo 

de transformação é reversível e dependente da regulação enzimática da síntese de 

glucanas que causam modificações na parede celular do fungo (ARRAES ., 

2005).

 possui um ou mais núcleos, e em seu citoplasma 

foram visualizados vacúolos, retículo endoplasmático e ribossomos. As mitocôndrias 

são numerosas em células jovens, principalmente na periferia da célula, e os 

vacúolos aumentam de tamanho com o envelhecimento celular. A parede celular é 

dupla e refringente; sendo a camada externa elétron-densa, formada por ß-1-3 

glucana na forma micelial e por a-1-3 glucana na fase de levedura. A camada interna 

é elétron-brilhante, formada por quitina e justaposta à membrana citoplasmática 

(ALMEIDA; JACKS; SCULLY, 2003). A ß-1-3 glucana é um polissacarídeo que 

contém apenas glicose em sua composição e é considerado determinante para o 

dimorfismo e também como fator de virulência (SAN-BLAS; NIÑO-VEGA, 2008).

PARACOCCIDIOIDES  BR AS ILIENS IS

P. bras iliens is

Moniliaceae Moniliales

P. brasiliiens is

As comycota Onygenales Onygenaceae

e t al

Onygenaceae  Aje llomyce taceae Blas tomyces

Emmonsia His toplasm a Paracoccidioides  e t al

P. bras iliens is

e t al.
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Uma característica importante deste parasita é a formação de novos 

fungos por brotamentos da parede das células-mãe (Figura 1), resultando numa 

forma típica de  conhecida como roda-de-leme 

– na forma leveduriforme corado pela técnica Gomori-

Grocott (A) e a fresco (B). 

Provavelmente, na natureza o fungo ocorre na forma 

micelial, mas diferentemente de outros fungos dimórficos como 

 que na fase micelial 

são encontrados no solo, o microhabitat do  permanece desconhecido 

(RESTREPO , 2001). Esta falta de conhecimento tem impedido a adoção de

medidas preventivas para o combate a PCM (CONTI DÍAZ, 2007).

Apesar dos poucos dados sobre o habitat e a ecologia do 

, acredita-se que o fungo viva saprofitamente em solo úmido, rico em 

proteínas, cercados por lagos, rios e pântanos, onde as variações de temperatura 

são mínimas (RESTREPO, 1985).

Evidências que colaboram com essa hipótese são os relatos de 

isolamento de do solo na Argentina (NEGRONI, 1966), na Venezuela 

(ALBORNOZ, 1971) e em uma plantação de café no estado de Minas Gerais, Brasil 

(SILVA-VERGARA  1998). Conti Diaz (2007) propôs a hipótese de que o solo 

provavelmente não é o habitat permanente do patógeno,  ma vez que os 

isolamentos são raros e não reprodutíveis. Porém, Franco (2000) sugeriram 

P. brasiliensis

P. bras iliensis  

P. brasiliensis  

His toplasm a 

caps ulatum , Coccidioides  imm itis  e  Blas tom yces  derm atitidis ,

P. bras iliens is

e t al.

P. 

bras iliensis

P. bras iliens is  

e t al.,

e t al. 

Figura 1
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que o isolamento a partir do solo é raro porque as técnicas microbiológicas 

tradicionais utilizadas não são sensíveis o suficiente para esse fim. Enquanto, Ono 

 (2002) postularam que a presença de pesticidas interfere diretamente nas 

tentativas de isolamento de  do solo.

Nos últimos anos pesquisadores como Borneman e Hartin (2000) 

propuseram a utilização de técnicas de amplificação de DNA como estratégia 

confiável para detectar e identificar microrganismos de diferentes fontes, inclusive 

solo. Por exemplo, Reid e Schafer (1999) desenvolveram uma reação de 

PCR que permitiu a detecção direta de  em solo artificialmente 

contaminado com o fungo, sem a necessidade do método indireto de inocular em 

camundongo que é mais caro e mais demorado. Alguns trabalhos também utilizam 

essa técnica para a detecção de  no solo (McEWEN 1995 DIEZ 

, 1999; THEODORO , 2005; TERÇARIOLI , 2007; RICHINI-PEREIRA 

, 2008).

Além do solo, o fungo  também foi isolado de fezes de 

pingüim ( ) (GEZUELE, 1989); ração de cachorro contaminada 

(FERREIRA, ., 1990); e de tatus ( ) (SILVA-VERGARA

, 2000). Provavelmente os tatus têm grande importância na eco-epidemiologia do 

como pode ser deduzido pelo frequente isolamento a partir de 

vísceras de tatus e pelo relato da presença de lesão granulomatosa no pulmão de 

um animal, o que sugere que além de ser infectado, o tatu também pode 

desenvolver a doença (DIEZ , 1999). Esta informação, relacionada ao hábito de 

escavar o solo destes animais atraiu o interesse para   papel deste mamífero na 

ecologia do  (VERGARA; MARTINEZ, 1999; BAGAGLI ., 2008). 

1.2 PARACOCCIDIOIDOMICOSE (PCM)

Adolph Lutz descreveu a doença em 1908 em dois pacient   com 

lesões orais e linfoadenopatia cervical, sendo que em   30, Floriano Almeida 

colocou para o fungo isolado o gênero  (ALMEIDA; JACKS; 

SCULLY, 2003).

A PCM é uma micose sistêmica que, exceto casos importados 

e t al.

P. brasiliensis

nes ted

H. caps ulatum

P. brasiliensis e t al., ; 

e t al. e t al. e t al.

e t al.

P. brasiliensis

Pigocelis  adelia

e t al Das ypus  novem cinctus  e t 

al.

P. bras iliens is , 

e t al.

P. bras iliens is e t al

Paracoccidioides
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(AJELLO, POLONELLI, 1985; MAYR , 2004; MAYAYO ., 2007), possui uma 

distribuição geográfica limitada à América Latina, onde ocorre desde o México 

(23°N) até a Argentina (34°S) (Figura 2).

– Distribuição geográfica da paracoccidioidomicose. 

 Shikanai-Yasuda, . (2006).

No Brasil é endêmica em certas áreas, como as regiões     ste, 

Sul e Centro Oeste, sendo os cinco estados que apresentam as maiores taxas de 

mortalidade por esta doença: São Paulo, Paraná, Minas Gerais, Rio Grande do Sul e 

Rio de Janeiro (BLOTTA . 1999; COUTINHO . 2002).

A taxa de mortalidade por PCM foi avaliada no Brasil entre os anos 

de 1980 e 1998, neste período foram notificadas 551 mortes no Paraná, 316 no Rio 

Grande do Sul e 154 em Santa Catarina. Sendo assim, o        ocupa o primeiro 

lugar em número de mortes por PCM entre os estados do      e o segundo lugar 

entre os demais estados, ficando atrás apenas de São P     com 1099 mortes por 

e t al. e t al

e t al

 e t al e t al

Figura 2

Fonte :
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PCM. O estudo também apontou a PCM como quinta causa de morte dentre as 

infecções crônicas e primeira causa dentre as micoses   stêmicas no Paraná 

(BITTENCOURT, OLIVEIRA, COUTINHO, 2005).

O início da infecção depende da transformação dimórfica de micélio 

saprofítico para a forma de levedura e a PCM parece ser adquirida pela inalação de 

propágulos (ARISTIZABAL ., 1998).

A PCM tem duas formas clínicas principais, a aguda ou         e a 

crônica. A forma aguda representa 3-5% de todos os casos, e é caracterizada por 

um curso rápido (semanas a meses) com envolvimento do   stema reticuloendotelial 

(baço, fígado, linfonodos e medula óssea). A forma crônica ocorre em mais de 90% 

dos pacientes e afeta na maioria dos casos homens, trabalhadores rurais. A 

progressão da doença é vagarosa e pode levar meses ou vários anos para se tornar 

completamente estabelecida. A PCM crônica, primariamente afeta os pulmões e 

pode se disseminar para outros órgãos e sistemas, sendo que lesões secundárias 

aparecem freqüentemente em membranas mucosas, linfonodos, pele e glândula 

adrenal (BRUMMER; CASTANEDA; RESTREPO, 1993).

A maior parte dos casos de PCM ocorre em indivíduos do sexo 

masculino, predominando a faixa etária de 40 anos e cuja profissão é vinculada à 

agricultura (BICALHO ., 2001, GODOY; REICHART, 2003, PANIAGO , 

2003; VERLI ., 2005).

A proporção homem: mulher acometidos varia de 15 a 22:1. 

(SEVERO 1998; SILVA, 2008). Esta diferença de incidência da doença entre 

os sexos é explicada pelas diferenças nos níveis dos hormônios femininos, os quais 

podem ser protetores contra a progressão da infecção por . Estudos 

indicam que o estradiol inibe a transição morfológica  lterando os perfis de síntese 

de proteínas de micélio e levedura (BORGES-WALMSLEY , 2002).

A principal defesa do hospedeiro contra  é mediada 

pela resposta imune celular. Os macrófagos são as prin    is células de defesa 

contra o fungo, fagocitando o organismo, que pode sofrer replicação intracelular 

quando na ausência de interferon-? (IFN-?). Experimentos mostram que a 

resistência em camundongos está ligada à resposta imune Th1 ( 1), com 

elevada secreção de IFN-? e interleucina 2 (IL-2), e a suscetibilidade está associada 

com níveis muito baixos destas citocinas (BORGES-WALMSLEY , 2002).

O tratamento da PCM é geralmente prolongado, com pacie     

e t al
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recebendo a terapia durante um a dois anos. Na ausência de terapia com drogas, a 

doença é frequentemente fatal. Os antifúngicos mais usados são a anfotericina B, os 

sulfamídicos (sulfadiazina, associação sulfametoxazol/trimetoprim), e os azólicos 

(cetoconazol, fluconazol, itraconazol) (LORTHOLARY ., 1999, SHIKANAI-

YASUDA, 2006). Contudo, casos de cepas resistentes têm sido descritos (VISBAL 

2005).

1.3 DIAGNÓSTICO

Os métodos laboratoriais de diagnóstico de infecções fúngicas são a 

observação direta e o isolamento por cultura com a posterior identificação pela 

morfologia. A eficácia desses métodos é dependente de        fatores como: a 

experiência e habilidade técnica das pessoas envolvidas e da possibil      do 

organismo ser cultivado. Apesar de serem métodos que p   item a identificação 

definitiva do agente, estes são demorados, não quantitativos e propensos à 

contaminação e erro, que no caso da patologia médica frequentemente atrasam o 

tratamento e consequentemente acarretam prejuízos ao paciente (ATKINS e 

CLARK, 2004).

O diagnóstico da PCM é baseado em vários procedimentos 

laboratoriais (Figura 3). Um dos mais utilizados é a pesquisa da presença do agente 

em amostras clínicas, utilizando diferentes procedimentos e métodos de coloração e 

imunofluorescência. Em tecido, os exames histopatológicos com coloração pela 

hematoxilina e eosina, metanamina de prata, ou pelo P A S  (PAS) são 

rotineiramente utilizados. O cultivo do fungo é sempre feito na tentativa de 

isolamento do agente e mais recentemente testes sorológicos para o diagnóstico 

têm sido propostos, sendo utilizados principalmente para acompanhamento da 

evolução da doença.

e t al
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Figura 3

Fonte :

– Diagnóstico laboratorial da paracoccidioidomicose. Cultivo de 

: fase micelial (A); fase leveduriforme (B). Exame a fresco em KOH (C). 

Corado pelo lactofenol mostrando células leveduriforme  com múltiplos brotamentos 

(D). Corte histológico corado pelo método de Grocott (E). Corte histológico corado 

pelo PAS (F). 

 Shikanai-Yasuda, . (2006).

Entretanto, todos estes métodos podem apresentar falha  ou 

deficiências. No cultivo o fungo apresenta crescimento lento (20 a 30 dias) e uma 

variedade de formas de colônias podem ser obtidas. Como a forma micelial não é 

distintiva, o dimorfismo deve ser demonstrado por subcultura a 37°C. Além disso, em 

áreas não endêmicas, um empecilho é a falta de experiência e a necessidade de um 

P. 
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e t al
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alto nível de biosegurança para o cultivo do fungo (BIALEK , 2000a). Em cortes 

histológicos o agente etiológico pode não ser encontrado ou ainda confundido com 

outros fungos dimórficos como spp. ou 

(BRUMMER; CASTANEDA; RESTREPO, 1993).

O teste de ELISA (E L I A ) é muito 

utilizado para detecção e quantificação de anticorpos, mas apesar de possuir uma 

alta sensibilidade, apresenta a desvantagem de não ser altamente específico. O 

principal antígeno para o imunodiagnóstico de  é uma glicoproteína de 

43-kDa, denominada gp43, localizada na parede do fungo e   cretada 

extracelularmente. Porém, reatividade cruzada entre a      e antígenos de outros 

microrganismos tem sido descrita e mesmo após o tratamento da gp43 com 

metaperiodato e processos de adsorção para aumentar a  specificidade do exame, 

não foi possível eliminar toda reação cruzada e obter  ma reação de ELISA 

totalmente específica para o diagnóstico da PCM, obtendo especificidade máxima de 

84% (ALBUQUERQUE , 2005).

Além disso, esta reação pode ser influenciada por outros fatores, 

como o isolado do fungo que causou a doença, a resposta imune individual contra 

um isolado específico que pode carregar diferentes epítopos antigênicos; sendo que 

muitos resultados não são reproduzíveis (ALBUQUERQUE , 2005). Além do 

mais, o imunodiagnóstico pode ser inútil para pacientes imunocomprometidos devido 

à reduzida produção de anticorpos. Vidal  (2005) relataram um caso de 

resposta sorológica atípica, consistindo na falta de anticorpos anti-gp43 detectáveis 

em um paciente com PCM disseminada. Neste episódio, o  iagnóstico da PCM foi 

realizado pela detecção do gene para a gp43 por uma reação de PCR.

