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Resumo

A pneumonia por Pneumocystis jirovecii (PPc) é uma das principais causas de
morte em doentes imunocomprometidos, revestindo-se assim de elevado interesse o
diagndstico precoce desta infeccdo, por forma a instaurar a terapéutica adequada.
Actualmente, os meios laboratoriais de diagndstico baseiam-se fundamentalmente na
deteccdo directa deste microrganismo nas secrecdes pulmonares dos doentes, 0 que
implica a realizacdo de procedimentos invasivos. E nessa perspectiva que surge o
doseamento do B-glucano no soro de doentes com presumivel infeccdo, uma vez que,
este composto € um dos principais componentes da parede dos quistos de P. jirovecii.

Neste estudo procedeu-se ao doseamento do B-glucano em amostras de soro de
66 individuos e verificou-se que, nos 47 individuos que confirmaram o diagnostico de
PPc, a mediana de B-glucano obtida foi de 314,5 pg/mL, enquanto nos restantes 19 foi
de 63,7 pg/mL. Estatisticamente obteve-se uma forte correlacdo entre niveis elevados de
B-glucano no soro de doentes e a presenca de infeccdo por P. jirovecii. Em relacdo ao
diagnostico clinico, os resultados obtidos demonstraram correlagdo entre um
diagnostico clinico sugestivo de PPc e niveis elevados de f-glucano no soro. Constatou-
se ainda que, para a infeccdo por P. jirovecii o cut-off que apresentou melhores
resultados para o teste Fungitell® situa-se nos 100 pg/mL, obtiveram-se resultados de
sensibilidade de 89% e especificidade de 74%.

Estudos preliminares apontaram para o facto de niveis elevados de B-glucano no
soro corresponderem a niveis elevados de parasitémia e uma evolugéo clinica negativa

da doenca.

Palavras-chave Pneumonia por Pneumocystis jirovecii; p-glucano; diagnostico ndo-

invasivo



Abstrat

Pneumocystis jirovecii pneumonia (PcP) is a leading cause of death in
immunocompromised patients, covering thus of great interest for early diagnosis of this
infection, in order to provide appropriate therapy. Currently, diagnostic laboratory are
mainly based on direct detection of this microorganism in the pulmonary secretions of
patients, which involves invasive procedures. In this perspective, there is the
determination of B-glucan in the serum of patients with suspected infection, since this
compound is a major component of the cyst wall of P. jirovecii.

In this study proceeded to the determination of B-glucan in serum samples from
66 individuals and found that in 47 individuals who confirmed the diagnosis of PCP, the
median B-glucan obtained was 314.5 pg / mL, while the remaining 19 was 63.7 pg / mL.
Statistically it was found a strong correlation between high levels of B-glucan in the
serum and the presence of infection by P. jirovecii. In relation to clinical diagnosis, the
results showed a correlation between clinical diagnosis suggestive of PcP and high
levels of B-glucan in the serum. It was further observed that for infection with P.
jirovecii the cut-off showed better results for the test Fungitell ® is located at 100 pg /
mL with the results of sensitivity of 89% and specificity of 74%.

Preliminary studies pointed to the fact that high levels of B-glucan in serum

correspond to high levels of parasitemia and a negative clinical course of disease.

Keywords Pneumocystis jirovecii pneumonia; f-glucan; non-invasive diagnosis
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Introducéo

1. Introducao

A pneumonia por Pneumocystis jirovecii (PPc) é uma das maiores causas de
morte em doentes imunocomprometidos principalmente em portadores do virus da
imunodeficiéncia humana (VIH). Desta forma, reveste-se de grande interesse o
diagndstico precoce desta infeccdo, por forma a instaurar a terapéutica adequada o mais
precocemente possivel. Actualmente os meios laboratoriais de diagndstico baseiam-se
fundamentalmente na deteccdo directa de Pneumocystis em amostras pulmonares o que
implica a realizagdo de exames invasivos que, com frequéncia, colocam em risco a vida
dos doentes, ja por si muito debilitada. E nessa perspectiva que surge o doseamento do
B-glucano no soro de doentes com presumivel infeccdo, uma vez que, este composto €
um dos principais componentes da parede dos quistos de P. jirovecii. O presente estudo
tem como objectivo determinar a utilidade clinica do PB-glucano como marcador
biologico na definicdo de infeccdo por Pneumocystis jirovecii e, igualmente, como
indicador quantitativo da infeccdo, util ndo s6 no diagnostico da primo-infeccdo como

também na monitorizagdo do tratamento.

1.1 Referéncia historica e Classificacdo taxonomica de Pneumocystis

O Género Pneumocystis foi descrito pela primeira vez, em 1909 por Carlos
Chagas que observou ao microscopio Optico a presenca de quistos em amostras
histoldgicas de seccdes de pulmdes. A descricdo de esquizontes como forma do ciclo
intracelular do parasita da maléria tinha sido realizada apenas alguns anos antes, facto
que terd influenciado Carlos Chagas a considerar estes novos quistos como um
esquizonte tecidular que ocorreria durante o ciclo de vida de uma nova espécie de
tripanossoma designada por Shizotrypanum cruzi (Chagas, 1909).

SO mais tarde, em 1912 quando o casal Delanoe e Delanoe observou as formas
anteriormente descritas, em ratos da espécie R. norvegicus que ndo estavam infectados
com Trypanossoma foi possivel concluir, que se estava perante um novo protozoario
designado de Pneumocystis carinii. Esta denominacdo esta relacionada com o tropismo
que a espécia tem para 0s pulmdes “Prneumo”, 0 “cystis” deve-se a sua forma tipica e

“carinii” em honra ao bidlogo italiano, Antonio Carini que, em 1910 descreveu o
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mesmo microrganismo nos pulmdes de ratos provenientes do Brasil e infectados
simultaneamente com Trypanossoma lewisi (Chagas, 1909; Delanoe & Delanoe, 1912).

Durante muitos anos P. carinii foi considerado um protozoario com poucas
implicacbes medicas relevantes e pouco estudado. No entanto, dois conjuntos de
observacBes foram responsaveis pela inclusdo de P. carinii como um dos
microrganismos mais importantes dos ultimos anos.

O primeiro conjunto de observagdes dizia respeito a relevancia clinica deste
microrganismo. Uma vez que, verificou-se o0 aparecimento de um enorme nimero de
casos de pneumonia em criancas prematuras e mal nutridas na Europa Central e
Ocidental durante e apés a Il Guerra Mundial. Nos anos 60 do século XX,
Pneumocystis humano foi reconhecido como uma das principais causas de infecgéo
pulmonar oportunista em criancas com imunodeficiéncia primaria, e em doentes que
utilizavam imunosupressores para o tratamento de cancro ou no transplante de orgaos
(Walzer et al., 1974).

A importéancia da infeccdo por Pneumocystis jirovecii ganhou ainda mais relevo
na década de 80 do mesmo século com o aparecimento da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (Sida), sendo este microrganismo considerado a maior causa
de infecgdo oportunista e de morte. Mais de 90% dos doentes com sida e células T CD4"
inferiores a 200 células/mm?® desenvolviam pneumocistose (Mills, 1986).

O segundo conjunto de observacdes relacionou-se com estudos ultracelulares
efectuados neste parasita, que ndo comprovaram a presenca de elementos do
citoesqueleto e de sistemas de organelos complexos caracteristicos dos protozoarios.
Além de que, o estudo comparativo da subunidade pequena do ribossoma do
Pneumocystis carinii (16s link rRNA) e do fungo Saccharomyces cerevisiae,
demonstrou uma evolucéo filogenética semelhante (Edman et al., 1988).

A classificacdo final deste microrganismo levou décadas, no entanto,
actualmente, é aceite pela comunidade cientifica que Pneumocystis € um fungo, devido
a semelhanca genética entre 0 RNA ribossomal deste género e dos fungos (Edman et
al., 1988).

Estudos moleculares efectuados demonstraram uma significativa diversidade
genética na populacdo natural de Pneumocystis carinii. Pneumocystis foi isolado em
diferentes espécies de animais, nomeadamente no homem, no macaco, no rato, no cédo e
no gato o que apontou para a existéncia de diferentes espécies deste género (De Souza
& Benchimol, 2005).
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Em 1999, a comunidade cientifica mudou a designacdo da espécie isolada dos
humanos para P. jirovecii em homenagem a Otto Jirovec, parasitologista checoslovaco,
por ter sido o primeiro a identificar diferencas entre as espécies que infectam os
humanos e as que infectam os outros animais. No entanto, em estudos realizados em
1976, pelo Dr Frenkel, j& foi possivel observar que Pneumocystis isolado de pulméo
humano néo reagia com soro hiperimune de ratos infectados com P. carinii (Stringer et
al., 2002).

A classificacdo taxondmica esquematica de Pneumocystis (Hibbett et al., 2007)

encontra-se resumida de seguida.

Super Reino Eukaryota

Reino Fungi

Sub-reino Dikarya

Filo Ascomycota

Sub-Filo Taphrinomycotina sensu
Classe Pneumocystidomycetes
Ordem Pneumocystidales
Familia Pneumocystidaceae
Género Pneumocystis

Espécie P. jirovecii (humano), P. carinii , P. murina, P. wakefieldiae (ratos) e P. oryctolagi

(coelho)

1.2 Caracterizacdo de Pneumocystis

1.2.1 Transmissao

Pneumocystis tem um tropismo unico para o tecido pulmonar. Todos os estadios
do ciclo de vida de Pneumocystis foram encontrados nos pulmdes de mamiferos
infectados e menos frequentemente em localizagBes extrapulmonares em hospedeiros
imunocomprometidos (Ng et al., 1997; Anuradha, 2007).

A transmissao parece ocorrer de individuo para individuo por via aérea (Hughes,
1982) e, a forma infectante ainda ndo esta bem definida. Por outro lado, apesar de ter

sido detectado DNA de Pneumocystis no ar, ndo foi possivel isolar o microrganismo na
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sua forma ambiental (Wakefield, 1996). Estudos mais recentes apontam para a
transmisséo transplacentar deste microrganimos, uma vez que, 0 DNA de P. jirovecii foi
identificado em 35% de tecidos fetais humanos analisados por Montes-Cano et al., em
2008.

A espessa parede celular do quisto maduro parece ser um factor importante para
a manutenc¢do da infecciosidade do microrganismo durante a transmissao aérea. Além
disso, a deteccdo de quistos maduros no limen dos brénquios sugere a possibilidade dos
quistos atingirem o exterior e serem transmitidos para um novo hospedeiro (Dei-cas,
2000).

1.2.2 Ciclo de vida

Infeccao 2
A S c
N\ = | l\ g‘
s \ r - Diploide
c’f/ U c® ; @
- conjugagao
Haploide .
+ Meiose
v
. ©
B Haploide @ &
¢ + Desenquistamento + Mitose

—— \
s w
Divisdo ‘: o
Binarnia @ -
.
ss‘

Maturagio

Figura 1. Representacdo esquematica do ciclo de vida de Pneumocystis. (A) Infeccdo

pulmonar. (B) Ciclo assexuado. (C) Ciclo sexuado. (Beck & Cushion, 2009)

Vérios autores consideram diferentes hipdteses para o ciclo de vida de
Pneumocystis mas todos concordam que tanto a reproducdo sexual como a assexual s6
ocorrem in vivo (Dei-Cas et al., 2004; De Sousa & Benchimol, 2005). Isto prende-se
com o facto de ndo existir um sistema experimental no qual este microrganismo possa

ser mantido in vitro, o que dificulta o estudo detalhado do seu ciclo de vida.
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No entanto, verifica-se que, o trofozoito haploide multiplica-se,
maioritariamente, por divisdo binaria ou endogenia mas pode também ocorrer a
reproducdo sexuada conjugando-se com outro trofozoito haploide. Neste caso, obtém-se
uma célula dipléide que se multiplica por meiose seguida de mitose originando uma
célula com oito ndcleos. Posteriormente, ocorre a delimitacdo celular formando oito
esporos ou corpos intraquisticos. Cada esporo origina um novo trofozoito (figura 1).

Recentemente, foram identicados genes de conjugacdo no genoma de
Pneumocystis que provam a existéncia de conjugacgdo entre os trofozoitos. Em 1996
Itatani evidenciou a presenca de trofozoitos binucleados nos pulmdes de ratos
infectados (Itatani, 1996). O género Pneumocystis é uma excep¢do no reino dos fungos
uma vez que, a maioria destes ndo consegue completar o ciclo sexuado em animais
(Sexton & Howlett, 2006).

Estudos mais recentes apontam para o facto da divisdo binaria ocorrer apenas
dentro dos quistos (Cushion, 2004).

1.2.3 Morfologia

Inicialmente foi possivel identificar apenas duas formas morfoldgicas de
Pneumocystis, uma mais pequena, designada por trofozoito ou forma tréfica, e uma de
maiores dimensbes, 0 quisto. Estudos por microscopia electronica permitiram
demonstrar ainda a presenca de uma terceira forma, o pré-quisto ou esporocisto, que
compreende trés estadios, primario, intermediario e final (Figura 2) (Matsumoto &
Yoshida, 1984; Haidaris et al., 1993).

O trofozoito é a forma mais abundante do ciclo de vida, representando 90-95%
do total de formas encontradas nos pulmbes dos individuos infectados por
Pneumocystis.

Esta forma vegetativa € mononuclear, tem cerca de 2-8 um de diametro e é
predominantemente haploide (Cornillot et al., 2002; Dei-Cas et al., 2004) mas a forma
diploide também existe (Wyder et al., 1998).
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Quisto

Esporos ou
corpos
intraquisticos

Esporocisto
ou pré-quisto

Esporocisto Esporocisto
fase tardia fase intermédia

Figura 2. Representacdo do ciclo de vida de Pneumocystis por microscopia electrénica
com correspondente adaptacdo esquematica do desenvolvimento do microrganismo nos
pulmdes de mamiferos. Trofozoitos (setas pequenas) aderem as celulas epiteliais
alvéolares do tipo | perto dos vasos capilares (estrela). Apds a conjugacdo, 0S
trofozoitos sdo envolvidos numa fina parede celular formando o esporocisto ou pré-
quisto onde existe um complexo de sinaptonemas (Matsumoto & Yoshida, 1984). No
esporocisto intermediario, ocorre a divisdo nuclear e posterior mitose que leva a
formacdo de uma espessa parede celular na fase final do esporocisto. No quisto 0s
esporos estdo perfeitamente delineados, e estdo capazes de se libertar do quisto e

infectarem novas células. Adaptado de Aliouat-Denis et al., 2009.

(A) espago alveolar; (CC) cromossomas condensados e microtibulos; (N) ndcleos; (M)

mitocéndria; (V) vactolo; » indicam espessamento da parede celular quistica.

Os trofozoitos apresentam geralmente uma forma irregular e sdo facilmente

identificados nos pulmdes dos animais infectados. Devido a sua forma pleomérfica a
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associacdo dos trofozoitos € muito irregular, formando complexos com muitas
interdigitacdes que, por vezes dificultam a distingdo entre os trofozoitos. Muitas vezes é
possivel visualizar as projeccGes do citoplasma, conhecidas como filopodia, que
permitem ao trofozoito a aproximacéo as células epiteliais dos alvéolos (Alliouat-Denis
et al., 2008).

O citoplasma dos trofozoitos é pobre em organelos predominando os ribossomas
livres, as particulas de glicogénio e estruturas ramificadas tubulares semelhantes a um
reticulo endoplasmatico. Geralmente é possivel observar um pequeno nucleo que pode
assumir diversas posicdes, e um nucléolo no centro ou perifericamente em relacdo ao
nlcleo (Dei-Cas et al., 1989).

O esporocisto ou pré-quisto é o estadio de desenvolvimento que antecede a
formacdo do quisto. Caracteriza-se pela presenca de um complexo de sinaptonemas no
esporocisto inicial, que suportam a ocorréncia de meiose. ApOs a meiose, ocorre
replicacdo mitototica que origina a formacao de oito nucleos na fase final do esporocisto
(Matsumoto & Yoshida, 1984). O tamanho do esporocisto varia entre 4-5 pm, no
esporocisto inicial, até aos 4-6 um, no esporocisto final e apresenta geralmente uma

forma ovoide.

O quisto mede cerca de 4-7 pum de didmetro (Dei-Cas et al., 2004) tem uma
superficie lisa e com pouca filopodia. No quisto existem esporos ou corpos
intraquisticos individuais claramente delineados e protegidos por uma parede celular
semelhante a dos trofozoitos. Apds a maturacao total os esporos ou corpos intraquisticos
abandonam o quisto.

Estudos recentes demonstraram que um dos principais componentes da parede
dos quistos é o P-glucano (De Stefano et al., 1998). Os glucanos representam
igualmente um dos principais componentes da parede celular dos fungos relacionados
com Pneumocystis.

Os B-glucanos sd@o compostos por homopolimeros de moléculas de glucose, na
sua maioria, com a ligacdo glicosidica, entre o carbono 1 e o carbono 3, aos monémeros
de glucose, designando-se por isso de B-1,3-glucano. Estudos adicionais utilizando
anticorpos anti-p-1,3-glucano permitiram a localizacdo de glucanos na parede dos
quistos (Nollstadt et al., 1994). O p-1,3-glucano foi detectado em lavados

broncoalveolares de doentes com PPc (Yasuoka et al., 1996).
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As proteinas responsdveis pela sintese de p-1,3-glucano medeiam a
polimerizagdo da uridina 5 -difosfoglucose em f-1,3-glucano insoltvel, necessario para
a formacdo da parede celular do quisto. Estudos ao nivel do B-glucano séo importantes
como possiveis alvos terapéuticos contra PPc, uma vez que, 0 processo envolvido para a

producdo de glucano nao esta presente nos mamiferos (Kottom & Limpert, 2000).

Os esporos ou corpos intraquistico medem cerca de 1-2 um e podem assumir
diversas formas, arredondada, mais alongada em forma de banana ou irregular, e séo
constituidos por um dnico nucleo, um citoplasma denso, uma mitocondria bem definida,
um reticulo endoplasmatico rugoso, bem desenvolvido, e numerosos ribossomas (Dei-
Cas et al., 2004).

1.3 Resposta do sistema imunitario

Pneumocystis jirovecii pensa-se ser adquirido cedo na infancia. Esta primo-
infeccdo resulta numa doenca sem gravidade que raramente é diagnosticada ou tratada.
Foram realizados poucos estudos no sentido de caracterizar a primo-infeccdo, no
entanto, serologicamente foi demonstrada uma resposta imunitaria em criancas de pouca
idade (Meuwissen et al., 1977; Wakefield, 1995).

A fonte de infeccdo de origem ambiental é desconhecida, como referido
anteriormente, e esta forma infecciosa do microrganismo ndo permanece nos pulmades,
por isso, a ligacdo entre primo-infeccdo e pneumocistose ndo estd devidamente
esclarecida.

O estudo da resposta imunitaria a Pneumocystis baseia-se no modelo animal.
Embora este seja um instrumento valido no estudo deste microrganimo, tem-se
verificado que, no modelo animal é necessario um grande periodo de imunodeficiéncia
para que ocorra o desenvolvimento da PPc. Além disso, a imunodeficiéncia neste
modelo implica a toma de corticosteroides, para inibir o sistema imunitario do
hospedeiro, 0 que causa alteracdes ao nivel da resposta imunitaria e, consequentemente,
do tempo necessario para obter resultados de parasitémia positiva (Wakefield, 1995).

Actualmente, sdo utilizados novos modelos animais, mais concretamente

murganhos com imunodeficiéncia severa combinada (SCID) ou com deleccédo de células
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T CD4" que permitem a obtencéo de informacéo mais fidedignada. (Walzer et al., 1977;
Shellito et al., 1990).

Inicialmente verifica-se que, as formas troficas de Pneumocystis aderem as
células alveolares do tipo | através da interdigitalizacdo das suas membranas com as do
hospedeiro. Esta ligacéo é facilitada pelas interaccdes com as proteinas, fibronectina e a
vitronectina do hospedeiro que se ligam a superficie de Pneumocystis e permitem a
incorporacdo de receptores de integracdo que estdo presentes no epitélio alveolar. No
tecido infectado, células alveolares do tipo | em contacto com Pneumocystis aparecem
vacuolizadas e com sinais de erosdo. No entanto, ndo foi demonstrado que o
comprometimento pulmonar comum nos doentes com PPc seja causado pela aderéncia
de Pneumocystis as células alveolares (Beck & Harmsen, 1998).

Estudos revelam que é necessario ocorrer uma resposta inflamatéria para o
controlo da pneumonia por Pneumocystis, no entanto é esta inflamacdo exuberante que
provoca danos nos pulmdes durante a infeccdo (Thomas & Limper, 2004). No caso das
pneumonias severas causadas por este microrganismo, verifica-se a ocorréncia de
infiltrados de neutrofilos nos pulmdes que resultam em danos no tecido alveolar e
insuficiéncia respiratdria. De facto, a evolucdo da doenca esta mais relacionada com o
estado de inflamacéo dos pulmdes do que com a carga parasitaria (Limper et al., 1989).

A fagocitose das células infectadas ocorre principalmente ao nivel dos
macrofagos alveolares. Verifica-se que a fungdo dos macrofagos € igualmente
comprometida nos doentes com sida ou cancro, resultando na reducdo do namero de
Pneumocystis eliminados (Koziel et al., 1998). No modelo animal, quando sao
utilizadas cobaias com deleccdo de macrdéfagos a resolucdo da PPc € comprometida
(Limper et al., 1997).

No entanto, esta ndo parece ser a principal defesa contra este microrganismo,
pois os individuos com neutropénia ndo ficam mais predispostos para contrair a doenca
quando comparados com individuos com outras deficiéncias do sistema imunitario.

A resposta imunitaria principal prende-se com os linfocitos T CD,", tanto no
modelo humano como no animal, em que o risco de infeccdo aumenta quando o0s
valores de células T CD," sdo inferiores a 200/mm?® (Phair et al., 1990). As células T
CD4" funcionam como células de memoria, responsaveis pela activacio de células
efectoras da resposta inflamatoria nomeadamente, 0os mondcitos e 0s macrdéfagos.
Estudos realizados em murganhos com SCID comprovam que, apesar da existéncia de

macrofagos e neutréfilos funcionantes a inexisténcia de células B e T funcionantes, leva
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a uma progressdo rapida da infeccdo por Pneumocystis (Roths et al., 1990; Wright et al,
1999).

Estudos efectuados em ratos com um deficit de células T CD,", e aos quais
foram administrados anticorpos anti-células T CD,", verificou-se que a infecgdo por
Pneumocystis tinha uma evolucdo crénica e os ratos ndo conseguiam eliminar o
microrganismo dos pulmdes (Roths & Sidman, 1992).

S6 recentemente foram efectuados estudos no sentido de compreender os
mecanismos mediados pelas células T CD4" activados na presenca de Pneumocystis. No
entanto, verifica-se que tanto o factor de necrose tumoral o (TNF-a) como a
interleucina-1 sdo factores necessarios para uma resposta inicial ao nivel do pulméo e
sdo mediados pelas células T CD,". Além disso, o0 TNF-a é produzido pelos macréfagos
alveolares quando ocorre o reconhecimento do [-glucano presente na parede de
Pneumocysis (Vassalo et al., 2000). Este mediador tem efeitos importantes durante a
PPc no sentidos em que promove o0 recrutamento dos neutréfilos, linfocitos e
monacitos.