Métodos novos e rápidos vêm sendo desenvolvidos e usados em 

todos os aspectos de diagnóstico de fungos. Estes incluem a tecnologia de sondas 

DNA/RNA e PCR. Em contraste aos métodos convencionais, as amostras podem 

ser testadas diretamente, e isolados não exigem cultivo. São rápidos, específicos e 

podem ser usados para detectar quantidades muito pequenas de DNA. Além disso, 

a PCR pode ser realizada como rotina e não exige um alto nível de perícia para a 

interpretação dos resultados (ATKINS e CLARK, 2004).
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1.4 DETECÇÃO MOLECULAR DE 

A alta incidência de diversas infecções fúngicas aumenta a 

necessidade de métodos de identificação rápidos e precisos na micologia clínica. Os 

métodos moleculares são independentes do cultivo e permitem a detecção dos 

patógenos em amostras clínicas. (DOBROWOLSKA, BOJARSKI, STACZEK, 2002; 

LI ., 2004; SPEERS 2006; De MARCO ., 2007;). Além disso, essas técnicas 

são capazes de identificar cepas resistentes a drogas (FIGUEROA, RASHEED, 

1991). 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) foi desenvolvida por Mullis 

e colaboradores na década de 80. É uma técnica para a  mplificação  de 

seqüências específicas de DNA utilizando a extensão si     nea de iniciadores 

complementares às fitas do DNA em estudo (MCPHERSON, QUIRKE, TAYLOR, 

1994).

A PCR é uma técnica com ampla aplicação nas ciências básica e 

aplicada e atualmente é uma importante ferramenta para o diagnóstico. O maior 

problema para este método é a contaminação das amostras por inibidores da PCR 

(MOREIRA, 1998), como por exemplo, ácidos húmicos com grupos fenólicos, que 

possuem solubilidade similar à do DNA (ZHOU ., 1996).

Uma variação da técnica de PCR é a PCR que se caracteriza 

por um processo que utiliza duas PCRs consecutivas, sendo que a primeira contém 

um par externo de oligonucleotídeos enquanto que a segunda possui um par interno. 

O fragmento maior produzido na primeira reação é utilizado como molde para a 

segunda, e o resultado pode ser até 1000 vezes mais sensível que a PCR padrão 

(McPHERSON , 1994). Alguns trabalhos com fungos patogênicos demonstra  

a maior sensibilidade da reação de  PCR (HU ., 2003; GUEDES , 

2003). Outra variação é a reação de semi-  PCR, que utiliza três 

oligonucleotídeos em duas reações de PCR consecutivas, ou seja, um 

oligonucleotídeo é comum nas duas reações.

A principal região do DNA usada para a detecção molecular de 

fungos são os genes ribossomais, presentes em todos os organismos e em grande 

número de cópias o que auxilia a detecção e sensibilidade da reação de PCR. O 

DNA ribossomal dos fungos é formado por três genes, o      para a subunidade 

P. BRAS ILIENS IS
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maior (25S ou 28S), para a subunidade menor (18S) e o      5.8S, separados por 

regiões  (ITS). Esta região ITS é uma área de importância 

particular para o diagnóstico de fungos, possuindo regiões altamente conservadas e 

regiões altamente variáveis, sendo ideal para o desenvolvimento de 

oligonucleotídeos específicos para a identificação de     cies fúngicas (ATKINS; 

CLARK, 2004).

Nos últimos anos diversos estudos têm investigado a aplicação de 

métodos moleculares para a detecção do fungo (Tabela 1).

– Relação dos oligonucleotídeos (oligos) utilizados para detecção 

molecular de 

P1 5’ - ATCAATAAGCGGAGGAAAAG - 3'

P2 5’ - CTCTGGCTTCACCCTATTC - 3'
P1/P2 800

U1 5’ - GTGAAATTGTTGAAAGGGAA - 3'

U2 5’ - GACTCCTTGGTCCGTGTT - 3'
U1/U2 200

Sandhu 

(1995)

primer 1 5’ - TCGTTATCCTCATCGAA - 3’

primer 2 5’- AAGAGTCTTCCCTCGC - 3’

1/2 62
Goldani e Sugar

(1998)

ITS1a 5’ - TCCGTAGGTGAACCTGCGG - 3’

ITS4 a 5’ - TCCTCCGCTTATTGATATGC - 3'

ITS1/ITS4 620

gp43 -1 5´ - ATGAATTTTAGTTCTCTTAACCTGGCTCTT - 3'

gp43-2 5´ - CCTGCATCCACCATACTTCCTAGCCCA - 3'
gp43-1/gp43-2 1303

gp2 5´ - TCACCTGTCGACACCATACTTCCTAGCCCAAATC - 3'

gpM 5´ - GCCATGGTCGACAATGGGCGTGGCATAGGTTCG - 3'
gp2/gpM 300

LO 5´ - CACTCTTGGCTTTGGTTGAAG - 3'

UP 5´ - CTGTTGTTTCCGTCCTTGCGC - 3"
LO/UP 536

Diez 

(1999)

ITS5 a 5’ - CCGAGTGCGGCCTCTGGGTCC - 3’

ITS4 a *
ITS5/ITS4 650

Pb-ITS1s 5’ - CCGCCGGGGACACCGTTG – 3’

Pb-ITS3a 5’ - AAGGGTGTCGATCGAGAG – 3’

Pb-ITS1s/

Pb-ITS3a
418

Imai 

(2000)

sense 5’ - TCATCTCACGTCGCATCTCACATT - 3'

anti-sense 5’ - AGCGCCAGATGGTTTGCCCGCTAGGAACGAA - 3’

sense/anti-sense 1030
Silva-Vergara 

(2000)

(PC1) b * PC1/PC5 1030

PC2 5’ - ATAGAGGGAGAG CCATATGTACAAGGT - 3' PC1/PC6 880

PC3 5’ - ATCAAACAAACCCTGATCGGCAT - 3' PC2/PC5 740

Gomes 

(2000)

internal transcribed s pacer

P. bras iliens is  

P. bras iliens is .

et al.

et al.
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2323

(PC5) b *
PC2/PC6 600

PC6 5’ - GGCTCCTCAAAGTCTGCCATGAGGAAG - 3' PC3/PC5 490

para I 5’ - AACTAGAATATCTCACTCCCAGTCC - 3'

para II 5’ - TGTAGACGTTCTTGTATGTCTTGGG - 3'

paraI/paraII 355

para III 5’ – GATCGCCATCCATACTCTCGCAATC - 3'

para IV 5’ – GGGCAGAGAAGCATCCGAAATTGCG - 3'

paraIII/paraIV 196

Bialek 

(2000b)

ITS1 a *

ITS4 a *

UNI-R c 5’ - GGTCCGTGTTTCAAGACG - 3'

UNI-F c 5’ - GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG - 3'

OL5 5’ - TGTGACGAAGCCCCATACG - 3'

OL3 5’ - CTCAGCGGGCACTT - 3'

ITS1/ITS4

ITS1/OL5

UNI-F/UNI-R

OL3/UNI-R

649

496

617

203

Motoyama 

(2000)

MAE 5’ - TGCTGCGGCGGGGTTAAACCATGTC - 3'

ATO 5’ - GTTGTGGTATGTGTCGATGTAGACG - 3'
MAE/ATO 589

F2 5’ - TGGGCCAAAAACTCAAATC - 3'

R2 5’ - TGGTATGTGTCGATGTAGACGT - 3'
F2/R2 473

ITS5 a *

ITS4 a *
ITS5/ITS4 650

Pb-ITS1s d *

Pb-ITS3a d *

Pb-ITS1s/

Pb-ITS3a
418

Sano 

(2001)

MAE e *

ATO e *

MAE/ATO 589

F2 e *

R2 e *

F2/R2 473

F3 5’ - GCCAAAAACTCAAATCTGAGGG - 3'

R3 5’ - GTCGATGTAGACGTTCTTGTAT - 3'

F3/R3 463

Itano 

(2002)

A 5’ - TTCCCAAAACggCTTCgA - 3'

B 5’ - TgTCACCCTTTTgCCAgTTg - 3'
A/B 61

Semighini 

(2002)

ITS4 a *

ITS5 a *
ITS4/ITS5 634

PbITSE 5’ - GAGCTTTGACGTCTGAGACC - 3’

PbITSR 5’ - AAGGGTGTCGATCGAGAGAG - 3'
PbITSE/PbITSR 387

Theodoro 

(2005)

MG2(1)F 5’ - GGGATTCCCTAGGCAAACACTTGTGTGA - 3'

MG2(1)R 5’ - GTGCAGTTATCCACAAGCCATATATTC - 3'
MG2(1)F/ MG2(1)R 285

MG2(2)F 5’ - GGAGATGATCTGACGTTAGTACGTGATG - 3'

MG2(2)R 5’ - ATGCTAATTTATGTCATTCCGCGTCTG - 3'
MG2(2)F/ MG2(2)R 288

San-Blas 

(2005)

aWhite (1990); bSilva-Vergara  (2000); cHaynes e (1995); dImai  (2000); eSano 

(2001); *seqüência descrita anteriormente.

Venancio, Vituri e Koishi (2008).

et al.

et al.

et al.

et al.

et al.

et al.

et al.

e t al. e t al. t a l. e t al. e t al.

Fonte : 



2424

Em 1997 foi realizado um trabalho pioneiro para a detecção de 

 por biologia molecular. Para encontrar uma sonda específica para esse 

fungo, os autores sequenciaram o gene ribossomal 28S de nove cepas de 

 e compararam com 47 seqüências de outras espécies de fungos 

depositadas no . Uma sonda de 14 bases foi identificada como sendo 

específica para , eliminando reações cruzadas com 

 (SANDHU , 1997).

A primeira reação de PCR para detectar o DNA de  foi 

desenvolvida em 1998. Em um modelo de camundongos experimentalmente 

infectados, a presença de  foi pesquisada no soro. Nesse trabalho foi 

feita a comparação entre a sensibilidade da PCR e do cultivo. Uma desvantagem da 

metodologia desenvolvida é que o produto da PCR é de apenas 62 pares de base e 

necessita de eletroforese em gel de agarose a 4% para       ização eficiente 

(GOLDANI, SUGAR, 1998).

Na busca pelo micro-ambiente do pesquisadores 

padronizaram uma PCR que pode ser importante para estudos ecológicos. Os 

autores utilizaram três pares de iniciadores específicos para dois genes de 

que codificam as proteínas de 27 kDa e 43 kDa. Para a    ecção do 

fungo em amostras do solo foi necessária a eliminação de inibidores da PCR. Os 

autores ainda conseguiram usar a reação para detectar   fungo no linfonodo e no 

fígado de tatus ( ) infectados naturalmente (DIEZ , 1999).

Já outro estudo analisou a região genômica contendo o gene 5.8S e 

os segmentos ITS1 e ITS2 deste fungo. Os autores desenharam oligonucleotídeos 

específicos para o fungo e o produto da PCR foi detectado em todas as 29 cepas de 

 estudadas e nenhuma reatividade cruzada foi observada com 

, , , 

 e  (IMAI , 2000).

O escarro é um fluido biológico que pode ser útil no diagnóstico de 

O primeiro estudo utilizando PCR para detecção do DNA de 

 em escarro de pacientes com PCM foi descrito em 2000. A reação foi 

baseada em oligonucleotídeos para seqüências do gene da gp43 e em condições 

ótimas foi capaz de detectar até 10 células do fungo por ml de escarro. Os autores 

testaram 11 amostras de escarro provenientes de pacientes com PCM crônica, e 

obtiveram resultados positivos para todas as amostras (GOMES , 2000).
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Uma  PCR foi utilizada para a detecção do DNA de 

 em extrato de pulmão homogeneizado de camundongos 

experimentalmente infectados, utilizando a seqüência do gene gp43 como alvo. Dos 

23 camundongos infectados, amostras de 21 desses apresentaram resultado 

positivo na PCR. O limite de detecção observado foi de 0,5 fg até 100 pg por 

amostra, o que corresponde a aproximadamente 100 cópias do gene (BIALEK , 

2000a). 

Essa mesma reação foi utilizada com sucesso para a detecção de 

DNA de no tecido de um paciente com PCM disseminada e com 

ausência de anticorpos anti-gp43 (VIDAL, , 2005). No entanto, quando foi 

utilizada para a detecção de  em 33 amostras de soro de pacientes 

com PCM não tratados e com diferentes formas clínicas, apenas uma amostra foi 

positiva na PCR (CHARBEL, LEVI, MARTINS, 2006). Essa baixa positividade 

com amostras de soro também foi observada por outros autores (ITANO ., 

2002).

Em 2000, outra reação de PCR para o diagnóstico e estudos 

ecológicos e epidemiológicos da PCM foi proposta por Motoyama Os autores 

desenharam dois pares de oligonucleotídeos baseados nas regiões ribos  mais 

5.8S e 28S. O par de oligonucleotídeos da região 5.8S       ntou reação cruzada 

com DNA de , já o par de oligonucleotídeos para a região 28S 

mostrou-se positivo para todas as amostras de  e não apresentou 

reatividade cruzada com DNA humano e de , , , 

 e (MOTOYAMA , 2000).

Em outro estudo, quando foi isolado pela primeira vez 

de pulmão de tatus que foram capturados na região de Ibiá, Minas Gerais, a PCR foi 

utilizada para identificação do fungo. Os autores isolaram o fungo de três animais e 

fizeram a identificação da espécie por macro e micro-morfologia, termo-dimorfismo, 

produção de exoantígeno e PCR com iniciadores específicos para o gene . A 

reação de PCR foi positiva para os três isolados testados gerando um produto de 1-

kb (SILVA-VERGARA , 2000).