Por sua vez, a presenca dos antigénios de Pneumocystis gera a proliferacédo
celular e a producédo de outros mediadores celulares como, a linfotactina e o interferdo
gama (IFN-y) (Beck & Harmsen, 1998). A linfotactina € uma quimiocina que actua no
sentido de aumentar o recrutamento dos linfocitos na infecgdo por Pneumoystis. Por
sua vez, o IFN-y actua ao nivel dos macréfagos estimulando a producédo de TNF-a,
superdxidos e espécies reactivas de nitrogénio substancias utilizadas na defesa do
hospedeiro contra Pneumocystis. Experimentalmente verificou-se que, a administracao
de IFN-y diminui a intensidade da infeccdo no modelo animal, independentemente do
valor de células T CD4" (Beck et al., 1991).

No entanto, apesar das células T serem essenciais para o controlo da infeccéo,
estas células sdo também responsaveis pelos danos que ocorrem a nivel pulmonar
durante a pneumonia. Estudos efectuados em ratinhos com SCID infectados com
Pneumocystis verificou-se que o funcionamento do pulméo era normal, apesar de terem
a infeccdo activa. Uma vez restabelecido o sistema imunitario do ratinho verificou-se
uma intensa resposta inflamatoria, por parte dos linfécitos T, que resultou num
comprometimento da funcdo respiratoria deste. Constata-se assim que, sem a resposta
inflamatdria Pneumocystis tem pouco efeito directo sobre a funcéo respiratoria (Wright
et al., 1999).
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1.4 Pneumonia por Pneumocystis jirovecii (PPc)

A PPc ou pneumocistose é o nome pelo qual se designou a pneumonia causada
por P. jirovecii. Este microrganismo é especifico do ser humano, ndo tendo sido
demonstrado a infeccdo noutros animais assim como outras espécies de Pneumocystis
ndo tém a capacidade de infectar o Homem.

O termo PPc deriva do facto de P. jirovecii ter sido designado anteriormente
por Pnenumocystis carinii, no entanto como o termo ja tinha um uso corrente,
racionalizou-se que o termo PPc poderia continuar a ser utilizado mas passando a

significar Pneumonia por Pneumocystis (jirovecii).

1.4.1 Epidemiologia

P. jirovecii é frequentemente encontrado nos pulmdes de pessoas saudaveis, no
entanto a PPc e relativamente rara em individuos com sistema imunitario intacto. Esta
doenca € comum em individuos com sistema imunitario comprometido nomeadamente
criangas prematuras ou mal nutridas e idosos, mas € nos individuos com VIH/Sida que a
doenca &€ mais prevalente. (Ryan & Ray, 2004). A PPc pode ainda ocorrer em
individuos que tomam imunosupressores apds uma intervensdo cirdrgica ou em doentes
sujeitos a transplantes de orgédos ou de medula ¢ssea (Puzio el al., 2009).

O organismo causador da PPc encontra-se globalmente distribuido pelo que, a
doenca foi descrita em todos 0s continentes com excepcdo da Antartica (Morris, 2004).
Estudos realizados sugerem uma grande exposi¢do ao microrganismo, relatando casos
em que 75% das criancas com idade inferior a quatro anos apresentavam anticorpos
contra Pneumocystis (Morris, 2004) e um estudo post-mortem, efectuado no Chile,
refere que cerca de 65 dos individuos num universo de 95, apresentavam Pneumocystis
nos pulmdes (Ponce et al., 2010).

Antes da utilizacdo generalizada da terapéutica profilactica para a PPc a
frequéncia de infeccdo por P. jirovecii em doentes submetidos a transplantes situava-se
entre 0s 5% e 0s 25% e, no caso dos doentes com cancro entre 1% e 25% . Actualmente,
com a profilaxia, a PPc é pouco frequente em individuos com transplante de orgdos

solidos e reduziu drasticamente em doentes infectados com VIH (Morris, 2004).
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1.4.2 PPc e VIH/Sida

Desde o comeco da epidemia do VIH/Sida, a PPc tem sido associada a esta
doenca. Como a doenca s6 ocorre em doentes imunocomprometidos o aparecimento da
doenca pode ser o primeiro sinal para o diagnéstico da sida, caso o doente ndo tenha
outra razdo para apresentar deficit do sistema imunitario. No inicio dos anos 80,
verificou-se um aumento do nimero de casos de PPc na América do Norte e consistiu
na primeira pista da existéncia da epidemia VIH/Sida (Fannin et al., 1982).

Antes do aparecimento de formas mais efectivas de tratamento, a PPc era uma
causa de morte comum e rapida nos doentes com sida. Actualmente, a incidéncia é
menor devido a medicacgdo preventiva, que consiste na administracdo do co-trimoxazole
em individuos com contagem de células T CD4" inferior a 200/mm?. Nos doentes com
sida que ndo tém acesso as medidas preventivas a PPc continua a ser das principais
causas de morte. Assim apesar da diminui¢do do niamero de casos de morte e de doenca
por VIH nos EUA e na Europa Ocidental, a PPc continua a ser uma doenca importante e
dificil de ser erradicada. Nos paises desenvolvidos, a PPc continua a ocorrer nos
individuos ndo diagnosticados com VIH/Sida ou sem assisténcia médica, individuos que
ndo fazem profilaxia para a PPc e ainda, nos que ndo fazem ou sdo resistentes a
terapéutica antiretroviral potente (HAART). O aparecimento de resisténcias quer ao
nivel do VIH quer ao nivel de Pneumocystis, pode contribuir para o aumento da
incidéncia da doenca (Morris, 2004).

Nas regides em vias de desenvolvimento, pensava-se que a prevaléncia de PPc
seria muito menor (Abouya et al., 1992) mas estudos recentes tém demonstrado que o
reduzido nimero de casos reportados se deve, na verdade, a deficiéncias no diagnostico
da doenca, uma vez que este requer recursos de diagndstico modernos a que 0s paises
menos desenvolvidos ndo tém acesso. Actualmente, a frequéncia de infeccdes por
Pneumocystis aumentou em Africa, tendo sido detectado em 80% das criangas VIH
positivas com pneumonia. Na Africa sub-sariana, a tuberculose é uma co-infeccio

muito comum em individuos com PPc (Murray, 2005).
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1.4.3 Sintomas

Os sintomas da PPc sdo geralmente, febre, dispneia e tosse, regra geral, ndo
produtiva ou produzindo pequenas quantidade de expectoracdo branca. Os doentes
podem queixar-se de dor retroesternal tipica que piora quando inspiram (Walzer, 2002).

Os sintomas diferem muito de doente para doente pelo que, o diagndstico clinico
deve sempre considerar também o historial clinico do doente. No entanto, verifica-se
que nos individuos VIH positivos, o inicio da doenca é geralmente subtil e caracteriza-
se por semanas de sintomas vagos como febre, queixas pulmonares ou emagrecimento
inexplicdvel, enquanto nos individuos VIH negativos os sintomas duram geralmente,
uma a duas semanas, comecando com discreta taquipneia e em apenas uma semana,
pode progredir para a insuficiéncia respiratéria (Walzer, 2002).

Alem da pneumonia descrevem-se outros problemas clinicos nos doentes
infectados por VIH como resultado da infeccdo por P. jirovecii. As manifestacbes
extrapulmonares mais frequentes sdo as lesdes oftalmoldgicas da cordide, a vasculite
necrosante semelhante a doenca de Burger, a hipoplasia de medula 0ssea e a obstrucéo
intestinal. Mas outros 6rgéos podem ser afectados como os ganglios linfaticos, o baco, o
figado, o pancreas, o rim, o pericardio, o coragdo, a tiroide e as supra-renais. A infeccdo
dos 6rgdos pode associar-se a lesdes quisticas que podem aparecer calcificadas na
Tomografia axial computorizada (TAC) ou na ultra-sonografia. Apesar de raramente
surgirem manifestacdes extrapulmonares de P. jirovecii estas podem ocorrer em doentes
a fazer profilaxia nomeadamente com pentamidina por inalacdo ou em doentes com
estado avancado de infeccdo por VIH, sem a toma de nenhuma profilaxia (Walzer,
2002).
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1.4.4 Diagnostico Presuntivo

A avaliacdo laboratorial de rotina é geralmente de pouco auxilio no diagnéstico
diferencial da PPc. E comum haver discreta leucocitose, embora ela possa ser evidente
em doentes com neutropenia préevia.

O doseamento do lactato desidrogenase (LDH) no soro dos doentes parece ser
um bom teste de screening e de monitorizacdo do tratamento. Estudos realizados
recentemente apontam para um aumento do nivel de LDH nos individuos infectados por
P. jirovecii. Um estudo realizado em doentes VIH positivos com PPc, observou que
92% dos individuos avaliados tinham niveis elevados de LDH (Rani el at., 2000). No
entanto, o LDH ndo é um marcador especifico da doenca, pois os valores elevados
obtidos devem-se a reaccdo inflamatéria e a lesdo pulmonar causada pelo
microrganismo (Quist & Hill, 1995).

A gasimetria arterial pode indicar hipoxemia com diminuicdo da presséo parcial
de oxigénio arterial (PaO,), e aumento do gradiente de oxigénio alvéolo-arterial. A
gasimetria ndo s6 e importante para o diagndstico da doenca como também fornece
informacBes importantes para estabelecer a gravidade da doenca e direccionar o
tratamento (Walzer, 2002).

Na radiografia ao torax o resultado mais comum & um radiograma normal caso a
doenca seja diagnosticada precocemente, ou um discreto infiltrado intersticial bilateral.
Os resultados classicos de infiltrado peri-hilar denso sdo pouco comum nos doentes com
VIH/Sida (Walzer, 2002).

Os critérios de diagnostico presuntivo de PPc definido pelo Centro de Controlo
de Doencas (CDC) para os doentes com HIV/Sida sdo (CDC, 1980):

1. Dispneia de esforco / tosse recente ndo produtiva
2. Raio X ao térax com infiltado intersticial bilateral
3. Hipoxia arterial
4

Auséncia de evidéncia de pneumonia bacteriana
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1.4.5 Diagnostico Definitivo

Os aspectos clinicos caracteristicos da PPc ndo séo suficientemente especificos
para diferenciar a pneumonia por Pneumocystis de outras infeccbes pulmonares
oportunistas, além de que podem ocorrer inUmeras reaccGes cruzadas com outros
agentes infecciosos sendo por isso necessario e de grande interesse a utilizacdo de
técnicas de diagnostico mais sensiveis e especificas.

O diagnostico definitivo da PPc requer a identificacdo da presenca de quistos ou
trofozoitos de P. jirovecci em secrecdes pulmonares obtidas através de diferentes
procedimentos tais como, a bidpsia transbrénquica (BTB), o lavado broncoalveolar
(LBA), aexpectoracdo induzida (EI) ou o lavado oral (LO).

A BTB é o procedimento mais invasivo mas apresenta uma sensibilidade e
especificidade de 100% fornecendo a maior quantidade de amostra para diagnostico. No
entanto, este procedimento esta reservado para casos raros, normalmente doentes que
apresentam resultados negativos nos testes de LBA mas que mantém a suspeita de PPc.

O LBA € obtido por broncofibroscopia com encravamento do fibroscopio num
lobo médio (Gosey et al., 1985). Trata-se de um processo mais caro € mais invasivo que
a El e que envolve o risco de pneumotdrax (Baughman et al., 1991). A maioria dos
autores atribuem ao LBA uma sensibilidade superior a 90% (Bigby, 1994). A
sensibilidade do LBA ¢ inferior em doentes a realizar profilaxia com pentamidina sendo
nestes casos indicado a realizacdo de BTB em conjunto com o LBA (Broddus et al.,
1985). O LBA deve ser realizado quando ha uma forte suspeita de PPc e o resultado da
El é negativo. Este procedimento nao é tdo Util no caso de recaidas da doenca.