Para a detecção de  em tecidos de camundongos 

infectados com o fungo, fixados em parafina, duas reações de PCR foram 

desenvolvidas, uma baseada no gene  e outra na região do DNA ribossomal 

(ITS1-5.8S-ITS2). Ambas as reações foram eficientes na detecção deste fungo em 

nes ted P. 

bras iliensis

e t al.

P. bras iliens is  

e t al.

P. bras iliens is

nes ted 

e t al

e t al.

H. caps ulatum

P. bras iliens is

A. fumigatus C. albicans C. immitis S . 

cerevis iae H. caps ulatum  e t al.

P. bras iliens is

gp43

e t al.

P. bras iliens is

nested 

gp43



2626

tecido fixado em blocos de parafina, e a autenticidade dos produtos da PCR foi 

confirmada por sequenciamento (SANO ., 2001).

Em 2005 foi desenvolvida uma reação de PCR específica para 

 com limite de detecção de 10 pg ou 10 células/ml. A reação também foi 

usada para investigar a presença do fungo em sete amostras de escarro e uma de 

fluido cérebro espinhal de pacientes suspeitos de estarem com PCM. A reação de 

detecção molecular foi capaz de identificar corretamen   os casos de PCM e 

descartar o caso de um paciente que não estava acometido pela a doença. Testes 

feitos com sangue ou soro foram todos negativos (SAN-BLAS , 2005).

Nesse mesmo ano foi relatada uma  PCR para a detecção 

molecular de  no solo. Os resultados obtidos mostraram que a reação 

de  PCR proposta foi mais eficiente que a cultura e a ino    ção em animais 

para a detecção do fungo . Além disso, foi possível a detecção do 

fungo em três de quatro amostras de solo analisadas (THEODORO ., 2005).

Essa  PCR desenvolvida por Theodoro . (2005) foi 

utilizada para verificar a presença do fungo em amostras de tecidos de 19 animais 

atropelados em estradas; dentre eles: cobaia ( ), cachorro-do-mato

( ), tatu-galinha ( ), tatuí ( ), 

gambá-de-orelha-branca ( ), irara ( ), furão (

), guaxinim ( ) e porco-espinho ( ). 

Fragmentos específicos foram detectados em 2 tatus-galinha, 1 cobaia, 1 porco-

espinho, 1 guaxinim e 1 furão. Este estudo foi importante para mostrar que as 

técnicas moleculares são úteis para detectar novos hospedeiros e mapear áreas 

de PCM (RICHINI-PEREIRA 2008).

Mais recentemente, foi utilizada uma 

 (PEP)-  PCR, baseada na região do gene , para 

detecção do DNA de  em 107 biópsias de tecidos em parafina de 

pacientes com PCM. Utilizando esta técnica obtiveram resultado positivo em 29% 

das amostras de tecidos em parafina, sendo que somente 5% das amostras foram 

positivas utilizando somente a PCR (RICCI ., 2007).

Outras metodologias têm sido propostas para a detecção molecular 

de A técnica de PCR-EIA (PCR- ) consiste de 

uma combinação de PCR e detecção enzimática colorimétrica, sendo utilizada para 

detectar diversos fungos patogênicos inclusive . Este método é 
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potencial para automação e pode ser muito útil para aplicação em laboratórios 

clínicos, embora ainda não tenha sido testada para a detecção    fungos em tecido 

(LINDSLEY , 2001). 

Foi ainda desenvolvido um teste para detecção de 

denominado ensaio 5’ nuclease. Esta é uma reação de PCR em tempo real que 

utilizou uma sonda fluorescente baseada no gene . A reação foi capaz de 

detectar pelo menos 10 cópias desta seqüência de DNA (SEMIGHINI ., 2002).

Outro método testado foi o LAMP (

), no qual o gene da proteína gp43 específica de  foi 

encontrado em 22 isolados clínicos e 7 isolados derivados de tatu. Além disso, os 

autores obtiveram resultados positivos com DNA extraído de amostras de tecido de 

pacientes com PCM embebidas em parafina (ENDO al., 2004).

Apesar dos bons resultados obtidos em trabalhos anteriores, ainda é 

necessária uma técnica de PCR específica para , com um bom limite 

de detecção, capaz de identificar o fungo tanto em amostras ambientais de solo, 

auxiliando no estudo ecoepidemiológico do patógeno, como em amostras de 

pacientes com PCM, auxiliando no diagnóstico e tratamento da doença.

e t al.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar uma reação de semi-  PCR para a detecção molecular 

do fungo patogênico .

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

Determinar oligonucleotídeos para uma reação de semi- PCR 

para detecção de em amostras de tecidos frescos ou embebidos em 

parafina, e de solo.

Comparar a semi-  PCR para detecção de em 

camundongos experimentalmente infectados com os métodos de cultivo e 

histopatologia.

Avaliar uma reação de semi- PCR em uma única etapa para 

detecção de

nes ted
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3 MATERIAS E MÉTODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados 9 camundongos machos adultos Swiss que foram 

mantidos no biotério do Departamento de Ciências Patológicas da Universidade 

Estadual de Londrina, alimentados com ração peletizada e água. 

3.2 AMOSTRAS CLÍNICAS

Cinco amostras de biópsia bucal de pacientes com suspeita de 

paracoccidioidomicose foram coletadas de Janeiro de 2007 a Julho de 2    no 

Centro Odontológico da Universidade Estadual de Londrina, Paraná, Brasil. Esse 

estudo foi aprovado pela Comissão de Ética em Seres Hu    s da Universidade 

Estadual de Londrina conforme o parecer nº 301/06.

3.3 AMOSTRAS DE SOLO

Amostras de solos foram coletadas e armazenadas em sacos 

plásticos. Cinco amostras foram coletadas de formigueiros no Campus da 

Universidade Estadual de Londrina, na cidade de Londrina, Paraná, localizada a 

uma latitude 23°18'37''S e longitude 51°09'46''O, com clima subtropical úmido.

Outras seis amostras foram coletadas de região de cafezal e 

capoeira da “Chácara 2 Irmãos” em Nova Bandeirantes, M    Grosso a uma latitude 

09º50'59"S e longitude 57º48'38"O, com clima predominante tropical, caracterizado 

por temperaturas elevadas e de grande umidade. Destas, cinco amostras foram 

coletadas do interior da toca de tatus. 

ad libitum  
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3.4 MICRORGANISMOS

Os fungos  cepas LDR1 e Pb18 (cedidos pelo Prof. Dr. 

Mario Augusto Ono) e  sp (cedido pela Profa. Regina Mariuza Borsato 

Quesada  foram mantidos a 37°C.  cepa CR15 (cedido pela Profa. 

Dra. Ionice Felipe), ,  (cedidos pela 

Profa. Dra. Halha Ostrensky Saridakis) e  (cedido pela Profa.

Regina Mariuza Borsato Quesada) foram mantidos a temperatura ambiente (22°C). 

Todos os fungos foram cultivados em ágar Sabouraud dextrose (Biobrás) e 

repicados a cada 15 dias.

3.5 CONTAGEM DE CÉLULAS DE 

foi cultivado em meio ágar Sabouraud dextrose 

inclinado a 37°C por uma semana. Para a infecção experimental dos camundongos 

as colônias do fungo foram raspadas do meio e lavadas   m 3 ml de PBS estéril e 

centrifugado a 4.000 rpm por 10 min (processo repetido 3 vezes). Contagem de 

células em Câmara de Neubauer.

3.6 EXTRAÇÃO DE DNA

3.6.1 Fungos em Cultura e Tecidos

Aproximadamente 100 mg do fungo em cultura ou das amostras de 

tecido foram macerados em nitrogênio líquido até se obter um pó fino. O material foi 

recuperado em um tubo de microcentrífuga contendo 300 µl de fenol- clorofórmio 

(v/v) e 200 µl de água estéril. A mistura foi centrifugada (Cientec, CT-14000) a 

14.000 ×g por 10 min (2 repetições) e o sobrenadante transferido para um novo 

tubo. A precipitação do DNA foi feita com 0,1 volumes    acetato de sódio e 2,5 

volumes de etanol absoluto, incubado a 4°C por no míni   2h, seguido de 

centrifugação a 14.000 ×g por 10 min e lavagem com etanol 70%. Após secagem, o 

P. brasiliensis

Cryptoccocus

Candida albicans

S porothrix s chenckii His toplasm a caps ulatum

Trichophyton rubrum
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precipitado foi ressuspendido em 50 µl de água ultra pura.

3.6.2 Tecido Parafinado

Inicialmente a parafina foi removida segundo Bialek  (2003). 

Duas secções de 10 µm da peça parafinada foram submetidas a duas lavagens de 5 

min com xilol (10.000 ×g por 2 min) e posteriormente com etanol absoluto (10.000 ×g 

por 3 min). A extração de DNA foi feita segundo Hu . (2003) com modificações. 

Às amostras desparafinadas foram adicionados 100 µl de água estéril e 100 µl de 

tampão de extração (10 mM Tris-HCl [pH 8.0], 10 mM EDTA, 0.15M NaCl, 2% sódio 

dodecil sulfato), proteinase K para uma concentração final de 0.5 mg/mL. A mistura 

foi incubada a 55°C por 16h e a proteinase K foi inativada por aquecimento a 95°C 

por 10 min. Para romper as células do fungo, as amostras foram expostas a três 

ciclos de congelamento em nitrogênio líquido por 1 min e fervura por 5 min. Após 

resfriamento à temperatura ambiente, foi adicionado um volume igual de fenol-

clorofórmio (v/v) e a mistura centrifugada (Cientec, CT-14000) a 14,000 ×g por 5 

min. O DNA foi precipitado com 0,1 volumes de acetato    sódio e 2,5 volumes de 

etanol 100% a 4°C, centrifugado a 14.000 ×g por 10 min e lavado com etanol 70%. 

Após secagem do precipitado o DNA foi ressuspendido em 50 µl de água ultra pura, 

sendo 5 µl utilizados na semi-  PCR.

3.6.3 Solo

A extração de DNA foi feita segundo Volossiouk, Robb, Nazar, 

(1995) com modificações. Inicialmente, 0,5 g das amostras de solo foram macerados 

em nitrogênio líquido por cerca de 5 min ou até se obter um pó fino. Depois disso 

foram adicionados 500 µl de solução de leite (0,1 g de leite em pó em 25 ml de 

água) e misturado por vórtex (Vertex, QL-901). Após centrifugação a 14,000 ×g por 

10 min (Cientec, CT-14000), o sobrenadante foi recuperado e homogeneizado com 

500 µl de tampão de extração (0.3% SDS; 0.14 M de NaCl, 50 mM de acetato de 

sódio, pH 5.1). A seguir foi adicionado fenol-clorofórmio (v/v), e a solução foi 

misturada vigorosamente por vórtex intermitente. A amo     foi então centrifugada 

e t al.
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(14,000 ×g por 10 min) e a fase aquosa foi recuperada. Os ácidos nucléicos da fase 

aquosa foram precipitados como descrito no item 3.6.1. O volume de 5 µl foram 

utilizados na semi-  PCR.

3.6.4 Análise do produto da extração de DNA

Após a extração de DNA, as amostras foram submetidas à 

eletroforese em gel de agarose 1% e analisadas quanto   integridade do DNA. No 

caso de contaminação com RNA, foi adicionado RNase A para uma concentração 

final de 10 µg/ml e a mistura foi incubada a 37°C por     e em seguida submetida a 

extração com fenol- clorofórmio como descrito no item 3.6.1.

3.7 QUANTIFICAÇÃO DE DNA

A concentração do DNA extraído das colônias de fungos     obtida 

através de leitura em espectrofotômetro em comprimento de onda de 260 nm, de 

acordo com a seguinte relação: 1OD = 50 ng/µl de DNA dupla fita (HAQUE , 

2003); e sua pureza determinada pela razão A260/280 e A260/230.

Na razão A260/280 um valor >1.7 é indicativo de DNA puro, enquanto 

uma razão baixa indica contaminação por proteínas. Na       A260/230 um valor >2 é 

indicativo de DNA puro, enquanto que uma razão baixa indica contaminação por 

fenol/ácidos húmicos (STEFFAN ., 1988).

3.8 OLIGONUCLEOTÍDEOS 

Os oligonucleotídeos ITS1 (5’ TCC GTA GGT GAA CCT GCG   3’) 

e ITS4 (5’ TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’) foram descritos por White 

(1990), são universais para fungos e correspondem à seqüências nas regiões 18S e 

28S que flanqueiam o DNA ribossômico 5.8S e regiões ITS, em 

amplificam um fragmento de 649 pares de base.

O oligonucleotídeo MJ03 (5’ GTC TCA GAC GTC AAA GCT CC 3’), 

nes ted

e t al.
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foi desenhado a partir de seqüências de (AB304414, AB304421, 

AB304431, AB304437, AB035710, AY374336, AB038164, AY631234, AY445662, 

AF416745, AF038360, AY618990, AY618999, AF092903, AF322389), e espécies 

relacionadas (AB071821, AB071822, AB071823, AB232890, AB232891, AB232893, 

ADU18364, AF038355, AF038356, AB122038, AB122039, AB122040) depositadas 

no GenBank. É específico para  sendo localizado no final da região 

ITS1 (Figura 4). Em  o oligonucleotídeo MJ03 quando usado com ITS1 

amplifica um fragmento de 212 pares de base.

Também foram utilizados os oligonucleotídeos GAPDH sen   (5’ 

ATG GTG AAG GTC GGT GTG AAC G 3’) e anti-sense (5’ GTT GTC ATG GAT 

GAC CTT GGC C 3’) (BAECHER-ALLAN; BARTH, 1993) que amplificam um 

fragmento de 495-pb da seqüência do gene da gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase de camundongos.