A EI obtida por inalacdo de uma solucdo salina hiperténica tem sido
actualmente, mais utilizada no diagnostico da PPc em doentes imunocomprometidos,
visto ser uma técnica menos invasiva, causando menos desconforto e menos risco para o
doente, e com custos menos elevados (Bigby et al., 1986). A El tem uma sensibilidade
que varia entre (50% e 0s 90%) dependendo da forma como € realizado o teste e do
laboratdrio que processa a analise. A especifidade € elevada variando de 99 a 100%
(Bigdy et al., 1986). Verifica-se ainda que a sensibilidade € menor nos doentes sem
infeccdo por VIH, uma vez que a imunodeficiéncia causada pelo VIH leva normalmente
a um aumento do nimero de Pneumocystis presentes nos alvéolos dos doentes. Também
pode ser menos sensivel em doentes a fazer profilaxia com pentamidina por inalacao
(Bigdy et al., 1986.)
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Estudos mais recentes comprovam que as amostras de LBA, quer em doentes
com um sistema imunitario deprimido quer em doentes saudaveis sdo mais sensiveis
para o diagndstico de infec¢des flngicas sendo por isso, as amostras recomendadas para
o diagndstico da PPc (Miller et al., 1991; Da Silva et al., 2007).

Actualmente o diagnostico da PPc baseia-se na deteccdo directa do
microrganismo por técnicas de coloracdo histoquimicas ou imunohistoquimicas em
amostras pulmonares e posterior observacdo ao microscopio (Figura 3).

As principais coloragdes histoquimicas utilizadas no diagnéstico da PPc sdo a
Gomori-metenamina-prata, a Wright-Giemsa, a azul de toluidina e a coloragédo
fluorescente calcofllor. De salientar que, nenhuma destas coloracdes é especifica para

P. jirovecci e a identificacdo do microrganismo baseia-se na morfologia.
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Figura 3. Deteccdo de diferentes formas de Pneumocystis utilizando diferentes

coloracgdes. (Thomas & Limper, 2004)

Painel A — Coloracdo de Gomori-metenamina mostrando formas tipicas de quistos de
Pneumocystis (x100) em amostras de LBA, sendo visivel a parede celular do quisto e 0s
esporos no seu interior.

Painel B- Coloracdo de Wright-Giemsa utilizada para a identificacdo de trofozoitos (—)
de Pneumocystis (x100) em amostras de LBA e EI mas requer um namero elevado de

organismos e experiéncia na observacéo.
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Outro método de coloracdao convencional utilizado no diagnético da PPc é o da
imunofluorescéncia (IF) directa ou indirecta que é considerada a técnica de referéncia
(Elvin, 1994). Nesta técnica imunoespecifica, utilizam-se anticorpos monoclonais que
reagem com antigénios especificos de Pneumocystis. A estes antigénios ligam-se
anticorpos anti-Pneumocystis conjugados com isotiocianato de fluoresceina (FITC) que
quando expostos a um determinado comprimento de onda, emitem fluorescéncia verde-
maca caracteristica (Figura 4). Esta técnica caracteriza-se por ser sensivel, especifica,
rapida e facil de aplicar além de que, detecta tanto os trofozoitos como os quistos do P.
jirovecii (Matos et al., 1995). A principal desvantagem desta técnica prende-se com 0s
seus elevados custos requerendo material especializado como, por exemplo, um
microscopio de fluorescéncia e exige a presenca de um técnico especializado e

experiente (Baughman et al., 1991).

Figura 4 Deteccdo de diferentes formas de Pneumocystis utilizando coloracdo por
Imunoflurescéncia com ampliacdo de 400x. — quistos de Pneumocystis » trofozoitos
de Pneumocystis. Adaptado de (Thomas & Limper, 2004)

Actualmente existem outros métodos de diagndstico baseados na biologia
molecular, como as técnicas de reaccdo em cadeia de polimerase (PCR) que apresentam
elevada sensibilidade e especificidade. A técnica de PCR foi inicialmente aplicada ao
diagndstico da PPc por Wakefield et al., em 1990. Nesta técnica o DNA € extraido das
amostras bioldgicas e de seguida, amplifica-se uma pequena sequéncia de DNA

especifico do microrganismo em estudo. As técnicas que apresentam maior
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sensibilidade, ou amplificam um gene alvo multicépia utilizando sequéncias do gene
mitocondrial que codifica 0 RNA da subunidade grande ribossomal e a familia de genes
das glicoproteinas major de superficie (MSGs) ou utilizam um processo de PCR
“nested” que requer duas fases de amplificagdo separadas (Ortona et al., 1996). A
técnica de PCR além de quantificar o DNA amplificado, devido a sua elevada
sensibilidade, permite detectar um nimero reduzido de microrganismos, sendo por isso
muito utilizada no diagndstico da PPc, essencialmente na identificacdo de casos de
colonizacdo e ainda em estudos de genotipagem.

Todos os métodos de diagndstico descritos anteriormente requerem a colheita
de secrecOes pulmonares o que implica a realizacdo de técnicas invasivas dificeis de
realizar, principalmente, em doentes com sério comprometimento respiratorio.
Consequentemente é importante o desenvolvimento de novas metodologias de
diagnostico que ndo incluam a realizag&o de técnicas téo invasivas para o doente, como
€ 0 caso do doseamento do (1—3)-B-D-glucano (B-glucano) no soro.

O B-glucano é um componente importante da parede celular de uma grande
quantidade de fungos com importancia clinica a excepcao de Cryptococcus neoformans
e do Zygomycetes (Mitsutake et al., 1996; Miyazaki et al., 1995) e a sua presenca no
soro é considerada um marcador bioldgico de infecgdes invasivas por fungos em estudo
clinicos e em autdpsias (Ketchum et al., 2004; Ostrosky-Zeichner et al., 2005). O j-
glucano é também um componente da parede celular de Pneumocystis jirovecci, no
entanto, até a data, nenhum dos métodos para a deteccdo do B-glucano no soro é
considerado para o diagnostico da PPc (Persat et al., 2008).

A primeira publicagdo a citar a utilizacdo do B-glucano para a deteccdo de
Pneumocystis data de 1996 e, consistia no doseamento do B-glucano no LBA e no soro
de humanos e ratinhos. Os resultados obtidos sugeriram que a presenca de um nimero
elevado de quistos de Pneumocystis no espaco alveolar dos pulmbes permite a
acumulacdo de niveis elevados de B-glucano que entram na circulacdo sanguinea
(Yasuoka et al., 1996).

O doseamento do B-glucano para o diagnostico foi muito facilitado com o uso de
reagentes de lisado modificado de amebdcito Limulus (LAL). Os principios,
metodologias e caracteristicas do LAL para o doseamento do B-glucano foram revistos
em 2007 por Finkelman e Tamura (Finkelman & Tamura, 2007).

Em suma, a cascata metabolica de LAL é uma bifurcacdo de enzimas pro-

coagulantes com dois ligandos possiveis, o lipossacarideo bacteriano (endotoxina) e o

18



Introducéo

B-glucano. O LAL pode ser especifico para o B-glucano bloqueando ou removendo o
factor C da cascata que é activado pela endotoxina (Figura 5) (Ilwanaga, 1993). A
interaccao do PB-glucano com o Factor G provoca a activagdo sequencial da cascata,
uma vez activado o Factor G este vai actuar sobre a enzima pro-coagulante. Por sua vez,
a enzima coagulante formada vai clivar o substrato, o coagulogénio em péptidos que
assumem uma forma de matrix sélida denominada de gel-clot .

Comercialmente as preparagdes de LAL sdo formuladas com péptidos
cromogeénicos com grupo terminal carboxi-nitroanilida que produzem uma reaccao

colorimétrica monitorizada a 405 nm.

Endotoxina (LPS) <:£:| Via Inactivada

7 S>>
Factor C Factor C activado (1->3)B-D-Glucano

7 s>
Factor B Factor B activado
O Factor G activado Factor G

—

Enzima Pro-coagulante Enzima coagulante

7 S>>

Coagulogénio Coagulina

Figura 5. Imagem da cascata metabolica do lisado de amebdcitos Limulus. Adaptado de
Finkelman, 2010.

Recentemente, ensaios colorimétricos tém sido comercializados para a deteccao
do (1—3) p —D-glucano, nomeadamente o teste Fungitell® (Associates of Cape Cod,
Inc., Cape Cod, MA) que se baseia huma reac¢édo cinética e que foi aprovado, em 2003,
pela U.S. Food and Drug Administration para o diagnostico presuntivo de infeccbes
invasivas por fungos. Estudos retrospectivos foram realizados no sentido de avaliar o
desempenho deste teste no diagndstico de infeccBes invasivas a fungos particularmente

a aspergilose, a candidiase e a pneumocistose. Os 20 doentes com PPc diagnosticada
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apresentaram resultados de B-glucano positivos, 13 (65%) desses apresentaram valores
superiores a 500 pg/mL. Em sete dos doentes o resultado do B-glucano no soro foi
obtido dias antes de se proceder ao diagndstico microscopico, através de amostras de
LBA (Persat et al., 2008).

1.4.5 Tratamento e Profilaxia

A profilaxia priméaria contra a PPc em doentes com VIH positivos (incluindo
gravidas) e doentes aos quais é administrada HAART deve ser iniciada quando a
contagem de células T CD4" for inferior a 200 células/mm® ou que apresentem histéria
de candidiase na orofaringe (Masur et al., 2002). Doentes com episodios prévios de PPc
devem fazer a profilaxia secundéaria para toda a vida, a ndo ser que a HAART consiga
restabelecer o sistema imunitario do doente.

As profilaxias primaria e secundaria devem ser descontinuadas nos doentes VIH
positivos, que estiveram a efectuar a HAART e apresentem valores de células T CD,4"
superiores a 200 células/mm?® durante trés meses, e deve ser re-introduzida sempre que
os individuos apresentarem, de novo, deficit no sistema imunitario.

Os doentes VIH negativos mas sujeitos a terapéutica imunosupressora, também
devem fazer a profilaxia para a PPc. Nos estudos retrospectivos realizados verificou-se
que a administracdo de corticosterdides por mais de oito semanas estd associado a um
aumento do risco de contrair PPc (Yale & Limper, 1996). O mesmo acontece em
doentes com cancro ou com doencas do tecido conectivo e a realizar terapéutica com
corticosteroides (Sepkowitz et al., 1992).

O trimetoprim-sulfametoxazol (TMP-SMX) é o farmaco mais eficaz contra o
tratamento da PPc severa. No entanto, os efeitos adversos a este farmaco sdo comuns e
doentes com alergias as sulfas ndo podem fazer esta terapéutica. A administracdo de
corticosterdides pode ser benéfica nos doentes VIH positivos com PPc e com valores de
hipoxemia (Safrin et al., 1996). A administracdo do TMP-SMX juntamente com
costicosterdide para diminuir a resposta inflamatoria nos doentes com PPc severa
continua a ser o tratamento preferencial. Recentemente tém surgido casos de doentes
que ndo respondem ao tratamento com este farmaco o que pode ser devido as multiplas

resisténcias aos antimicrobianos.
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Os farmacos utilizados, hoje em dia, no tratamento da PPc, tém limitacOes
relacionadas com a toxicidade e com a falta de eficacia. Recentemente surgiu um novo
conjunto de farmacos com novos alvos terapéuticos, nomeadamente as equinocandinas,
farmacos anti-fungicos que inibem a sinteses do B-(1,3)-D-glucano (Schmatz et al.,
1995). Utilizando o modelo animal tém sido testadas trés equinocandinas
(caspofungina, anidulafungina e micafungina) que demonstraram uma elevada eficacia

na diminui¢do do nimero de quistos de Pneumocystis (Cushion et al., 2008).

1.5 Objectivo

O presente estudo tem como objectivo determinar a utilidade clinica do B-glucano

como marcador bioldgico na defini¢do de infeccdo por P. jirovecii e, igualmente, como

indicador quantitativo da infeccdo, util ndo s6 no diagnostico da primo-infeccdo como

também na monitorizagdo do tratamento.
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2. Material e Métodos

2.1 Caracterizagdo da amostra

Na realizagdo do presente estudo foram envolvidos 96 individuos, 66 desses
individuos tinham suspeita de PPc e os respectivos produtos bioldgicos, secrecbes
pulmonares e sangue foram enviados, entre 1995 e 2011, para a Unidade de
Protozoéarios Oportunistas/VIH e Outras Protozooses, do Instituto de Higiene e
Medicina Tropical (IHMT), Universidade Nova de Lisboa, para a realizacdo de
diagnoéstico laboratorial de PPc. Os restantes 30 individuos eram dadores de sangue,
constituindo o grupo controlo.

Dos 66 doentes com suspeita de PPc, foi recolhida uma amostra de sangue e
uma de secrecOes pulmonares (35 expectoracbes induzidas e 31 lavados
broncoalveolares). Os produtos biologicos foram recolhidos em duas instituicoes
hospitalares da regido de Lisboa e eram acompanhados da respectiva informacao
clinica.

Assim, do universo de 66 individuos verificou-se que 53 eram VIH positivos e
os restantes 13 apresentavam informacdo clinica diferenciada, nomeadamente trés com
neoplasia, seis transplantados de 6rgédos, dois recém-nascidos e duas criangas com
idades compreendidas entre 0s 2 e 0s 6 anos de idade e sem nenhuma imunodeficiéncia

diagnosticada.

2.2 Metodologia
A metodologia aplicada neste trabalho, consistiu em:
2.2.1 Processamento de produtos biologicos
2.2.2 Diagnostico parasitologico de P. jirovecii
2.2.3 Diagnostico molecular de P. jirovecii
2.2.4 Detecgdo do (1—3)-p-D-glucano
2.2.5 Processamento da informacdo clinica
2.2.6 Andlise de dados
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Em suma:

Grupo teste

[ Processamento de produtos bioldgicos }

s /\

Lavado broncoalveolar ( - )
e/ou Sangue
Expectoracdo induzida ) L y,
p ¢ § p \ 4 N
Diagndstico parasitoldgico Detecc¢do dos niveis
A  — g L de B-glucano

[ Positivo ] [ Negativo ]

. \

Diagnostico clinico ] .
[ ’ [ Diagndstico molecular ]

[ Sugestivo de PPc ] [ N&o sugestivo de PPc ] '/\

| | Eniness

A 4 A 4

[ Caso de PPc ] [ Caso de PPc

—

Diagnostico Sem infeccéo por
clinico P. jirovecii

|

T

[ Sugestivo de PPc ] [ N&o sugestivo de PPc ]

A 4 Y

[ Caso de PPc ] Infeccdo subclinica
ou
portador assintomatico

Figura 6. Fluxograma da metodologia aplicada no estudo.

Considerou-se que um diagnostico clinico sugestivo de PPc subentendia a
apresentacdo clinica compativel com pneumocistose, que corresponde a um conjunto de

dados: sintomas, tais como, tosse ndo produtiva, febre e dispneia; radiograma ao torax
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com imagem de infiltrado intersticial bilateral; e pressdo parcial de oxigénio (PaO;) no
sangue periférico inferior a 65 mmHg.

Em relagdo ao grupo controlo, composto por dadores de sangue, sé se
recolheram amostras de sangue nas quais foi feita a determinacdo dos niveis de f-

glucano.

2.2.1 Processamento de produtos bioldgicos

Os produtos depois de darem entrada na Unidade de Protozoarios Oportunistas e
Outras Protozooses/VVIH, do IHMT, foram identificados e, posteriormente, processados.
Todo o processamento foi efectuado na “hotte” quimica, de forma a evitar possiveis

contaminagdes.

a) Processamento de expectoracdo induzida (EI)

A amostra foi adicionado igual volume de ditiotreitol (DTT) (0,1% e agua
destilada) e a mistura resultante foi agitada vigorosamente no vortex, durante 15
segundos, até a amostra ficar bem homogeneizada. A mistura foi incubada na estufa a
37°C, durante 30 minutos, para o DTT actuar. Transferiu-se a solugdo para um tubo de
centrifuga, adicionou-se volume igual de tampdo de solucdo salina (PBS) e
centrifugou-se a 4000 g, durante 10 minutos. O sobrenadante resultante foi descartado e
0 sedimento ressuspenso em 0,5 mL de PBS. Caso 0 muco ndo tivesse sido todo
removido, voltava-se a repetir o procedimento anteriormente descrito.

De seguida, uma Unica gota (10 pL) desta solucdo foi colocada no centro de 5
laminas tratadas com poly-L-lisina que ficaram a secar a temperatura ambiente. O
restante sedimento foi transferido para tubos eppendorf de 1,5 mL e armazenado a
temperatura de -80°C para posterior utilizacdo. Quando os esfregacos secaram, foram
fixados com acetona, durante 10 minutos a temperatura ambiente. Um dos cinco
esfregacos preparados foi utilizado para o diagnostico parasitoldgico, enquanto o0s
restantes quatro foram armazenados a temperatura de -20°C para posterior estudo ou

diagndstico de confirmacao.
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b) Processamento de lavado broncoalveolar (LBA)

Este protocolo foi muito semelhante ao descrito para as amostras de
expectoracdo induzida. No entanto, uma vez que as amostras de LBA ndo tém muco, o
passo inicial, que envolvia a homogeneizacdo com DTT e subsequente incubacao, foi
omitido. Assim, o processamento de amostra de LBA iniciou-se com a transferéncia da
amostra para um tubo de centrifuga, ao qual foi adicionado uma quantidade suficiente
de PBS para perfazer o volume de 10 mL. Esta suspensdo foi centrifugada a 4000 g,
durante 20 minutos. Os restantes passos foram idénticos aos descritos para as amostras
de El.

c) Processamento de produtos sanguineos

As amostras de sangue total foram colhidas, por puncdo venosa, para tubos de
pléstico esterilizados sem anticoagulante. Apos a retraccdo do coagulo, as amostras
foram centrifugadas a 4000 g durante 10 minutos, e o soro obtido separado para
aliquotas esterilizadas, em que o numero de aliquotas dependia do volume de soro
obtido.

As aliquotas foram armazenadas e conservadas em congeladores a -20°C.
Aquando da realizacdo do teste Fungitell®, as aliquotas foram colocadas & temperatura
ambiente e agitadas no vortex.

As amostras que apresentavam sinais de hemdlise, presenca de bilirrubina ou
turvacdo devido ao excesso de lipidos foram excluidas. Estudos revelaram que elevadas
concentracdes de bilirrubina e triglicéridos originam uma inibicdo da reaccdo causando
falsos negativos enquanto a hemolise causa resultados falsos positivos (Pickering et
al.,2005).
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2.2.2 Diagnostico parasitolégico - Imunofluorescéncia indirecta com anticorpos
monoclonais para a deteccdo do Pneumocystis (IFI/AcM) Monofluo®Kit P. carinii
(Bio-Rad)

O diagndstico de PPc foi levado a cabo por imunofluorescéncia indirecta
utilizando o kit Monofluo® P. carinii (Bio-Rad). Esta técnica é considerada a técnica
de referéncia para o diagndstico de PPc.

Na primeira utilizagdo deste Kit, reconstituiu-se a enzima, adicionando-se 250
pL de &cido cloridrico (HCI) 0,001 M (R5) a solucdo de enzima concentrada (R4).

Este protocolo iniciou-se com a diluicdo da tripsina, enzima envolvida na
hidrélise de ligacOes peptidicas estabelecida entre proteinas. Assim, diluiu-se 2 pL da
enzima em 18 pL de diluente da enzima, perfazendo um volume total de 20 uL. Este
volume foi espalhado suavemente sobre a lamina de forma a cobrir todo o esfregaco.
Posteriormente, a lamina foi a incubar em camara humida a 37°C, durante 30 minutos,
tempo necessario para a enzima actuar sobre a parede celular dos quistos de P. jirovecii,
0 que torna os antigénios de superficie mais expostos e acessiveis ao anticorpo. Caso se
exceda 0s 30 minutos de incubacdo, ocorre a digestdo excessiva da parede dos quistos, 0
que podera dificultar a sua identificacdo. De seguida, lavou-se a lamina com PBS e
deixou-se secar a temperatura ambiente.

Sobre o esfregaco seco, aplicou-se 20 pL do anticorpo monoclonal (R1) que foi
a incubar em cdmara humida a 37°C. Apds 15 minutos de incubacéo, lavou-se a lamina
com PBS e ficou a secar a temperatura ambiente.

Aplicou-se 20 pL de anticorpo anti-rato conjugado com FITC (R2) sobre o
esfregaco e foi a incubar em cdmara humida a 37°C, durante 15 minutos. Apos esse
periodo de tempo, lavou-se a lamina com PBS e deixou-se secar.

Por fim, adicionou-se uma gota de meio de montagem (R5) a lamina, cobriu-se
com uma lamela e o esfregaco foi observado ao microscéopio de fluorescéncia, a um
comprimento de onda de 475 nm. Os quistos de P. jirovecii foram identificados pelo
brilho verde-amarelado emitido pela fluorescéncia, pela sua caracteristica oval e ainda
pelo seu tamanho. Os esfregacos com dois ou mais quistos foram considerados
positivos, e quando apenas apresentavam um quistos foram classificados como
inconclusivos e o teste foi repetido. Os esfregacos onde ndo foram detectados quistos

fluorescentes, foram considerados como negativos. No entanto, nos casos em que

26



Material e Métodos

permaneceu uma forte suspeita clinica de infec¢do por P. jirovecii, o teste foi repetido
utilizando um inéculo mais concentrado, de forma a evitar um falso negativo.

Além do diagnostico qualitativo anteriormente descrito, as amostras pulmonares
deste estudo foram classificadas quanto a parasitémia. Assim, procedeu-se a semi-
quantificacdo do numero de quistos observados nos esfregacos segundo os critérios

descritos no quadro 1.

Quadro 1. Diagndéstico semi-quantitativo dos quistos de P. jirovecii por IFI/AcM

NuUmero de quistos de P. jirovecii detectados

Parasitemia por IFI/AcM (x1000)
Baixa Nenhum quisto identificado em 30 campos
(positivo por PCR)
Moderada 1 a 30 quistos detectados em 30 campos
Elevada 2 ou mais quistos detectados num campo

2.2.3 Diagnéstico molecular de P. jirovecii:

O diagnostico molecular foi efectuado em amostras que apresentavam um
resultado da IFI/AcM para a deteccdo de quistos de Pneumocystis negativo.

Este diagndstico implicava a realizacdo da extraccdo de DNA gendmico do
microrganismo, pelo método Mini-BeadBeeter/Tiocianato de Guanidina-silica, e
posteriormente a amplificacdo e deteccdo de um segmento de DNA especifico
[mt(LSU)rRNA] através da técnica de PCR “nested”.
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a) Extraccdo de DNA pelo método Mini-BeadBeeter/Tiocianato de Guanidina-
silica (adaptado de Boom et al., 1990 ; Costa et al., 2005).

O procedimento iniciou-se com a lise de quistos. Pesou-se 0,3 g de particulas de
zicornio com 0,5 mm de didmetro e colocou-se em tubos de 2 mL, a estas adicionou-se
900 uL de tampao de lise, 60uL de alcool isoamilico e, por dltimo, 400 puL de amostras
de secrecGes pulmonares. Os tubos foram colocados no aparelho mini-beadbeeter
(Biopec Products-Howard™ Industries), onde ficaram a agitar vigorosamente durante 2
minutos, a velocidade maxima. O uso do tampdo de lise, juntamente com as particulas
de zicornio, permitiu o rebentamento mecanico da parede celular dos quistos. O &acido
isoamilico é um solvente organico, que penetra na parede do quisto, e remove 0 excesso

Apl6s a agitacdo no mini-beadbeeter, as amostras foram centrifugadas a
velocidade maxima de 19000g durante 15 segundos, de forma a sedimentar os detritos
soluveis, as particulas de zicorrnio e a espuma produzida durante o processo de
agitacdo. Por fim, transferiu-se o sobrenadante resultante da centrifugacdo para um tubo
de eppendorf estéril de 1,5 mL.