– Estrutura da região gênica do DNAr (A). Seqüência completa do 5.8S, 

incluindo as regiões intergênicas e seqüências parciais das regiões 18S e 28S de 

A

B

P. bras iliens is

P. bras iliens is

P. brasiliensis

P. 

1   GGAAGTAAAA GTCGTAACAA GGTT AAGGATC ATTAACGCGC

61  CGTGGGGGGA CGGGGCCCGA TCGGGTTCCC GGCCCTCTCA CCTGGCCACC CTTGTCTATT

121 CTACCTGTTG CTTCGGCGGG CCTGCAGCGA TGCTGCCGGG GGGGCT        CCGGGCT

181 CGTGCCCGCC GGGGACACCG TTGAACTTCT GGTTC CTATC

241 ATAATCAGTA AAAACTTTCA ACAACGGATC TCTTGGTTCC GACATCGATG AAGAACGCAG

301 CGAAATGCGA TAAGTAATGT GAATTGCAGA ATTCCGTGAA TCATCGAATC TTTGAACGCA

361 CATTGCGCCC TCTGGTATTC CGGGGGGCAT GCCTGTCCGA GCGTCATTTC AACCCTCAAG

421 CGCGGCTTGC GTGTTGGGCC CGCGTCCCCC CGTGGACGTG CCCGAA        GGCGGCG

481 TCGCGTTCCG GTGCCCGAGC GTATGGGGCT TCGTCACACG CTCTCAGAGG CCCGGCCGAC

541 TCCGGCCCCA CTCATCGACC CCGGCGGGGG GGAAAAAGGT GTCCTC        CGACACC

601 CTTCCCCCTT GCCGACCAAG GTTGACCTCG GATCAGGTAG GGATACCCGC TGAACTTAA

661 

TCCGTA GGTGAACCTG CGG

GGAGC TTTGACGTCT GAGAC

G

CATATCAATA AGCGGAGGA

Figura 4

ITS 1

MJ03

ITS 4
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 GI: 110796947 (B). Setas indicam os sítios de anelamento dos 

oligonucleotídeos ITS1, ITS4 e MJ03.

3.9 SEMI- PCR

Após a padronização da reação com a determinação da 

concentração ótima de Mg2+, da temperatura de anelamento ótima e do número de 

ciclos ideal foi estabelecida a seguinte reação de semi-  PCR. A primeira 

reação foi feita com volume final de 25 µl, contendo 1U de  DNA polimerase 

(Invitrogen, Brasil), tampão de reação 1X (20mM Tris-HCl [pH8.4], 50mM KCl) 

(Invitrogen, Brasil), 2mM de MgCl2, 0,25 mM dNTPs (Amresco) e 0,2 µM de cada 

oligonucleotídeo (Invitrogen, Brasil). Para a segunda        utilizou-se 1µl do 

produto da primeira reação e as mesmas condições, exceto 2 µM de cada 

oligonucleotídeo.

As reações foram feitas em termociclador (Biocycler MJ25) com o 

seguinte programa: denaturação inicial a 95°C/2min; se      de 35 ciclos de 

denaturação a 95°C/30seg, anelamento dos oligonucleotídeos a 55°C/30seg, 

extensão a 72°C/1min; e extensão final a 72°C/5min.

Foi utilizado como controle negativo, água ultrapura no lugar do 

DNA. E como controle positivo, DNA de  LDR1 na concentração final 

de 2,5 ng.

Os produtos da semi- PCR foram analisados por eletroforese 

em gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata. A coloração por prata foi 

feita segundo Herring (1982) com modificações. O gel foi colocado em solução 

fixadora (ácido acético 0,5% e etanol 10%) por 20 min, depois disso em solução de 

prata 0,15% por mais 20 min, o gel foi então lavado rapidamente em água e deixado 

em solução reveladora (formaldeído 1% e hidróxido de sódio 1,5%) até o 

aparecimento das bandas.

3.9.1 Testes de Especificidade e Sensibilidade

A determinação da especificidade da reação foi feita com DNA (25 
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ng) extraído de todos os fungos descritos no item 3.4.

Para determinar o limite mínimo de detecção do teste,     m 

realizadas reações utilizando diluição seriada do DNA de LDR1 com 

concentrações entre 2,5 ng - 0,25 fg.

Além disso, foi avaliado o limite de detecção da reação em tecido 

pulmonar de camundongos (100 mg) e em 0,5g de solo experimentalmente 

infectados. Às amostras de tecido pulmonar e solo fora  adicionados 100 µl de 

suspensão de 10, 101, 102, 103, 104 e 105 células de  em PBS. Após 

extração de DNA, 5 µL das amostras foram utilizados na semi-  PCR.

3.9.2 Tratamento para Eliminar Inibidores de PCR

O tratamento para eliminar inibidores da PCR foi feito segundo 

Moreira (1998) com modificações. Inicialmente um volume de agarose de baixo 

ponto de fusão 1,6% (Bio Products) foi adicionado às a  stras DNA de solo obtidas 

no item 3.6.3. A mistura foi colocada em um molde com volume de 200 µL estéril. Os 

blocos de agarose foram então dialisados contra 15 mL    tampão TE (10mM de 

Tris-HCL e 1 mM de EDTA) por 24h, esse procedimento foi repetido 2 vezes. As 

reações de semi- PCR foram feitas com 5 µL obtidos dos blocos de agarose 

aquecidos (60°C).

3.10 INFECÇÃO EXPERIMENTAL DE CAMUNDONGOS COM 

Os camundongos foram manipulados conforme normas e 

autorização do Comitê de Ética em experimentação animal da Universidade 

Estadual de Londrina sob o nº 26/08, processo 17017/2008.

Foram utilizados dois grupos de animais. O grupo experimental 

(n=5) foi inoculado com 1,5 x 106 células leveduriformes de  Pb18 

através da veia caudal; e o grupo controle (n=2) apenas com PBS. Os animais foram 

sacrificados aproximadamente 16h pós infecção por deslocamento cervical. O 

pulmão direito foi retirado sob condições estéreis e dividido para análise histológica, 

semi- PCR e cultura.

P. bras iliens is  
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3.10.1 Análise Histológica

Parte do pulmão foi imediatamente fixado em formalina 10% por pelo 

menos 24 h e conservado em álcool 70% até o momento da inclusão em        st 

(TOLOSA ., 2003)  Depois de fixado o tecido foi submetido à desidratação 

progressiva em série crescente de álcoois (2 banhos de 30 min em álcool comercial, 

4 banhos de 30 min em álcool absoluto e 1 banho em álcool/xilol (v/v) por 30 min). A 

seguir procedeu-se a diafanização com xilol (4 banhos de 30 min, sendo o último em 

estufa a 56°C) e a adição do paraplast (4 banhos de 30 min a 56°C). Após 

montagem em blocos, foram realizados os cortes em micrótomo rotativo. Os cortes 

foram então colocados em lâminas, desparafinados e o tecido hidratado para 

receber a coloração por hematoxilina e eosina (HE). Análise das lâminas foi feita em 

microscópio de luz.

3.10.2 Semi-  PCR

Tecidos pulmonares foram congelados a -20°C para posterior 

extração de DNA e semi- PCR. Inicialmente os tecidos pulmonares foram 

processados como descrito no item 3.6.1 e 5 µL do DNA     do foi usado como 

molde na reação de PCR com os oligonucleotídeos GAPDH (BAECHER-ALLAN; 

BARTH, 1993) e na semi-  PCR descrita no item 3.9.

3.10.3 Cultura

Parte do pulmão foi removida sob condições assépticas, pesado e 

homogeneizado em PBS (100 µL a cada 0,02g de tecido).   aqueado em meio ágar 

BHI ( ) suplementado com soro eqüino 4%, fator de crescimento 

5% (filtrado de cultura de ) (SINGER-VERMES , 1992), e solução 

antibiótica 1% (estreptomicina e penicilina). Incubado a 37°C por 30 dias, as colônias 

foram contadas e o número de UFC/g de tecido calculado.

e t al .
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3.11 SEMI- PCR EM UMA ÚNICA ETAPA

Para semi- PCR em uma única etapa as reações foram feitas 

com volume total de 25 µl e concentração final de 1 U de  DNA polimerase 

(Invitrogen, Brasil), tampão de reação 1X (20mM Tris-HCl [pH8.4], 50mM KCl), 2 mM 

de MgCl2, 0,3 mM de dNTPs (Amresco). Foram testadas as seguintes concentrações 

para os oligonucleotídeos ITS1 e MJ03 (0,4µM e 1µM) e para ITS4 (0,05µM; 0,1µM; 

0,2µM). O programa de PCR utilizado inicia com denaturação a 95°C/ 2min; seguida 

de 30 ciclos (95°C/ 30seg, 60°C/ 30seg, 72°C/ 1min), e 35 ciclos (95°C/ 30seg, 

55°C/ 30seg, 72°C/ 1min); e extensão final a 72°C/ 5min.

Os produtos da semi- PCR foram analisados por eletroforese 

em gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata, como descrito 

anteriormente. 

A determinação da especificidade da reação foi feita com DNA 

extraído de todos os fungos descritos no item 3.4. E para determinar o limite mínimo 

de detecção do teste, foram realizadas reações utilizando diluição seriada do DNA 

de LDR1 com concentrações entre 25 ng - 25 fg.

NES TED
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nes ted 

P. bras iliens is  



3838

–

4 RESULTADOS

Figura 5

4.1 ESPECIFICIDADE DA REAÇÃO DE SEMI- PCR PARA 

A figura 5A mostra o resultado da primeira reação da semi-

PCR com 0,2 µM dos oligonucleotídeos iniciadores ITS1 e ITS4, com DNA genômico 

(25 ng) de (LDR1 e Pb18), , , , 

e sp. Como pode ser observado, produtos de amplificação    

aproximadamente 550 a 800-pb foram obtidos com DNA dos fungos utilizados. Não 

houve amplificação na ausência de DNA (controle negativo).

A segunda reação da semi-  PCR foi feita com 1 µl da primeira 

reação e 2 µM dos oligonucleotídeos ITS1 e MJ03, sendo esse último específico 

para . A figura 5B mostra os resultados da segunda reação d  semi-

 PCR, na qual apenas com DNA de  foi obtido um produto de 

amplificação de 212-pb. Na presença de DNA dos outros fungos ou na ausência de 

DNA não houve amplificação. 

 Especificidade da semi-  PCR em eletroforese em gel de 

poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata. Primeira reação com os 

oligonucleotídeos ITS1 e ITS4 (A). Segunda reação com os oligonucleotídeos ITS1 e 

MJ03 (B). M. Marcador molecular 100-pb; C. Controle negativo; L. 

(LDR1); 18.  (Pb18); Hc. ; Ss. ; Ca. 

; Tr. e Cr. sp.

NES TED P. BRAS ILIENS IS
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4.2 SENSIBILIDADE DA REAÇÃO DE SEMI- PCR PARA 

A sensibilidade da semi-  PCR foi avaliada usando uma 

diluição seriada de DNA extraído de  (LDR1) com concentrações 

variando de 2,5 ng a 0,25 fg. O limite de detecção da   imeira reação foi de 0,25 ng 

enquanto o limite da segunda reação foi de 2,5 pg (Figura 6). Como esperado a 

sensibilidade da semi-  PCR foi maior que na primeira reação de PCR.

 Sensibilidade da semi-  PCR para detecção do DNA de 

 em eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata.

Primeira reação com os oligonucleotídeos ITS1 e ITS4 (A). Segunda reação com os 

oligonucleotídeos ITS1 e MJ03 (B). M. Marcador molecular 100-pb; C. Controle 

negativo.

Além disso, a sensibilidade foi avaliada pela semi-  PCR 

utilizando 5 µl das amostras de DNA extraídas de tecido pulmonar de camundongo e 

solo adicionados de 0 a 105 células leveduriformes de  O resultado foi 

positivo para todas as amostras em ambos os testes, sendo o limite de detecção de 

10 células de (Figura 7).

NES TED P. BRAS ILIENS IS
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–Figura 7  Sensibilidade da semi-  PCR testada com DNA extraído de tecido 

pulmonar de camundongo (A) e solo (B) com adição de diferentes quantidades de 

células leveduriformes de Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% 

corado com nitrato de prata. M. Marcador molecular 100-pb; C. Controle negativo; 

C+. Controle positivo; amostras com 0 a 105 células de .

4.3 INFECÇÃO EXPERIMENTAL

Camundongos foram experimentalmente infectados com células de 

 e após 16h o pulmão direito foi retirado e utilizado para teste 

molecular, cultura e histologia. Os resultados obtidos mostram que o cultivo foi 

capaz de detectar  em três das cinco amostras analisadas, enquanto a 

análise histopatológica e a análise molecular detectaram a presença do fungo em 

todas as amostras dos animais infectados. Como esperado, a presença do fungo 

não foi observada no grupo não inoculado independente    técnica utilizada (Tabela 

2). O resultado negativo obtido por PCR do grupo controle não é devido à qualidade 

do DNA obtido, uma vez que a reação para detecção do gene GAPDH foi positiva 

com essas amostras amplificando um fragmento de 495-pb.
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–

Tabela 2

Figura 8

– Detecção de  em pulmão de camundongos 

experimentalmente infectados.

Camundongo no. Cultivo Histologia (HE)
Semi-  PCR

GAPDH PCR

1 - - - +

2 - - - +

3 + + + +

4 - + + +

5 - + + +

6 + + + +

7 + + + +

+, positivo; -, negativo; 1 e 2 animais não infectados; 3 a 7 animais infectados.

Considerando a possibilidade da utilização dessa reaçã  para 

estudos retrospectivos a partir de material biológico  mblocado e mantido em 

arquivos histológicos, parte do pulmão fixado em forma   a e embebido em parafina 

foi utilizado para extração de DNA e 5 µl dessas amostras submetidas à análise por 

semi- PCR. A reação foi capaz de detectar o DNA de  em todas 

as amostras (Figura 8).