Em seguida, procedeu-se a adsorcdo de DNA que consiste na adicdo de
particulas de silica, substancia com elevada afinidade para o DNA. Adicionou-se 40uL
da suspenséo aquosa de silica em p6 (1% pH 2,0; Sigma) ao sobrenadante obtido, a
mistura foi agitada vigorosamente e deixada a incubar a temperatura ambiente, num
agitador rotativo (Froel Labortechnik GmbH), durante 30 minutos. A amostra foi
novamente centrifugada a velocidade méaxima (19000g), desta vez durante 10 segundos,
com o objectivo de sedimentar a silica com o DNA absorvido. No fim, desprezou-se o
sobrenadante.

Um passo importante a ter em consideracdo durante o processo de extrac¢do de
DNA sdo as lavagens. Cada lavagem consistiu na ressuspensao da silica na solugcdo ou
solvente apropriados e centrifugacdo a velocidade maxima durante 1 minuto. Primeiro
realizaram-se duas lavagens com 200 mL de tampéo de lavagem, de modo a eliminar os
contaminantes e as particulas de interferéncia que se ligam a silica. De seguida, uma
lavagem com 200 mL de etanol a 80% e outra com 200 mL de acetona absoluta por
forma a solver completamente o material organico contaminante. A acetona foi de
seguida desprezada e o tubo foi a secar no aparelho Block Heater (Stuart scientific) a

70°C até a evaporagdo completa do solvente.
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Por fim procedeu-se a eluicdo do DNA, ressuspendendo-se a silica com o DNA
em 50uL de agua destilada estéril, previamente aquecida a uma temperatura de 60°C.
Os tubos foram deixados a incubar a 70°C durante 10 minutos (Block Heater), de modo
a facilitar a eluicdo do DNA isto €, a passagem das particulas de DNA da silica para a
agua. De seguida, procedeu-se a sedimentacdo da silica através da centrifugacdo, a
velocidade méxima durante 2 minutos, e recolheu-se o sobrenadante com o DNA
dissolvido em tubos de eppendorf de 1,5mL. Os tubos foram devidamente identificados
e guardados a uma temperatura de -20°C.

b) Amplificacdo de DNA pela mtLSU rRNA - PCR “nested”
(adaptado de Wakefield et al., 1990)
Esta técnica foi composta por duas fases distintas de amplificagdo, com a

utilizacdo de dois conjuntos de primers, em que a sequéncia alvo da segunda
amplificacdo encontrava se inserida na primeira. O produto final desta amplificacao foi
um fragmento de DNA de 263 pares de bases (pb).

As sequéncias e primers utilizadas nas duas fases de protocolo sdo descritas no

quadro 2.

Quadro 2. Sequéncias dos primers utilizados na amplificacdo do gene mtLSU rRNA de

P. jirovecii por PCR “nested”. A - adenina; T - timina; C - citosina; G - guanina.

PCR primer Sequéncia

12 parte pAZ 102-E  (5"-GATGGCTGTTTCCAAGCCCA-3)
(primer exterior) pAZ102-H (5-GTGTACGTTGCAAAGTACTC-3")

2% parte pAZ 102-X  (5"-GGTATAGCACTGAATATCTC-3")
(primer interior) pAZ102-Y  (5-AATTACTGTTCTGGGCTGTT-3)
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As duas reaccOes de P. jirovecii mtLSU rRNA - PCR “nested” sdo idénticas.
Assim ambas as reacgdes foram realizadas para um volume final de 50 pL, contendo
tampdo de reacgdo 1x (67 mM Tris-HCI, [pH 8,8], 16 mM (NH,).SO4,, 0,01% tween-20;
Bioline), 0,8 mM de uma mistura de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Applied
Biosystems), 0,75 unidades (U) de enzima de polimerizacdo Biotaqg™ DNA polimerase
(Bioline), 0,2uM do primer exterior pAZ 102-E e pAZ 102-H (MWG Biotech), 2,5
mM de cloreto de magnésio (MgCl,) (Bioline), 0,01 pg de albumina sérica bovina
(BSA) (SIGMA), 2uL de amostra de DNA e por fim, agua destilada estéril até perfazer
o restante volume. Na segunda PCR, a mistura reaccional, preparada nas mesmas
condicdes que a primeira, adicionou-se 2 pL do DNA amplificado na primeira reac¢ao
de PCR. A unica diferenca entre as duas etapas foi que na segunda utilizaram o0s
primers internos pAZ 102-X e pAZ 102-Y.

Em cada reaccéo de amplificacéo utilizou-se um controlo positivo, que consistia
numa suspensdo de DNA de P. jirovecii, e um controlo negativo, contendo apenas a
mistura reaccional, sem a adicdo de DNA. Todo o material utilizado foi primeiro
esterilizado com ultravioletas numa camara de fluxo laminar, onde também decorreu
todo o protocolo, terminou-se esta fase com a colocacdo dos tubos de PCR no
termociclador (Biometra® T1 Thermoclycler) segundo as condi¢cdes térmicas descritas

no quadro 3.

Quadro 3. Condigoes térmicas aplicadas na PCR “nested ”, para amplificacdo especifica
do gene mtLSU rRNA de P. jirovecii.

PCR Condicdes de amplificacdo N° de ciclos

Desnaturacao inicial 95°C, 3min

12 PCR Desnaturacdo 95°C 1,5 min;
e Ligacdo 55°C, 1,5 min; 40
22 PCR Extenséo 72°C, 2 min

Extensdo final 72°C, 10 min
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¢) Visualizacdo de DNA amplificado

O DNA amplificado por PCR foi submetido a electroforese em gel de agarose,
para posterior avaliacdo dos produtos de amplificagdo. A 10uL de produto de reacgéo,
adicionou-se 1pL de tampédo de amplificacdo (Fermentas). Da mesma forma, a 1pL de
marcador molecular (Gene Ruler ™ 100 pb; Fermentas) adicionou-se 1uL de tampéo de
aplicacdo e 9 pL de agua desionizada estéril. Numa tira de electroforese aplicou-se um
gel de agarose a 2% (m/v) (SeaKem® LE; FMC BioProductos), em tampdo TAE 1x
(Tris-Acetato 0,04M; EDTA 0,001 M; pH 8,3) no qual, foi incorporado brometo de
etidio (SIGMA) a uma razdo de 0,5 mg/L. As amostras foram aplicadas nos respectivos
pocos e efectuou-se a separacao electroforética a 70 volts durante 1 hora. Os fragmentos
de DNA amplificados foram visualizados por accdo de luz ultravioleta, num
transiluminador (ECX-20M; Vilber Lourmat). Os resultados foram registados com uma
méaquina fotografica digital do sistema de aquisicdo de imagem, incorporado no
transiluminador (PowerShot A710 IS; Canon). O DNA intercalado com as moléculas de
brometo de etidio tornaram-se fluorescente sob luz ultravioleta. No fim, todas as
amostras contendo DNA amplificado emitiram uma fluorescéncia caracteristica,

fornecida pelo brometo de etidio.

2.2.4 Deteccio do (1—3) p —D-glucano - Teste Fungitell® (Associates of Cape Cod,
Inc., Cape Cod, MA)

O primeiro passo na utilizacdo do teste Fungitell® consistiu na preparacéo dos
reagentes para a curva de calibracdo. Dissolveu-se um frasco padrdo de glucano em
2800 pL de Reagente Grade Water (RGW) e agitou-se no vortex, durante 30 segundos,
para uma completa dissolucdo da solucdo, que tinha uma concentracdo de 100 pg/mL.
Posteriormente efectuaram-se diluicdes seriadas utilizando-se 500uL da solugédo padrédo
e 500uL de RGW.

No final, obteve-se 5 solugdes com as seguintes concentragdes: 100 pg/mL, 50
pg/mL, 25 pg/mL, 12,5 pg/mL e 6,25 pg/mL. Como o volume de calibradores utilizado
é 5x superior ao volume de amostra, as concentra¢fes sao convertidas em 500 pg/mL,

250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5 pg/mL e 31 pg/mL, respectivamente.
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O passo seguinte consistiu na preparacao do reagente de pré-tratamento do soro,
composto por 900uL de 1,2M cloreto de potéssio (KCI) e 900uL de 0,25M hidroxido de
potassio (KOH). Este reagente foi responsavel pela conversdo dos glucanos de fita tripla
a glucanos de fita simples que reagem melhor ao teste (Aketagawa et al., 1993). Além
disso, o elevado pH inactiva as proteases serinas e 0s inibidores das proteases serinas o
que podia dar como resultado a obtencdo de falsos positivos ou falsos negativos,
respectivamente (Tamura et al., 1994).

Na placa de reaccdo, pipetou-se nos pocos designados por UK (quadro 4), 20 uL
de reagente de pré-tratamento e 5 puL do soro das amostra, sendo que cada amostra foi
feita em duplicado. Depois de pipetadas as amostras, a placa foi agitada durante 5 a 10
segundos e foi a incubar, durante 10 minutos a 37°C, no leitor/ incubador de placas
infiniteM200Pro da Tecan.

Durante o periodo de incubacdo, procedeu-se a reconstituicdo do reagente
Fungitell® com 2800 pL de RGW e 2800 pL de Pyrosol Reconstituton buffer, agitando-
se suavemente para uma completa dissolucdo. Este reagente é modificado no sentido de
eliminar o Factor C da cascata metabdlica de modo a que sO ocorra reacgdo na presenca
de B-glucano (figura 4).

Apos a incubacdo, retirou-se a placa do aparelho e adicionou-se 25 pL das
diferentes concentracdes de solugdes da curva padréo nos pocos ST (quadro 4). O pogo
ST1 tinha a solugdo mais concentrada e 0 ST5 a menos concentrada. No pogo NEG
pipetou-se 25 pL de RGW. De seguida, adicionou-se 100 pL do reagente Fungitell® a
cada um dos pocos e inseriu-se a placa no leitor a 37°C, com agitacdo constante de 5-10
segundos. As leituras foram feitas a 405 nm e a 490 nm (branco de referéncia), até

completar 60 ciclos.

Quadro 4. Esquema da placa de reac¢édo utilizado no estudo.

1 2 3/4|5 6 7 8 9 10 11 12

A | ST1 | ST1

B | ST2 | ST2 UK1 | UK4 | UK7 | UK10 | UK13 | UK16 | UK19

C | ST3 | ST3 UK1 | UK4 | UK7 | UK10 | UK13 | UK16 | UK19

D | ST4 | ST4 UK2 | UK5 | UK8 | UK11 | UK14 | UK17 | UK20

E | STS | STS UK2 | UK5 | UK8 | UK11 | UK14 | UK17 | UK20

F | NEG | NEG UK3 | UK6 | UK9 | UK12 | UK15 | UK18 | UK21

G UK3 | UK6 | UK9 | UK12 | UK15 | UK18 | UK21

H
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No fim dos 60 ciclos, obteve-se em cada pogo de reac¢do, uma curva semelhante
a curva representada na figura 7, em que, o eixo das ordenadas (yy) correspondia a
concentragdo de produto formado, medida em absorvancia e o eixo das abcissas (xx) o
tempo, em minutos.

No final do ensaio, obteve-se o valor da velocidade méaxima (V max) de cada
reaccao. Este valor corresponde ao momento em que o produto formado atinge o ponto
acima do qual s6 ocorrem aumentos insignificantes, na velocidade inicial de reac¢do
(Vo) mesmo com o aumento de substrato. O valor de V méax foi calculado por um
programa informatico incorporado no equipamento infiniteM200Pro. Posteriormente foi
tracada uma curva padrdo, em que cada concentracdo dos pontos da curva de calibragédo

corresponde a um valor de VV méx (figura 8).

Produto
formado
{Abs)

Fase inicial

Tempo (minp —— P

Figura 7. Representacdo esquematica de uma curva de cinética enzimatica da cascata

metabolica de LAL activada pelo B-glucano.
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Curva padrao
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Figura 8. Representacdo esquematica de uma curva padrdo de concentragdo de f-

glucano em funcéo de Vmax.

Para o teste ser considerado valido foi necessario o cumprimento de
determinados critérios, nomeadamente o coeficiente de correlacdo (R) da curva padrao
ser superior a 0,980 e os controlos negativos uma variagéo de densidade dptica (Vmean)
inferior a 50% do valor do padrdo mais baixo. Os resultados foram expressos em pg/mL
e os limites de deteccdo da técnica situavam-se entre os valores iguais ou superiores a
31 pg/mL e os valores iguais ou inferiores a 500 pg/mL. A técnica referia que os valores
superiores a 500 pg/mL deveriam ser diluidos com RGW e testadas novamente. No
entanto, neste estudo, e dado o facto das amostras terem sido testadas em duplicado, ndo
foram efectuadas diluicdo das amostras e consideraram-se os valores absolutos obtidos.

A interpretacdo dos resultados encontra-se esquematizada no quadro 5.

Quadro 5 Interpretacio dos resultados do teste Fungitell® para a deteccdo do B-glucano.

Resultado Interpretacéo

>80 pg/mL Positivo

<60 pg/mL Negativo
60-79 pg/mL Indeterminado

34



Material e Métodos

2.2.5 Processamento da informacéo clinica

A informacéo clinica consistiu na recolha de dados relativos ao diagnostico, a
evolugio clinica, a contagem de células T CD,", e aos regimes profilactico e terapéutico
instituidos. Toda a informacéo cedida para a realizacdo deste estudo foi aprovada pelos
concelhos de ética das institui¢ces envolvidas.

O diagnostico clinico da PPc consistia na presenca de pelo menos duas das

seguintes variavéis:

e sintomas como tosse ndo produtiva, febre e dispneia;
e radiograma do torax sugestivo (imagem do infiltado intersticial bilateral);

e Pa0, inferior a 65 mmHg.

Outro factor importante a ter em conta na informacéo clinica foi a contagem de
células T CD," tendo sido considerados 3 grupos distintos:

e grupo de baixo risco - contagem é < 200 células/mm®

e grupo de risco moderado - contagem se situa entre as 50 - 200 células/mm?®

e grupo de alto risco - contagem é < 50 células/mm?

Relativamente a evolugdo clinica, consistia na avaliacdo de factores como a
resposta a terapéutica anti-P. jirovecii e a sobrevivéncia ap6s o diagnéstico de PPc.
Assim, um caso com evolugdo clinica favoravel, era compativel com uma resposta
favoravel a terapéutica anti-P. jirovecii conjuntamente com a sobrevivéncia do doente
durante, pelo menos, quatro semanas apds o diagnostico da infeccdo. Por sua vez, a
evolucdo clinica desfavoravel corresponde a um caso onde se verifica uma resposta
desfavoravel a terapéutica anti-P. jirovecii, isto €, insucesso na melhoria do estado
clinico do doente apdés 10 ou mais dias de administracdo do farmaco, em dose
terapéutica, ou quando o doente morre na sequéncia do episodio de PPc.

Outro factor que foi tido em conta na informacgédo clinica deste estudo foi a
profilaxia, a qual corresponde a toma de um comprimido de TMP-SMZ forte
diariamente, ou trés comprimidos de TMP-SMZ forte, por semana, por um periodo de
dois meses. Por sua vez, a terapéutica consiste na toma de 15 a 20 mg/kg/dia de TMP

associado a 75/100 mg/kg/dia de SMZ fornecido em 3 a 4 doses diarias por via oral ou
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endovenosa, durante 21 dias. Neste estudo apenas foi tido em conta 0 TMP-SMZ visto
este ser considerado a associacao de farmacos de primeira linha no combate a PPc.

2.2.6 Analises de dados

A andlise dos dados obtidos permitiu avaliar a fiabilidade do teste do B-glucano
utilizando medidas estatisticas como a sensibilidade, especificidade, valor preditivo
negativo, valor preditivo positivo e ainda a curva de ROC (caracteristica de operacao do
receptor). Utilizou-se o teste do qui-quadrado (x2) e o Teste Exacto de Fisher para
estudar a associacdo entre duas variaveis qualitativas. O teste de Mann-Whitney foi
utilizado para determinar a diferenca entre a distribui¢ao dos valores de B-glucano no
soro em diferentes categorias de doentes (Guimardes & Cabral, 1997). Os testes
estatisticos foram aplicados com um grau de significancia de 0,05, ou seja, considerou-
se que o p ¢ estatisticamente significativo quando igual ou inferior a 0,05. Foi utilizado
0 programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versdao 16.0 software

(SPSS Inc., Chicago, IL, USA) para realizar os diferentes testes estatisticos.
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3. Resultados

Num universo de 96 individuos estudados, 66 tinham diagndstico suspeito de
PPc e os restantes 30 eram dadores de sangue. Os dadores de sangue eram individuos
saudaveis com idades compreendidas entre os 18 e 0s 65 anos. Os individuos com
suspeita de PPc tinham idades compreendidas entre os 0 e 0os 59 anos de idade, com
uma média de idade de 34 anos. Relativamente ao género, a maior percentagem, cerca
de 79%, pertencia ao género masculino.

O quadro 6 sumariza a informacéo clinica e os parametros da doenca que foram
tidos em conta neste estudo, tais como, a contagem de células T CD,", o regime
profilactico e terapéutico, a evolugdo clinica e, ainda, o diagndstico laboratorial.

Verificou-se que a maioria dos doentes ndo se encontrava sob profilaxia ou
terapéutica anti-P. jirovecii. Da mesma forma na maioria dos doentes (61%) a evolugéo
clinica era desconhecida. Esta falta de informacéo deveu-se em grande parte ao facto da
informacdo clinica fornecida para este estudo ter sido efectuada na altura da entrada do
doente na unidade hospitalar, e os dados posteriores ao tratamento ndo foram
mencionados ou indexados a informacgédo clinica fornecida. Em relacdo ao nivel de
células T CD4*, a maior percentagem situou-se no intervalo inferior a 50 células/mm?®.

Neste estudo, procedeu-se a realizacdo do diagnostico de PPc nas secrecdes
pulmonares recolhidas dos 66 individuos com suspeita da doenca através da técnica de
IFI e da técnica de PCR. Dos 66 doentes estudados 54 (81%) apresentaram um resultado
positivo para P. jirovecii nas secrecdes pulmonares pelas técnicas de diagnostico
efectuadas, sendo que, a maior percentagem (36% - 24/66) correspondiam a uma baixa
carga parasitaria, isto €, nenhum quisto foi identificado em 30 campos de microscopia
embora as amostras tenham sido positivas por PCR. Quanto ao diagndstico definitivo,
que tem em conta, além dos resultados laboratoriais obtidos, o diagnostico clinico
verificou-se que 47 (71%) dos doentes foram diagnosticados com PPc; 7 (11%) foram
considerados portadores assintomaticos pois apenas apresentaram resultado positivo por
PCR sem sintomatologia clinica de PPc; e 12 (18%) foram considerados negativos para

P. jirovecii.
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Quadro 6. Parametros clinicos, imunolégicos e laboratoriais dos 66 individuos
com suspeita de PPc, em estudo.

Parametros clinicos NUmero (%) de individuos

Diagndstico Clinico de PPc

Né&o sugestivo de PPc 14 (21)
Sugestivo de PPc 52 (79)
Contagem de células T CD4"
> 200células/mm? 7 (11)
50-200 células/mm?® 20 (30)
< 50 células/mm?® 22 (33)
Sem informagéo 17 (26)
Parasitémia
Negativo para P. jirovecii 12 (18)
Baixa 24 (36)
Moderada 18 (27)
Elevada 12 (18)
Diagndstico de PPc
Caso de PPc 47 (71)
Infecgdo sub-clinica ou portador assimtomatico 7 (11)
Sem infeccdo por PPc 12 (18)
Profilaxia
Sem profilaxia anti-P. jirovecii 41 (62)
Dose profilactica de TMP-SMX 18 (27)
Sem informagéo 7 (11)
Terapéutica
Sem regime terapéutico anti- P.jirovecii 32 (49)
Dose terapéutica TMP-SMX 28 (42)
Sem informagéo 6 (9)
Evolugéo Clinica
Negativa 6 (9)
Positiva 20 (30)
Sem informagéo 40 (61)
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Em paralelo aos testes de diagndstico, anteriormente mencionados, para as
secre¢cBes pulmonares, procedeu-se a realizacdo do doseamento do [B-glucano nas
amostras de soro dos 96 individuos, 30 dadores de sangue e 66 com suspeita de PPc.

No grupo controlo no qual, apenas se procedeu ao doseamento do B-glucano
obteve-se uma mediana de 31 pg/mL, valor que corresponde ao limite minimo de
deteccdo da técnica. De salientar que, estes resultados ndo foram considerados na
analise estatistica, apenas serviram como controlo negativo pois a populagdo saudavel
nao possui habitualmente niveis elevados de f-glucano em circulacéo.

Em relacdo aos restantes 66 individuos, verificou-se que os 47 (71%) com
diagndstico de PPc apresentaram uma mediana de B-glucano de 314,5 pg/mL. E desses,
20 (43%) apresentaram valores superiores a 500 pg/mL limite superior da técnica. Os
sete portadores assintomaticos, isto é, os individuos assintomaticos, em que P. jirovecii
apenas foi detectado através da técnica de PCR, apresentaram uma mediana de 63,7
pg/mL, e por dltimo nos 12 (18%) individuos sem infeccdo por P. jirovecii, a mediana
de valores de B-glucano foi de 66,5 pg/mL. Os resultados encontram-se esquematizados
no quadro 7.

Relativamente a parasitémia verificou-se que, nos 12 (18%) individuos em que
ndo foi detectado nenhum quisto de P. jirovecii a mediana de B-glucano obtida foi de
66,5 pg/mL enquanto nos restantes 54 (82%) individuos, em que foi detectada a
presenca de P. jirovecii nas secrecdes pulmonares, os niveis de p-glucano obtidos
foram substancialmente superiores. Nos individuos com baixa parasitémia, isto &,
quando P. jirovecii apenas foi detectado pela técnica de PCR obteve-se uma mediana de
B-glucano de 253,5 pg/mL, na parasitéemia moderada a mediana de valores foi de 384,5
pg/mL e na parasitémia elevada a mediana de valores de B-glucano foi de 495,9 pg/mL
(quadro 7).

No que diz respeito, a evolucdo clinica, apesar de cerca de 40 (61%) dos
individuos terem uma evolucdo clinica desconhecida, verificou-se que, nos 20
individuos com evolugédo clinica positiva a mediana de B-glucano obtida foi de 243,7
pg/mL enquanto nos 6 individuos com evolucgéo clinica negativa a mediana foi de 418,7

pg/mL (quadro 7).
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Quadro 7. Diagnostico de PPc, parasitémia e evolugdo clinica dos 66 individuos com

suspeita de PPc, em estudo, em funcéo dos niveis de B-glucano.