 Semi-  PCR com amostras de DNA extraído de tecido pulmonar de 

camundongo embebido em parafina. Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% 

corado com nitrato de prata. M. Marcador molecular 100-pb; C. Controle negativo; L. 

 (LDR1); 1 e 2 camundongos controle; 3 a 7 camundongos infectados.
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4.4 DETECÇÃO DE  EM AMOSTRAS CLÍNICAS

Todos pacientes apresentavam a hipótese diagnóstica de PCM. 

Posteriormente, dos 5 pacientes 4 foram positivos para PCM por histopatologia, 

enquanto um deles foi diagnosticado como portador de leishmaniose.

As idades dos pacientes com PCM variaram entre 35 e 61 sendo a 

média de 42 anos, todos eram do sexo masculino. As 4 amostras de lesão bucal de 

PCM foram positivas quando analisadas pela semi-  PCR, e a amostra de 

lesão por leishmaniose foi negativa na reação (Tabela 3).

– Dados dos pacientes com hipótese diagnóstica de 

paracoccidioidomicose.

Pacientes
Gênero 

(idade em anos)

Biópsia Histopatologia
Diagnóstico Molecular

por semi-  PCR

1 M (35) Rebordo alveolar PCM Oral PCM

2 M (33) Palato Leishmaniose -

3 M (38) Lábio PCM Oral PCM

4 M (44) Fundo de sulco PCM Oral PCM

5 M (61) Rebordo alveolar PCM Oral PCM

   M. masculino; -. negativo.

4.5 DETECÇÃO DE EM SOLO

O método de extração de DNA associado à técnica de eliminar 

inibidores de PCR (MOREIRA, 1998) forneceu DNA amplificável. A 

PCR foi positiva para 2 das 11 amostras ambientais testadas, sendo uma do interior 

de toca de tatu, MT; e a outra de formigueiro, PR (Figura 9).
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–Figura 9

Figura 10

 Semi-  PCR com DNA extraído de amostras de solo. Eletroforese 

em gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata. M. Marcador molecular 

100-pb; C. Controle negativo; L.  (LDR1); 1. Solo de formigueiro; 2 a 7. 

Solo do interior da toca de tatus; 8. Solo de cafezal.

4.6 SEMI- PCR EM UMA ÚNICA ETAPA

Para otimização do ensaio foram testadas diferentes concentrações 

dos oligonucleotídeos. A figura 10 mostra os resultados obtidos com ITS1 e MJ03 a 

1µM e o teste com as concentrações de 0,2 µM; 0,1 µM e 0,05 µM para o ITS4. 

A reação de semi-  PCR em uma única etapa foi positiva com 

DNA de  LDR1 amplificando um fragmento de aproximadamente 212-

pb. Além disso, em algumas condições (Figura 10) o fragmento de 649-pb aparece, 

evidenciando que também está ocorrendo amplificação co  o par de 

oligonucleotídeos ITS1/ITS4.

Para maior sensibilidade do teste foi escolhido 1 µM para ITS1 e 

MJ03 e 0,1 µM para ITS4.

– Otimização da semi- PCR em uma única etapa, utilizando 1 µM 

dos oligonucleotídeos ITS1 e MJ03 e diferentes concentrações do ITS4. Eletroforese 
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–

em gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata. M. Marcador molecular 

100-pb; C. Controle negativo; L.  (LDR1); 1. ITS4 0,2 µM; 2. ITS4 0,1 

µM e 3. ITS4 0,05 µM.

Para determinar a especificidade da reação, 25 ng do DNA 

genômico de 2 cepas de  e 5 outros fungos foram usados como molde 

para o ensaio. Apenas DNA de  foi amplificado resultando em um 

fragmento de aproximadamente 212-pb. Não houve amplificação na ausência de 

DNA (Figura 11A). Foram observados produtos próximos a 600-pb em algumas 

amostras correspondendo à amplificação pelo par de oligonucleotídeos ITS1/ITS4 

universal para fungos.

O limite de detecção para  foi de 0,25 ng (Figura 11B).

 Especificidade (A) e sensibilidade (B) da semi-  PCR em uma 

única etapa. Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato    prata. 

M. Marcador molecular 100-pb; C. Controle negativo; L.  (LDR1); 18. 

 (Pb 18); Hc. ; Ss. ; Ca. ; Tr. 

e Cr, sp.

P. bras iliens is

P. brasiliensis

P. bras iliens is
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Figura 11
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5 DISCUSSÃO

Métodos moleculares para detecção e caracterização de 

microrganismos têm revolucionado o diagnóstico microbiológico, evitando os 

problemas de baixa sensibilidade e atraso associados aos métodos convencionais. 

A técnica de PCR tem grande importância nesse aspecto (SPEERS, 2006). No caso 

da PCM a PCR pode resultar em um diagnóstico mais rápido e sensível e trabalhos 

recentes descrevem protocolos para este fim (BIALEK , 2000b; MENESES-

GARCIA , 2002; SAN-BLAS ., 2005; CHARBEL, LEVI, MARTINS, 2006).

Algumas vezes a quantidade de DNA nas amostras é escassa, 

assim a extração de DNA é uma etapa crítica para a eficiência do diagnóstico por 

métodos moleculares. Neste trabalho, optamos pela maceração das células fúngicas 

em nitrogênio líquido para liberação do DNA. Este método é um dos mais eficientes 

para extração de DNA de fungos como mostrado em um estudo com 16 espécies de 

fungos de relevância médica submetidos a métodos físicos, químicos e enzimáticos 

para ruptura da parede celular (KARAKOUSIS , 2006). 

As seqüências dos genes  e do DNAr são os alvos mais 

utilizados para detecção molecular de  O genoma de 

contém pelo menos duas cópias do gene  (CANO , 1998), enquanto as 

seqüências para o DNAr são encontradas em grande número de cópias auxiliando a 

detecção e sensibilidade da reação de PCR (ATKINS, CLARK, 2004).

Neste trabalho é descrita uma reação de semi-  PCR para 

amplificar o segmento do DNAr contendo a região ITS1-5.8S-ITS2. As reações de 

 e semi-  PCR são consideradas até 1000 vezes mais sensíveis que 

uma PCR convencional (MCPHERSON, QUIRKE, TAYLOR, 1994). Para melhorar 

ainda mais a sensibilidade da reação, os produtos da semi-  PCR foram 

analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida corado com nitrato de prata que 

é mais sensível que a detecção em agarose corado com brometo de etídio 

(MITCHELL , 1996).

A primeira reação da semi-  PCR foi realizada com os 

oligonucleotídeos ITS1 e ITS4 e a segunda reação com ITS1 e MJ03. Os 

oligonucleotídeos ITS1 e ITS4 são considerados universais para espécies fúngicas, 

pois anelam a seqüências em regiões conservadas entre     s microrganismos. Já 
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o oligonucleotídeo MJ03 anela em um segmento variável entre estas espécies, 

sendo específico para . Recentemente, as regiões ITS1 e 5.8S foram 

usadas para o desenho dos oligonucleotídeos PbITSE e PbITSR específicos para 

 em uma PCR (THEODORO , 2005). PbITSE está localizado 

na mesma região ITS1 que o oligonucleotídeo MJ03, mas na direção inversa.

Os resultados mostram que a semi-  PCR é específica para 

Como esperado, na primeira reação foram gerados fragmentos de 

diferentes tamanhos a partir de DNA de todos os fungos testados, o que é explicado 

pela variação de tamanho da região intergênica de um organismo para outro. A 

segunda reação amplificou um fragmento de 212-pb com DNA de 

mas não com DNA de , ,  e 

 sp., comprovando a especificidade da reação. Um estudo prévio 

usando a região ITS1-5.8S-ITS2 como alvo, mostrou reação cruzada entre 

e (MOTOYAMA , 2000). 

Em relação à sensibilidade, a reação de semi PCR foi capaz 

de detectar 2,5 pg do DNA de , sensibilidade maior que alguns relatos 

anteriores (GOLDANI, SUGAR, 1998, SAN-BLAS  2005) e menor que uma 

 PCR para  com limite de detecção de 40 fg (HU ., 2003). O 

bom limite de detecção do teste provavelmente é resultado da associação entre a 

semi-  PCR com a detecção dos produtos amplificados pela metodologia de 

eletroforese em gel de poliacrilamida corado com nitrato de prata (HERRING 

1982).

Para mostrar o potencial de aplicação da semi-  PCR na 

detecção molecular do em amostras clínicas, inicialmente, 

concentrações crescentes de células leveduriformes de foram 

adicionadas a amostras de pulmão de camundongo. Após a extração de DNA, as 

amostras foram submetidas à semi-  PCR, sendo observado o limite de 

detecção de 10 células/100mg de tecido. Resultados semelhantes foram observados 

em uma semi- PCR para a detecção de (BRACCA  2003) 

e para detecção de por PCR em amostras de escarros adicionados de 

células do fungo (GOMES  2000, SAN-BLAS ., 2005). Esse resultado 

mostrou a possibilidade da aplicação dessa técnica para a detecção de 

 em amostras de tecidos.

Após essa etapa, foi realizada a infecção experimental de 
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camundongos com  para fazer o teste comparativo entre cultura, 

análise histopatológica e semi-  PCR. A análise histopatológica e a semi-

 PCR detectaram em todas as amostras de camundongos 

infectados, enquanto que a cultura teve uma positividade de apenas 60%. Apesar do 

pequeno número de amostras, o resultado obtido está de acordo com outros 

trabalhos que mostram a baixa sensibilidade da cultura. Além disso, os resultados 

da cultura levaram cerca de 20 dias, enquanto que pela semi-  PCR apenas 

dois dias e a análise histopatológica em média 4 dias. A análise histopatológica, por 

sua vez, é um método de fácil execução e que possibilita o estabelecimento de 

procedimentos laboratoriais de rotina. Contudo, apresenta algumas limitações, como 

por exemplo a presença de formas atípicas do fungo e ausência do fungo no campo 

(corte) analisado (LACAZ, 1994).

Considerando que o arquivo mais comum de amostras humanas é o 

tecido fixado em formalina e embebido em parafina, alguns trabalhos propõem a 

utilização de métodos moleculares para análise retrospectiva deste arquivo que 

pode identificar falhas no diagnóstico histopatológico da PCM (SANO ., 2001; 

RICCI ., 2007; SILVA, 2008). Por isso, testamos a reação de   mi-  PCR 

para a detecção de  nas mesmas amostras utilizadas nas análises 

histopatológicas, obtendo resultado positivo em todas    amostras de camundongos 

infectados e negativo nas mostras dos camundongos controle.

Silva (2008) realizou um estudo retrospectivo por método molecular, 

utilizando 29 amostras de lesão bucal de PCM embebidas em parafina confirmadas 

por histopatologia e obteve resultado positivo para  em 24 amostras. 

Baseado no polimorfismo do gene , Ricci  (2008) realizaram a 

genotipagem do  a partir de 10 amostras de tecidos embebidos em 

parafina; conseguindo distinguir entre as três espécies filogenéticas proposta para 

este fungo S1, PS2 e PS3 (MATUTE , 2006), sendo que 3 sequências foram 

idênticas a isolados do grupo S1, e 2 foram idênticas   isolados do grupo PS2, este 

método poderia ajudar nos estudos epidemiológicos de PCM e até mesmo identificar 

o local de origem deste fungo. 

Para testar a aplicação clínica da semi-  desenvolvida nesse 

trabalho, realizamos a reação em amostras de pacientes com suspeita de PCM. O 

teste em amostras clínicas foi realizado em biópsias de lesão bucal, coletadas de 

pacientes com suspeita de PCM no Centro Odontológico da Universidade Estadual 
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de Londrina, onde foram registrados 70 casos de PCM entre os anos de 1991 a 

2006 (SILVA, 2008). A semi- PCR foi capaz de detectar DNA de 

 nas 4 amostras confirmadas como PCM por histologia. Além disso, a 

única amostra negativa na reação de semi-  PCR foi originada de um paciente 

que posteriormente foi diagnosticado com leishmaniose. Apesar do pequeno número 

de amostras os resultados mostram a alta sensibilidade e especificidade da reação.

Além de poder auxiliar no diagnóstico de doenças, os métodos 

moleculares vêm sendo importantes para estudos de aspe     filogenéticos e 

ecológicos do  e outros microrganismos (SILVA-VERGARA al., 

2000; THEODORO ., 2005; BAGAGLI, ., 2008). Reid e Shafer (1999) 

desenvolveram um reação de PCR com base nas seqüências do DNAr para 

detectar pequenas quantidades de esporos de , como método 

alternativo aos convencionais de isolamento direto e indireto. 

A principal vantagem é que os resultados a partir de PCR podem ser 

finalizados em menos de 2 dias enquanto que a cultura   solamento direto) demora 

de 20 a 30 dias, e a inoculação em animais (isolamento indireto) além de mais cara, 

demora de 6 a 8 semanas (REID, SHAFER, 1999). Além disso, é um método pouco 

sensível para triagem de campo, onde o fungo deve estar em baixa concentração 

(THEODORO , 2005).

Nesse trabalho, utilizamos a reação de semi-  PCR para 

 para a detecção do fungo em amostras de solo de duas regiões 

diferentes. Foram utilizadas amostras de solo de uma p     ção de café de uma 

área de capoeira, inclusive do interior da toca de tatus, coletadas no município de 

Nova Bandeirantes, estado do Mato Grosso, com clima predominante tropical, 

caracterizado por temperaturas elevadas e de grande umidade.

Foram utilizadas também amostras de solo coletadas de 

formigueiros no campus da Universidade Estadual de Londrina, na cidade de 

Londrina, Paraná, com clima subtropical úmido. Os formigueiros assim como as 

tocas de outros animais podem constituir um ambiente sem grandes alterações de 

temperatura e umidade que poderia favorecer o crescimento do fungo, além disso, 

existe a hipótese de associação do  com artrópodes (CONTI-DÍAZ; 

RILLA, 1989).

Para a reação de semi-  a partir de amostras de solo, foi 

escolhido o método de extração de DNA baseado na maceração em nitrogênio 
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líquido com os abrasivos naturais do solo, associado c m reagentes que auxiliam a 

diminuir perdas devido à adsorção e degradação (VOLOSSIOUK,       NAZAR, 

1995) e que resultou na obtenção de DNA amplificável por PCR. 

De todas as amostras de solo analisadas neste trabalho apenas 

duas foram positivas. Uma amostra era proveniente do interior da toca de tatu e 

outra de formigueiro. 

A detecção de  em tocas de tatu foi descrita por outros 

autores (THEODORO , 2005). Em um estudo ecológico sobre o  a 

detecção molecular por semi- PCR foi positiva apenas em amostras coletadas 

do interior de tocas de tatu (TERÇARIOLI , 2007). A detecção do DNA de 

em tocas de tatu mostra o possível envolvimento deste    mal com o 

fungo como sugerido por diversos trabalhos (BAGAGLI ., 1998; VERGARA, 

MARTINEZ, 1999; SILVA-VERGARA ., 2000, BAGAGLI , 2006). 

O resultado positivo em formigueiro aponta para o possível 

envolvimento das formigas com . Conti-Díaz (2007) sugere a 

participação de anfíbios, moluscos, peixes e artrópodes na ecologia do 

, sendo que estes forneceriam nutrientes e umidade para a sobrevivência 

do fungo.

Por utilizar duas reações consecutivas, uma desvantage  da semi-

 PCR é a possibilidade de contaminação devido à manipu      dos 

fragmentos amplificados entre uma reação e outra. Com a finalidade    manter a 

sensibilidade do teste e prevenir a contaminação, foi avaliada uma técnica que utiliza 

os três oligonucleotídeos ITS1, ITS4 e MJ03 em uma úni   reação (semi-

PCR em um tubo) como descrito por Prariyachatigul ., (2003) para a detecção 

de .

Nas condições testadas neste estudo, a semi- PCR em uma 

única etapa amplificou produtos de aproximadamente 649-pb e 212-pb para 

, não houve amplificação do produto de 212-pb para ,

, , e  sp. Um fragmento com cerca de 

600-pb foi observado em dois outros fungos, correspondendo à amplificação pelos 

oligonucleotídeos universais para fungos ITS1/ITS4.

O limite de detecção foi de 0,25 ng de DNA de , 100 

vezes menor que a reação em dois tubos descrita anteriormente. Isso pode ser 

explicado pela limitação de dNTPs e DNA polimerase em uma reação longa (65 
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ciclos). Atualmente testes estão sendo realizados para melhorar a eficiência da 

semi- PCR em uma única etapa.

Uma desvantagem potencial para o ensaio relatado aqui   a 

presença de inibidores específicos da PCR nas amostras (BIALEK ., 2000b). 

Entretanto, existem métodos para evitar este problema, como por exemplo a diálise 

de blocos de agarose contendo a amostra contra grandes volumes de tampão, o 

DNA fica preso à malha de agarose e os contaminantes não, resultando em DNA 

genômico limpo e de alta qualidade (MOREIRA, 1998). A     ificação de DNA 

proveniente de amostras de solo foi melhorada após a utilização desta técnica.

A técnica de semi-  PCR descrita neste estudo é altamente 

específica, sensível, rápida e poderá ser útil na dete     da presença de DNA de 

 em cultura, solo, e em tecido fresco ou embebido em parafina. 
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CONCLUSÕES

Pers pectivas :

•

•

•

•

•

•

•

•

•

•

Foi desenvolvida uma reação de semi-  PCR específica para 

que amplifica um fragmento de 212-pb. Não houve reação cruzada 

O limite de detecção foi de 2,5 pg de DNA de ou de 

10 células leveduriformes do fungo quando adicionadas a tecido ou solo.

Na infecção experimental e comparação entre a semi- PCR, 

histopatologia e cultura celular, a semi-  PCR foi capaz de detectar o DNA de 

, assim como o fungo foi evidenciado pela histopatologia, em todos os 

animais infectados. A cultura foi positiva em 60% das  mostras de pulmão 

plaqueado.

 A reação descrita foi capaz de amplificar DNA de 

em amostras de tecido emblocado em parafina, amostras  línicas de biópsia bucal e 

solo.

A semi-  PCR em uma única etapa foi específica para 

 e teve limite de detecção de 0,25 ng.

Teste de detecção de  pela semi-  PCR em 

amostras de escarro de pacientes com PCM, método não invasivo diferente da 

biópsia.

Análise de material humano embebido em parafina pela semi-

 PCR, casos com hipótese de PCM e diagnóstico inconclusivo pela 

histopatologia; assim como casos confirmados de PCM para checar para possíveis 

erros.

 Triagem de solo, para a detecção de  pela semi-

 PCR, especialmente em formigueiros.

Sequenciamento das amostras positivas para  e 

divisão entre as três espécies filogenéticas para este fungo: S1, PS2 e pS3.

Otimização e aplicação da semi-  PCR em uma única etapa.
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é um fungo dimórfico que causa 

Paracoccidioidomicose (PCM). O fungo é classificado como pertencente ao Reino 

Fungi, Filo Ascomycota, Ordem Onygenales, Família Onygenaceae, Gênero 

 Espécie 1,2.

As células de  têm um ou mais núcleos e, em seu citoplasma, 

foram detectadas mitocôndrias, vacúolos, retículo endoplasmático e ribossomos. As 

mitocôndrias são numerosas em células jovens, principa       na periferia da célula, e 

os vacúolos aumentam de tamanho com o envelhecimento celular. Por outro lado, o 

complexo de Golgi e lisossomos ainda não foram observados. A parede celular 
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apresenta duas camadas, sendo a externa elétron-densa, formada por fibrilas de ß-1-3 

glucana na forma micelial e por fibrilas de a-1-3 glucana na fase de levedura2,3.

A principal característica deste fungo é a formação de novos fungos por 

brotamentos da parede das células-mãe (Figura 1), resultando numa forma típica de 

 conhecida como roda-de-leme.

.  na forma leveduriforme, microscopia óptica (400x)

Diferentemente de outros fungos dimórficos, como que 

na forma saprofítica vive em solos ricos e é encontrado em excretas de pássaros ou 

morcegos4, o microhabitat do fungo ainda permanece desconhecido. 

Porém, acredita-se que  seja encontrado em áreas de solo úmido, rico em 

proteínas, próximas a lagos, rios e pântanos, onde as           de temperatura são 

mínimas5. O fungo tem sido isolado do solo na Argentina6, na Venezuela7 e no Brasil8. 

E, possivelmente, animais como o tatu  tenham um importante 

papel na ecologia deste patógeno9.

A PCM é uma micose sistêmica com uma distribuição geog   ica limitada à 

América Latina, onde ocorre desde o México (23°N) até a Argentina (34°S   Raros 

casos de PCM são relatados em outras regiões e sempre     casos referentes a pessoas 

P. 

brasiliensis

P. brasiliensis

Histoplama capsulatum 

P. brasiliensis 

P. brasiliensis

Dasypus novemcinctus

Figura 1
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que estiveram em países Latino-Americanos. A PCM é uma doença endêmica no Brasil, 

Colômbia, Venezuela e Argentina10. No Brasil ela ocorre freqüente nas regiões Sudeste, 

Sul e Centro-Oeste. As maiores taxas de mortalidade são registradas nos estados de São 

Paulo, Paraná, Minas Gerais, Rio Grande do Sul e Rio de Janeiro11.

A maior parte dos casos de PCM ocorre em indivíduos do sexo masculino, e 

predominam indivíduos da a faixa etária dos 40 anos, os quais exercem profissões 

relacionadas à agricultura12,13,14,15. A relação homem:mulher com PCM é variável, 

dependendo da idade. A maioria dos trabalhos aponta para uma proporção de 10:1 a 

22:116,15. Esta diferença de incidência da doença entre os sexos pode ser explicada pela 

ação dos hormônios femininos. Estudos mostram que o estradiol inibe a transição 

morfológica, alterando os perfis de síntese de proteínas de micélio e levedura17. 

Há duas principais formas clínicas da PCM. A forma agu   ou juvenil, 

caracterizada por uma evolução rápida, com envolvimento do sistema reticuloendotelial 

(baço, fígado, linfonodos e medula óssea), mas as lesões pulmonares raramente estão 

presentes. A forma aguda corresponde por 3 a 5% dos cas   da doença e atinge 

principalmente crianças e adolescentes de ambos os gêneros. A forma crônica apresenta 

uma progressão mais lenta e, geralmente, a infecção primária ocorre nos pulmões, 

podendo levar anos até que seja diagnosticada. A PCM crônica ocorre em 

aproximadamente 90% dos pacientes e predomina mais no        masculino2. A forma 

crônica pode ser unifocal, quando a micose está restrita a somente um órgão, ou pode 

ser multifocal, quando a doença se dissemina por via linfática ou sangüínea para outros 

órgãos, formando uma lesão secundária em tecidos mucos    pele, linfonodos e 

glândulas adrenais, de modo que mais de um órgão é envolvido simultaneamente18. 

Acredita-se que o mecanismo de defesa mais importante no hospedeiro contra 

 seja mediado pela resposta imune celular. Estudos experimentais mostram 
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que a resistência em camundongos está ligada à resposta imune Th1 ( 1), com 

elevada secreção de IFN-? e interleucina 2 (IL-2), enquanto a suscetibilidade está 

associada com níveis muito baixos desta17.

O tratamento da PCM é geralmente prolongado, com pacientes recebendo a 

terapia entre um a dois anos. Na ausência de terapia com drogas, a doença é 

freqüentemente fatal. Os antifúngicos mais usados são  ulfametoxazol-trimetropin, o 

itraconazol e a anfotericina B. Casos de cepas resistentes a estes antifúgicos tem sido 

descritos19.

Diversos métodos para o diagnóstico de micoses são disponíveis, como o 

isolamento, a cultura celular, e testes sorológicos20.

O diagnóstico da PCM é baseado em vários procedimentos laboratoriais, 

podendo ser feito pela análise direta de amostras clínicas, e nele se utilizam diferentes 

procedimentos e métodos de coloração. Também são realizados exames 

histopatológicos com coloração pela hematoxilina e eosina, metanamina de prata, ou 

pelo P A S  (PAS), e imunofluorescência indireta21. Entretanto, em cortes 

histológicos, o agente etiológico pode não ser encontrado ou ainda confundido com 

outros fungos dimórficos como . ou .

O diagnóstico pode ser feito por cultura, contudo, o crescimento é lento (20 a 30 

dias) e uma variedade de formas de colônias podem ser obtidas. Como a forma micelial 

não é distintiva, o dimorfismo deve ser demonstrado por subcultura a 37°C. Além disso, 

em áreas não endêmicas, um empecilho para o diagnóstico é a falta de experiência e a 

necessidade de um alto nível de biosegurança para o crescimento do fungo22.

Para os casos em que .  não é observado pelo exame direto ou pela 

cultura celular, diversos testes sorológicos têm sido          idos para detecção de 

anticorpos contra o fungo. O teste de ELISA (E L I A ) é 

T-helper 

eriodic cid chiff

Histoplasma spp Coccidioides immitis

P  brasiliensis

nzyme- inked mmunosorbent ssay



6868

muito utilizado para detecção e quantificação de anticorpos e possui uma alta 

sensibilidade, porém, reações cruzadas têm sido observadas.

O principal antígeno para o diagnóstico sorológico de  é a 

glicoproteína de 43-kDa, denominada gp43, localizada na parede do fungo e secretada 

extracelularmente. Testes sorológicos que utilizam este antígeno têm mostrado a 

presença de reatividade cruzada com outras infecções fúngicas. Tentativas para 

melhorar a especificidade dos testes utilizando a gp43 têm sido feitas, e mesmo após o 

tratamento do antígeno gp43 com metaperiodato e processos de adsorção para aumentar 

a especificidade do exame, este foi ineficiente em eliminar toda reação cruzada e obter 

uma reação de ELISA totalmente específica para o diagnóstico de PCM, obtendo-se 

uma especificidade máxima de 84 %23. Além disso, essa reação pode ser influenciada 

por outros fatores, como as características individuais de cada soro, o isolado do fungo 

que causou a doença e a resposta imune individual contra um isolado específico que 

pode carregar diferentes epítopos antigênicos, e muitos dos resultados obtidos não são 

reprodutiveis23. Além do mais, o imunodiagnóstico pode ser de pouca utilidade para 

pacientes imunocomprometidos devido à reduzida produção de anticorpos.

Para auxiliar o diagnóstico da PCM e os estudos da ecologia de , 

diversas técnicas moleculares de detecção do fungo têm sido desenvolvidas. Os métodos 

moleculares podem ser agrupados em duas categorias: as reações de hibridação e as 

reações de polimerização. Nas primeiras são usadas sondas específicas para evidenciar a 

presença do DNA do fungo. E nas reações de polimerização há amplificação de uma 

região específica do DNA do fungo usando oligonucleotídeos iniciadores.

P. brasiliensis

P. brasiliensis

DETECÇÃO MOLECULAR DO FUNGO P. BRASILIENSIS



6969

Nos últimos anos muitos estudos têm investigado a aplicação de metodologias 

moleculares para a detecção do fungo (Tabela 1).

Tabela 1. Relação dos oligonucleotídeos (oligos) iniciadores utilizados nos diversos 
trabalhos de detecção molecular.

P. brasiliensis 

Oligos Par utilizado Referências

primer 1 5’ - TCGTTATCCTCATCGAA - 3’

primer 2 5’- AAGAGTCTTCCCTCGC - 3’
1/2 62 Goldani 

(1998)24

ITS1a 5’ - TCCGTAGGTGAACCTGCGG - 3’

ITS4a 5’ - TCCTCCGCTTATTGATATGC - 3'
ITS1/ITS4 620

gp43 -1 5´ - ATGAATTTTAGTTCTCTTAACCTGGCTCTT - 3'

gp43-2 5´ - CCTGCATCCACCATACTTCCTAGCCCA - 3'

gp43-1/gp43-
2

1303

gp2
5´ -

TCACCTGTCGACACCATACTTCCTAGCCCAAATC 
- 3'

gpM
5´ -

GCCATGGTCGACAATGGGCGTGGCATAGGTTCG 
- 3'

gp2/gpM 300

LO 5´ - CACTCTTGGCTTTGGTTGAAG - 3'

UP 5´ - CTGTTGTTTCCGTCCTTGCGC - 3"
LO/UP 536

Diez (1999)31

ITS5 a 5’ - CCGAGTGCGGCCTCTGGGTCC - 3’

ITS4 a *
ITS5/ITS4 650

Pb-ITS1s 5’ - CCGCCGGGGACACCGTTG – 3’

Pb-ITS3a 5’ - AAGGGTGTCGATCGAGAG – 3’

Pb-ITS1s/Pb-
ITS3a

418

Imai (2000)32

sense 5’ - TCATCTCACGTCGCATCTCACATT - 3'

anti-sense 5’ - AGCGCCAGATGGTTTGCCCGCTAGGAACGAA 
- 3’

sense/anti-
sense

1030 Silva-Vergara 
(2000)38

(PC1)b * PC1/PC5 1030

PC2 5’ - ATAGAGGGAGAG CCATATGTACAAGGT - 3' PC1/PC6 880

PC3 5’ - ATCAAACAAACCCTGATCGGCAT - 3' PC2/PC5 740

(PC5)b * PC2/PC6 600

PC6 5’ - GGCTCCTCAAAGTCTGCCATGAGGAAG - 3' PC3/PC5 490

Gomes 
(2000)33

para I 5’ - AACTAGAATATCTCACTCCCAGTCC - 3'

para II 5’ - TGTAGACGTTCTTGTATGTCTTGGG - 3'

paraI/paraII 355

para III 5’ – GATCGCCATCCATACTCTCGCAATC - 3'

para IV 5’ – GGGCAGAGAAGCATCCGAAATTGCG - 3'

paraIII/paraIV 196

Bialek 
(2000)22

ITS1 a *

ITS4 a *

UNI-Rc 5’ - GGTCCGTGTTTCAAGACG - 3'

UNI-F c 5’ - GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG - 3'

OL5 5’ - TGTGACGAAGCCCCATACG - 3'

ITS1/ITS4

ITS1/OL5

UNI-F/UNI-R

649

496

617

Motoyama 
(2000)37

S eqüênc ia s Amp lificaç ão  
(pb)
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a White (1990)49; b Silva-Vergara (2000)38;  c Haynes (1995)50; d Imai (2000)32; e Sano 
(2001)39;  * seqüência descrita acima.

Em fungos, os genes que codificam para os RNAs ribossomais são 

constantemente utilizados para o desenvolvimento de reações de detecção molecular. Os 

genes ribossomais estão presentes em todos os organismos e em grande número de 

cópias, característica que contribui para o aumento da sensibilidade da reação de PCR. 

O DNA ribossomal dos fungos é formado por três genes,   da subunidade maior (25S 

ou 28S), da subunidade menor (18S) e o gene 5.8S, separados por regiões 

 (ITS). Esta região ITS é uma área de importância particular para o 

OL3 5’ - CTCAGCGGGCACTT - 3'
OL3/UNI-R 203

MAE 5’ - TGCTGCGGCGGGGTTAAACCATGTC - 3'

ATO 5’ - GTTGTGGTATGTGTCGATGTAGACG - 3'
MAE/ATO 589

F2 5’ - TGGGCCAAAAACTCAAATC - 3'

R2 5’ - TGGTATGTGTCGATGTAGACGT - 3'
F2/R2 473

ITS5 a *

ITS4 a *
ITS5/ITS4 650

Pb-ITS1sd *

Pb-ITS3ad *

Pb-ITS1s/Pb-
ITS3a

418

Sano 
(2001)39

MAEe *

ATOe *
MAE/ATO 589

F2e *

R2e *
F2/R2 473

F3 5’ - GCCAAAAACTCAAATCTGAGGG - 3'

R3 5’ - GTCGATGTAGACGTTCTTGTAT - 3'
F3/R3 463

Itano (2002)36

A 5’ - TTCCCAAAACggCTTCgA - 3'

B 5’ - TgTCACCCTTTTgCCAgTTg - 3'
A/B 61 Semighini 

(2002)40

ITS4 a *

ITS5 a *
ITS4/ITS5 634

PbITSE 5’ - GAGCTTTGACGTCTGAGACC - 3’

PbITSR 5’ - AAGGGTGTCGATCGAGAGAG - 3'

PbITSE/PbIT
SR

387

Theodoro 
(2005)42

MG2(1)F 5’ - GGGATTCCCTAGGCAAACACTTGTGTGA - 3'

MG2(1)R 5’ - GTGCAGTTATCCACAAGCCATATATTC - 3'

MG2(1)F/ 
MG2(1)R

285

MG2(2)F 5’ - GGAGATGATCTGACGTTAGTACGTGATG - 3'

MG2(2)R 5’ - ATGCTAATTTATGTCATTCCGCGTCTG - 3'

MG2(2)F/ 
MG2(2)R

288

San-Blas 
(2005)41

internal 

transcribed spacer
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diagnóstico de fungos, por possuir regiões altamente conservadas e regiões altamente 

variáveis e torna-se ideal para o desenvolvimento de oligonucleotídeos específicos para 

a identificação de espécies fúngicas20. Outro gene utilizado para as reações de detecção 

molecular de é o que codifica para a proteína gp43. O gene para gp43 

tem ume fase aberta de leitura de 1329 pares de bases, e ela é interrompida pela 

presença de um  de 78 nucleotídeos. Um terceiro alvo para o desenvolvimento de 

reação de detecção molecular é o gene para uma proteína de 27-kDa, de função 

desconhecida. Ainda foram desenvolvidas reações de detecção molecular utilizando 

outras seqüências espécie específicas de função desconhecida24.

A reação da polimerase em cadeia (PCR) é uma técnica para a amplificação 

 de seqüências específicas de DNA, por meio da extensã  simultânea de 

oligonucleotídeos iniciadores complementares às fitas    DNA25. O maior problema 

deste método é a presença de inibidores da reação nas amostras, pois eles podem levar a 

resultados falso negativos26.

A PCR é rápida, específica, pode ser usada para detectar quantidades muito 

pequenas de DNA e não exige um alto nível de perícia para a interpretação dos 

resultados20. Pode, assim, ser utilizada como estratégia confiável para detectar e 

identificar microrganismos de diferentes fontes, inclusive em tecidos, sangue, escarro e 

solo27.

Componentes necessários para uma reação de PCR são: DNA molde contendo a 

seqüência-alvo, região a ser amplificada; dois oligonucleotídeos iniciadores específicos; 

deoxiribonucleosídeos trifosfatados (dNTPs), que são adicionados para formar as novas 
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fitas de DNA (dATP, dTTP, dCTP, dGTP); a enzima DNA polimerase termo-estável, 

como, por exemplo, a  DNA polimerase. A reação é feita em um termociclador, 

aparelho onde ciclos de temperatura e tempo pré-estabelecidos são ajustados conforme a 

necessidade. 

A PCR consiste na repetição de 3 etapas (Figura 2A):

1ª etapa: separação da dupla fita de DNA. As duas fitas da molécula de DNA 

parental são separadas aquecendo-se a mistura a 94/95°C; 2ª etapa: hibridação dos 

oligonucleotídeos iniciadores. A mistura é resfriada a 50-60°C para permitir que cada 

oligonucleotídeo iniciador se ligue à fita de DNA complementar a sua seqüência. Cada 

oligonucleotídeo hibrida em uma das fitas, e o DNA parental não forma dupla fita 

novamente, pois os oligonucleotídeos estão presentes em grande excesso; 3ª etapa: 

síntese de DNA. A mistura é aquecida a 72°C, temperatura ótima para a  DNA 

polimerase. Essa enzima sintetiza a nova fita a partir de ambos os oligonucleotídeos.

Esses três passos são repetidos diversas vezes e os novos fragmentos sintetizados 

servem como DNA molde para os próximos ciclos. Após 20 ciclos a amplificação é de 1 

milhão de cópias e após 30 ciclos, 1 bilhão de cópias    seqüência alvo de DNA28. O 

resultado de uma reação de PCR é geralmente anlisado após uma eletroforese em gel de 

agarose ou poliacrilamida. 

Uma variação da técnica de PCR é a  PCR, que se caracteriza por um 

processo que utiliza duas PCRs consecutivas, das quais a primeira contém um par de 

oligonucleotídeos iniciadores externos, enquanto a segunda possui um par interno 

(Figura 2B). O fragmento maior produzido na primeira reação é utilizado como molde 

para a segunda, e o resultado pode ser 1000 vezes mais sensível que a PCR padrão29.

Outra variação da PCR é a reação de semi-  PCR, que se assemelha à 

reação de  PCR. A diferença entre ambas está no par de oligonucleotídeos 

Taq

Taq

nested

nested

nested
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iniciadores utilizados na segunda reação, que é composto de um oligonucleotídeo 

comum a primeira reação e um novo oligonucleotídeo interno (Figura 2C).

 Esquema do primeiro ciclo de uma reação de PCR (A). PCR (B). 
Semi- PCR (C).

Em 1998 foi realizado o primeiro trabalho acerca de uma reação de PCR para 

detectar . Os autores utilizaram oligonucleotídeos iniciadores       os na 

seqüência de DNA específica de , previamente identificada30. No 

trabalho, foi feita a comparação entre a sensibilidade da PCR e da cultura celular, e 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.       uma desvantagem da 

metodologia proposta é que o produto dessa PCR é de apenas 62 pb e necessita de uma 

eletroforese em gel de agarose a 4% para uma visualização eficiente24.

Figura 2.

A)

C)B )

Nested
Nested 

P. brasiliensis

P. brasiliensis
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Na busca pelo micro-ambiente do pesquisadores padronizaram 

uma PCR que pode ser importante para estudos ecológicos. Os autores utilizaram três 

pares de oligonucleotídeos iniciadores específicos para dois genes de 

que codificam as proteínas de 27 kDa e 43 kDa. Os oligonucleotídeos LO e UP foram 

usados para a detecção do gene p27 por PCR, enquanto o  oligonucleotídeos gp43-

1/gp43-2 e gp2 e gpM foram usados numa reação de -PCR para a detecção do 

gene gp43. Os resultados obtidos mostram que os oligonucleotídeos utilizados sã  

específicos para , não havendo reação cruzada com outros fungos como 

. Os mesmos dados mostram que a 

sensibilidade da reação com os oligonucleotídeos LO/UP é de 3 pg (aproximadamente 

90 células), porém, quando usado para a detecção de amostras de solo artificialmente 

contaminadas, o limite de detecção observado foi de 40 ng (1.2 x 106 células). Para a 

detecção do fungo em amostras do solo, foi necessária   eliminação de inibidores da 

PCR. Os autores ainda conseguiram usar a reação com os oligonucleotídeos LO/UP 

para detectar o fungo no linfonodo e no fígado de tatus ( ) 

infectados naturalmente31.

Em outro estudo, foi analisada a região 5.8S do DNA ribossomal de 

 e para isso, a região genômica contendo o gene 5.8S e os segmentos ITS1 e 

ITS2 foi seqüenciada. Baseado na seqüência obtida, os oligonucleotídeos Pb-ITS1s e 

Pb-ITS3a, que correspondem às regiões ITS1 e ITS2, respectivamente, foram 

desenhados. O produto da PCR com os oligonucleotídeos Pb-ITS1s e Pb-ITS3a é 418 

pb, e foi detectado em todas as 29 cepas de  estudadas. Nenhuma 

reatividade cruzada foi observada com , , , 

 e 32.

P. brasiliensis, 

P. brasiliensis, 

nested
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O escarro é um fluído biológico que pode ser útil no diagnóstico de 

O primeiro estudo utilizando PCR para detecção do DNA de 

em escarro de pacientes com PCM foi descrito em 2000.       estudo, foram 

desenhados 5 oligonucleotídeos utilizados em diferentes combinações para amplificar 5 

produtos de tamanhos diferentes. Todas as combinações de oligonucleotídeos utilizadas 

foram positivas para  para a detecção de até 10 células por ml de escarro. 

Além disso, uma  PCR com os oligonucleotídeos PC1/PC5 na 1° reação e os 

oligonucleotídeos PC2/PC6 na 2° reação foram positivas com amostras de escarros 

obtidos de pacientes com PCM crônica33.

Outra reação de  PCR foi relatada para a detecção do DNA de 

 em extrato de pulmão homogeneizado de camundongos experimentalmente 

infectados, utilizando a seqüência do gene do antígeno gp43 como alvo. Na primeira 

reação, foram utilizados os oligonucleotídeos paraI/II e, na segunda, os 

oligonucleotídeos paraIII/IV. O produto de amplificação gerado na  PCR foi de 

196 pares de base. Dos 23 camundongos infectados, amostras de 21 produziram 

resultado positivo na PCR. Por outro lado, todas as amostras foram positivas na cultura. 

Dos dois resultados negativos, um foi devido à presença de inibidores específicos da 

PCR em uma amostra, enquanto na outra havia baixa contagem de CFU. O limite de 

detecção da reação foi de 0,5 fg, que corresponde a aproximadamente 100 cópias do 

gene, até 100 pg por amostra22. A mesma reação foi utilizada com sucesso para a 

detecção de DNA de no tecido de um paciente com PCM disseminada e 

com ausência de anticorpos anti-gp4334. E, ainda, a mesma reação de  PCR foi 

utilizada para a detecção de  em 33 amostras de soro de pacientes com 

PCM não tratados e com diferentes formas clínicas. Apenas 1 amostra das 33 amostras 

testadas foi positiva na PCR35. Esse resultado estava de acordo com outro 
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trabalho que mostra uma baixa positividade em amostras de soro de pacientes, quando 

analisadas por PCR36. 

Na busca de uma reação de PCR para o diagnóstico e estudos ecológicos e 

epidemiológicos da PCM, os oligonucleotídeos iniciadores OL5 e OL3  foram 

construídos, baseando-se nas regiões ribossomais 5,8S e 28S, respectivamente. O 

oligonucleotídeo OL5 foi usado em conjunto com o oligonucleotídeo ITS1 que é 

universal para fungos. O produto da reação foi 496 pb para todas as amostras de 

 analisadas. Porém, um produto de amplificação de 500    com DNA de 

 foi também observado. Por outro lado, a reação com o 

oligonucleotídeo OL3 em conjunto com o oligonucleotídeo UNIR mostrou-se positiva 

para todas as amostras de  e não apresentou reatividade cruzada com 

DNA de humano, de , , ,  e 

37.

Uma outra reação de PCR foi proposta para identificação de 

isolados a partir de tatus capturados na região de Ibiá, Minas Gerais, onde foi feito um 

dos poucos isolamentos de  do solo. Os autores detectaram amostra do 

fungo em 3 animais e fizeram a identificação da espécie por macro e micro-morfologia, 

termo-dimorfismo, produção de exoantígeno e por PCR com inic        específicos, 

oligonucleotídeos sense e anti-sense, para uma região do gene . A reação de PCR 

foi positiva para os três 

Para a detecção de tecidos de camundongos infectados com 

fixados em parafina, duas reações de d PCR foram desenvolvidas, uma utilizando 

oligonucleotídeos baseados no gene da gp43 MAE/ATO na  ª e F2/R2 na 2ª reação e 

outra  PCR com oligonucleotídeos ITS5/ITS4 para a 1ª e Pb ITS1/Pb ITS3 na 2ª 

reação, para a região ITS1- 5,8S- ITS2 do DNA ribossomal do P brasiliensis. Ambas as 
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reações foram eficientes na detecção desse fungo, em tecido fixados em blocos de 

parafina39.

 gene  e um kit comercial para a detecção da (1? 3) 

- ß- D-glucana em sangue de camundongos experimentalmente infectados. A reação de 

 PCR consistiu de 3 reações em seqüência com os oligonucleotídeos MAE/ATO, 

F2/R239 e F3/R3 respectivamente, e foi capaz de detectar o fu    em 100% em 

amostras de coágulo de sangue de camundongos infectados experimentalmente. Por 

outro lado, a reação proposta não foi eficiente na detecção de  em 

amostras de plasma dos mesmos animais. E ainda detectou a presença do fungo em 

apenas 25% das amostras de soro de pacientes com a forma crônica da doença36.

Outro teste para detecção de  foi chamado de ensaio 5’ nuclease. 

Esta é uma reação de Real-time PCR baseada na atividade 5’ nuclease da  DNA 

polimerase, que pode ser utilizada para a quebra de ol                contendo na sua 

extremidade 5’ um corante fluorescente e, na sua extremidade 3’, um aceptor para a 

fluorescência. Quando a  quebra a extremidade 5’ o corante fluorescente é liberado e 

a fluorescência emitida40. Este método foi capaz de detectar até 10 cópias da seqüência 

do DNA do gene que codifica a gp43, mostrando ser específico para o diagnóstico da 

PCM.

Utilizando uma seqüência de 0.72 kb, gerada por PCR co  o oligonucleotídeo 

OPG18, foram desenhados os pares de oligonucleotídeos          MG2(1)R e 

MG2(2)F/ MG2(2)R. Ambos os pares mostraram-se específicos para  e 

resultaram num limite de detecção de 10 pg ou 10 células/ml. O par MG2(1)F/ 

MG2(1)R foi usado para investigar a presença do fungo em 7 amostras de escarro e uma 

de fluido cérebro espinhal de pacientes suspeitos de estarem com PCM. A reação de 

Posteriormente, o mesmo grupo comparou a sensibilidade de um reação de 

nested PCR para a detecção do gp43

nested
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detecção molecular foi capaz de identificar corretamente os casos de PCM e  descartar 

um caso se um paciente que não estava acometido de PCM. Os testes feitos com sangue 

ou soro foram todos negativos41.

Em uma comparação entre a cultura celular, a inoculação em animais e a 

PCR para a detecção molecular de  no solo foram desenvolvidos dois 

novos oligonucleotídeos (PbITSE e PbITSR) para a região ITS/5.8S. A reação de 

PCR consistia de uma 1ª reação com os oligonucleotídeos ITS4/ITS5 e uma 2ª reação 

com os oligonucleotídeos PbITSE/PbITSR. Os resultados       s mostraram que a 

reação de  PCR proposta é mais eficiente que a cultura e a inoculação em animais 

para a detecção do fungo . Com a  PCR foi possível detectar a 

presença do fungo em três das quatro amostras de solo  nalisadas42. Os mesmos autores 

também observaram que a reação de  PCR com os oligonucleotídeos 

PbITSE/PbITSR é mais sensível do que a reação de PCR c   os oligonucleotídeos 

específicos para o gene p2731. Provavelmente, esse fato é devido ao grande número de 

cópias da região que codifica para os RNA ribossomais no genoma de . 

Mais recentemente, foi utilizada uma  (PEP)-

 PCR, baseada nos oligonucleotídeos iniciadores para o gene da gp4322 , na 

detecção do DNA de  em 107 biópsias de tecidos em parafina de 

pacientes com PCM. A PEP- -PCR consiste na pré amplificação do DNA 

genômico com o uso de um oligonucleotídeo degenerado de 15 pb, seguida de uma 

-PCR. Acredita-se que a pré-amplificação gere pelos menos 30 cópias do DNA 

genômico original e com isso aumente a eficiência da PCR. Os autores compararam a 

eficiência da PEP- -PCR com a -PCR. Com a PEP-  PCR obtiveram 

resultado positivo em 32 (29%) amostras das 107 amostras de tecidos em parafina, e 

somente 5% das amostras foram positivas, utilizando so      a PCR A baixa 

nested

P. brasiliensis

nested

nested

P. brasiliensis nested

nested

P.brasiliensis

primer-extension-preamplification

nested

P. brasiliensis

nested

nested

nested nested nested

nested-
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positividade da PCR para a detecção de de biópsias em parafina, 

provavelmente, se deve a alguns fatores como: diferentes métodos de fixação, 

emblocamento e estocagem do material (podem degradar o DNA das amostras), e o uso 

dos oligonucleotídeos para o gene 43.

E ainda, a presença do fungo  foi investigada por uma reação de 

 PCR em amostras de tecidos de 19 animais atropelados    estradas; dentre eles: 

3  (cobaia), 5  (cachorro-do-mato), 1 

 (tatu-galinha), 1  (tatuí), 2  (gambá-de-

orelha-branca), 1  (irara), 2  (furão), 2 

(guaxinim) e 2  (porco-espinho). Fragmentos específicos foram 

detectados em diversos órgãos de 2 tatus-galinha e 1 cobaia, pulmão e fígado de porco-

espinho e pulmões de guaxinim e furão. Apontam as técnicas moleculares como úteis 

para detectar novos hospedeiros e mapear áreas de PCM44.

O método de PCR-ensaio imunoenzimático (EIA) permite a amplificação e 

identificação específica de DNA de uma grande variedade de microorganismos, 

utilizando um método conveniente que requer equipamento pouco especializado. O 

método consiste de uma combinação de PCR e de detecção enzimática colorimétrica

(Figura 3). 

Em um estudo em que se utilizou a reação de PCR-EIA para detectar diversos 

fungos patogênicos, inclusive , os DNAs dos fungos estudados foram 

inicialmente amplificados por PCR usando os oligonucleotídeos universais para fungos 

ITS1 e ITS4, específicos para a região que codifica para o RNA ribossomal. O produto 

P. brasiliensis 

gp43

P. brasiliensis

nested

Cavia aperea Cerdocyon thous Dasypus 

novemcinctus Dasypus septemcinctus Didelphis

Eira barbara Gallictis vittata Procyon cancrivorus

Sphiggurus spinosus

hot spot 

P. brasiliensis

PCR-EIA (PCR- )ENZYME IMMUNOASSAY
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da reação de PCR é um fragmento de aproximadamente 600 pb que contém o gene 5.8S 

ribossomal, no qual está presente a seqüência correspo    te a outro oligonucleotídeo 

universal para fungos, chamado ITS3. 

Os produtos da PCR com os oligonucleotídeos ITS1/ITS4     aquecidos a 95ºC 

por 5 minutos e incubados no gelo na presença do oligonucleotídeo ITS3 marcado, com 

biotina (ITS3-B), e do oligonucleotídeo espécie específico marcado com digoxigenina. 

Então, a solução é incubada a 37ºC por 1 hora e transferida para placas de 96 poços 

recobertos com streptavidina (A). A seguir, é adicionado anticorpo anti-digoxigenina 

(Ac-anti-D) conjugada a peroxidase. Quando se adiciona o substrato desta enzima, 

ocorre uma reação química que gera um produto colorido e a densidade óptica é então 

lida em 650 nm em um leitor de microplaca. Este método é potencial para automação e 

pode ser muito útil para aplicação em laboratórios clínicos, entretanto, ainda não foram 

feitos testes para a detecção de fungos em tecido45. 

. Esquema da PCR-EIAFigura 3
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LAMP é um método de amplificação de ácidos nucléicos simples, rápido e 

específico. O teste é caracterizado pelo uso de 4 oligonucleotídeos diferentes, 

especificamente definidos para reconhecer 6 regiões distintas no gene alvo. 

Diferentemente da PCR, a reação ocorre a uma temperatura constante. A amplificação e 

a detecção de um gene ocorrem em um único passo, incubando a amostra, 

oligonucleotídeos, DNA polimerase com atividade de separar a dupla fita, a uma 

temperatura constante (60-65°C). Promove alta eficiência de amplificação, com DNA 

sendo amplificado 109-1010 vezes de 15 a 60 min. Por sua grande especificidade, a 

presença de produto amplificado indica a presença do gene de interesse. Em eletroforese 

o DNA amplificado aparece como uma “escada” com um padrão específico de bandas46.

Usando o método LAMP, o gene da proteína gp43 específi   de 

foi detectado em 22 isolados clínicos e 7 isolados derivados de tatu. Além disso, 

obtiveram resultados positivos com DNA extraído de amo      de tecido de pacientes 

com PCM embebidas em parafina. Os autores sugerem que      método pode atingir 

aplicação clínica no futuro, não apenas para diagnóstico de PCM, mas também para um 

a série de outras doenças47.

A reação de hibridação foi a primeira reação de detecção molecular para 

. Inicialmente, foi sintetizada uma sonda de 14 nucleotídeos 

(ACTCCCCCGTGGTC), baseada na extremidade 5’ do gene ribossomal 28S, região 

que apresenta uma identidade próxima a 100% entre dife       isolados de 

MÉTODO LAMP (LOOP-MEDIATED ISOTHERMAL AMPLIFICATION)

REAÇÃO DE HIBRIDAÇÃO

P. brasiliensis

P. 

brasiliensis

P. 
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. A sonda obtida foi capaz de identificar o DNA de  dentre um 

conjunto de 47 amostras de DNA de outros fungos. Além        a mesma sonda foi 

utilizada com sucesso em testes de hibridação  para discriminar  de 

, uma espécie relacionada ao  Porém, devido a 

popularização da reação de PCR, as reações de hibridação não têm sido utilizadas para o 

desenvolvimento de reações de detecção/quantificação de 48.

Desde a introdução da PCR nos meados da década de 80,   tecnologia tem 

avançado, tornando-se mais difundida e acessível. A cada ano, a tecnologia é melhorada 

e novos aspectos são considerados e testados e o futuro aguarda muitos desafios. O 

diagnóstico molecular vem causando um grande impacto na pesquisa em micologia e, 

com o tempo, sua importância ira favorecer: o monitoramento, detecção, quantificação e 

identificação de fungos, levando a um melhor entendimento do diagnóstico, tratamento, 

ecologia e epidemiologia de .
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ANEXO II
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Oral paracoccidioidomycosis: Differential diagnosis and epidemiolog   l data

Comm unity Dentis try and Oral Epidemiology.



Livros Grátis
( http://www.livrosgratis.com.br )

 
Milhares de Livros para Download:
 
Baixar livros de Administração
Baixar livros de Agronomia
Baixar livros de Arquitetura
Baixar livros de Artes
Baixar livros de Astronomia
Baixar livros de Biologia Geral
Baixar livros de Ciência da Computação
Baixar livros de Ciência da Informação
Baixar livros de Ciência Política
Baixar livros de Ciências da Saúde
Baixar livros de Comunicação
Baixar livros do Conselho Nacional de Educação - CNE
Baixar livros de Defesa civil
Baixar livros de Direito
Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia
Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educação
Baixar livros de Educação - Trânsito
Baixar livros de Educação Física
Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmácia
Baixar livros de Filosofia
Baixar livros de Física
Baixar livros de Geociências
Baixar livros de Geografia
Baixar livros de História
Baixar livros de Línguas

http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1


Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
 
 

http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