Diagndstico de PPc Numero (%) de individuos =~ Mediana de B-glucano
Caso de PPc 47 (71) 3145 pg/mL
Infeccdo sub-clinica 7(11) 63,7 pg/mL
Sem infecgéo PPc 12 (18) 66,5 pg/mL
Parasitémia
Negativo para P. jirovecii 12 (18) 66,5 pg/mL
Baixa 24 (36) 253,5 pg/mL
Moderada 18 (27) 384,5 pg/mL
Elevada 12 (18) 495,9 pg/mL

Evolugdo Clinica
Negativa 6 (9) 418,7 pg/mL

Positiva 20 (30) 243,7 pg/mL

Os gréafico da figura 9 e 10 representam a distribuicdo dos valores de B-glucano
nos individuos com e sem PPc e nos individuos com e sem diagnostico sugestivo de
PPc, respectivamente. Nestes graficos estdo representados os percentis 25 e 75 que
correspondem aos limites inferiores e superiores das “caixas”, respectivamente e a
mediana que corresponde a linha horizontal dentro das ‘“caixas”. A mediana ¢ uma
medida de tendéncia central que permite separar um grupo de dados em que 50% dos
individuos tera valores superiores a mediana e os outros 50% valores inferiores. Os
tracados diametralmente opostos correspondem aos percentis 10 e 90. As linhas a
tracejado representam o limite superior e inferior da técnica, 500 e 31 pg/mL,
respectivamente. Neste estudo consideraram-se os valores absolutos obtidos, isto é,
apesar dos limites padrdo do método, todos os valores determinados durante os ensaios

foram utilizados para desenhar os graficos.
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Figura 9. Gréafico da distribuicdo dos niveis de B-glucano obtidos nos individuos com e
sem PPc.

Na andlise do grafico da figura 9, verificou-se que a mediana obtida para os
valores de B-glucano nos individuos com PPc foi de 314,5 pg/mL, com um valor
méaximo de 1386 pg/ mL enquanto, nos individuos sem infeccdo por P. jirovecii, a
mediana foi de 63,7 pg/mL.

No estudo da correla¢do entre as variaveis auséncia e presenca de PPc e a média
de valores de B-glucano, obteve-se um p inferior a 0,01 utilizando o teste de Mann-
Whitney. Logo, rejeitou-se a hipdtese nula de que a mediana de valores de B-glucano
obtidos € igual na presenca ou na auséncia de PPc. Observou-se que os niveis de -

glucano no soro foram significativamente superiores nos individuos com PPc.
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Figura 10 Grafico da distribuicdo dos niveis de B-glucano obtidos nos individuos com

e sem diagndstico clinico sugestivo de PPc

O grafico da figura 10 compara o diagnéstico clinico de PPc com os valores de
B-glucano. Considerando esta variavel obteve-se uma mediana de 270 pg/mL, no caso
do diagnostico clinico sugestivo de PPc, e uma mediana de 75,7 pg/mL no caso do
diagndstico clinico ndo sugestivo.

Em relacdo ao diagndstico clinico, o p determinado para o teste de Mann-
Whitney foi inferior a 0,05 permitindo rejeitar a hipdtese nula de que o diagnostico
clinico de PPc ¢ independente dos valores de B-glucano obtidos, ou seja, os niveis de -
glucano foram significativamente superiores nos soros dos individuos com diagndstico

clinico sugestivo de PPc.

Para uma analise mais correcta dos resultados procedeu-se ao estudo de quatro
valores diferentes de cut-off, nomeadamente 60, 80, 100 e 300 pg/mL. O cut-off de 60
pg/mL é considerado negativo para o teste e o cut-off de 80 pg/mL é o valor definido

pela técnica como positivo para infeccdes fungicas (quadro 5). Ainda se consideraram,
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os cut-off de 100 e 300 pg/mL uma vez que, a mediana de B-glucano obtida nos
individuos com PPc se situa nos 314,5 pg/mL. Para cada valor de cut-off foi calculada a
sensibilidade e a especificidade da técnica, isto é, a capacidade do teste identificar
correctamente a doenca e a capacidade do teste excluir correctamente aqueles que néo
possuem a doenca, respectivamente. Ainda, o valor preditivo positivo, que mede a
probabilidade do individuo ter a doenca quando o teste é positivo, e o valor preditivo
negativo que mede a probabilidade de ndo existir doenca quando o teste € negativo. O
quadro 8 descreve os resultados obtidos.

Quadro 8. Medidas estatisticas calculadas para os diferentes valores de cut-off.

Cut-off
60 (pg/mL) 80 (pg/mL) 100 (pg/mL) 300 (pg/mL)

Sensibilidade 89,4% 89,4% 89,4% 53,2%
Especificidade 47,4% 63,2% 73,7% 100%
Valor Preditivo Positivo 80,8% 85,7% 89,4% 100%
Valor Preditivo Negativo 64,3% 70,6% 73, 7% 53,7%

Os resultados obtidos para os diferentes valores de cut- off foram semelhantes ao
nivel da sensibilidade sendo que, apenas o cut-off de 300 pg/mL apresentou uma baixa
sensibilidade de 53,2%. Em termos de especificidade e de valor preditivo positivo 0s
resultados obtidos foram mais dispares verificando-se que, quanto maior é o valor de
cut-off maior é a especificidade do teste. O cut-off de 300 pg/mL apresentou uma
especificidade de 100%. Em relacdo ao valor preditivo negativo os melhores resultados

situaram-se entre o cut-off de 80 e 100 pg/mL, com valores entre os 70 e 0s 75%.

No que se refere a relacdo entre os diferentes valores de cut-off e o diagndstico
clinico sugestivo de PPc obteve-se uma correlacdo de 87,8% para o cut-off de 80 pg/mL

com um p igual a 0,005 utilizando o teste exacto de Fisher e, para o cut-off de 100
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pg/mL uma correlagdo de 91,5% com um valor de p inferior a 0,001. Em ambos 0s
casos rejeitou-se a hipotese nula de que, os valores de cut-off sdo iguais nos individuos
com e sem diagnostico clinico sugestivo de PPc. Em relagdo ao cut-off de 300 pg/mL,
este apresentou uma percentagem de 96%, com um p igual a 0,008, utilizando o teste do
v’ em relacdo & variavel diagnéstico clinico. Para este valor de cut-off analisou-se
ainda, a sua relacdo com alguns dados clinicos, nomeadamente a contagem de células T
CD4" inferiores a 50 célulassmm?® em que se obteve uma percentagem de 68,4% com
valor de p igual a 0,008 utilizando o teste do x2 . Em ambos os casos, o p foi inferior a
0,05 pelo que, foi possivel rejeitar a hipdtese nula de que, o valor mais elevado de -
glucano (300 pg/mL) e o diagnostico clinico e alguns pardmetros de diagnostico

nomeadamente, o valor de células T CD," ndo estdo estatisticamente relacionados.

Por fim, procedeu-se a analise dos resultados atraves da curva de ROC.

Geometricamente a curva de ROC ¢ um grafico de pares “x” e “y” que
corresponde a (1-especificidade) e a sensibilidade ou a taxa de verdadeiros positivos,
respectivamente num plano designado por plano ROC unitario. A designacao de plano
ROC unitario, deve-se ao facto das coordenadas deste grafico representarem medidas de
probabilidade e, por conseguinte, variarem entre 0 e 1. O melhor resultado corresponde
a um ponto no canto superior esquerdo que corresponde a 100% da sensibilidade e
100% da especificidade, classificacdo perfeita. A linha diagonal tracada a verde
chamada de linha de ndo discriminacdo permite dividir o espaco ROC. Os pontos acima
da diagonal representam os resultados com boa classificacdo enquanto os pontos abaixo
dessa linha representam maus resultados. A analise da curva de ROC permite, de forma
directa e natural, a analise entre os custos (falsos positivos) e os beneficios (verdadeiros

positivos), importante para a tomada de decisdo diagndstica.

A curva de ROC, figura 11 compara trés dos cut-off estudados nomedamente 60,
80 e 100 pg/mL com a presenca ou auséncia de infeccdo por P. jirovecii, sendo o cut-
off de 100 pg/mL aquele que apresenta melhores resultados (ponto mais perto da

classificacdo perfeita).
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Figura 11. Curva de ROC para a presenca de PPc em funcédo de trés valores de cut-off

de B-glucano.

A area abaixo da curva de ROC (AUC) esté associada ao poder de discriminagéo
do teste de diagndstico. Analiticamente, os valores da AUC podem ser analisados
através de métodos estatisticos como o teste Mann-Whitney.

Na curva da figura 11, a AUC é igual a 85,7% com um intervalo de confianca de
95% (76.6% - 94,8%), isto é a probabilidade do teste classificar correctamente 0s
individuos escolhidos aleatoriamente. O resultado ¢ estatisticamente significativo p ¢é
inferior a 0,001 rejeitando-se a hipGtese nula de que os resultados de B-glucano sao

independentes do facto dos individuos terem ou nédo PPc.
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A curva da figura 12 representa os resultados obtidos para o teste do f-glucano
com diferentes cut-off em relacdo ao diagnostico clinico sugestivo de PPc.

Curva de ROC
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Figura 12. Curva de ROC para o diagnostico clinico sugestivo de PPc em fungédo de

trés valores de cut-off de B-glucano.

Tal como na curva anterior, os melhores resultados sdo os do cut-off 100 pg/mL.
No entanto, em relacdo a AUC obtiveram-se resultados mais baixos, de 77,6% com
intervalo de confianca de 95% (64,4%-90,9%), isto é, a probabilidade do teste
identificar correctamente os individuos tendo por base apenas o diagnostico clinico é
menor. No entanto, os resultados sdo estatisticamente significativos com um p inferior
a 0,005 (p igual a 0,002) rejeitando-se a hipotese nula de que o diagnostico clinico é

independente dos niveis de B-glucano.
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3. Discussao e Conclusoes

O diagndstico definitivo de PPc implica a identificacdo directa de P. jirovecii
em amostras pulmonares dos doentes, nomeadamente no LBA, a amostra habitualmente
mais utilizada. O LBA é obtido através da realizacdo de exames invasivos, que muitas
vezes devido ao estado de satde muito debilitado dos doentes ndo pode ser realizado, ou
pode resultar no agravamento do estado de sadde. E nesta perspectiva que surge o
doseamento do -glucano no soro.

Actualmente o B-glucano é utilizado para o diagnostico de infecgdes invasivas
de fungos, o presente estudo tem como principal objectivo determinar a utilidade clinica
do doseamento do B-glucano no soro para o diagndstico laboratorial de PPc.

Neste estudo, verificou-se que dos 66 individuos com suspeita clinica de PPc, 47
confirmaram o diagndstico e apresentaram uma mediana de B-glucano de 314,5 pg/mL
enquanto, nos restantes 19 individuos sem diagnostico clinico de PPc, a mediana de p-
glucano foi de 63,7 pg/mL. Estatisticamente obteve-se uma forte correlacdo entre os
niveis de B-glucano no soro e a presenca de infeccédo por P. jirovecii, p inferior a 0,01.

No presente estudo obtiveram-se resultados compativeis com estudos anteriores
efectuados para o B-glucano, (Tasaka et al., 2007 Divaret et al., 2008; Del Bono et al.,
2009; Koo et al., 2009 e Desmet et al., 2009).

Alguns investigadores testaram o B-glucano juntamente com outros marcadores
biologicos nomedamente, Tasaka et al. (2007) e Nakamura et al. ( 2009) utilizaram o
LDH e a glicoproteina mucina KL-6 e concluiram que o melhor marcador laboratorial
para o diagnostico de PPc era o B-glucano.

No entanto, alguns dos estudos mencionados utilizam o kit com marca comercial
Fungitec G que apesar de também utilizar o lisado de amebdcitos Limulus a espécie do
qual se obteve o lisado é diferente (Fungitell® Limulus polyphemus e Fungitec G®
Tachypleus tridentatus) pelo que, os estudos ndo podem ser comparados directamente

devido a diferente reactividade para as proteinas do Factor G.
Em relacdo aos portadores assintomaticos, isto €, individuos sem sintomatologia

mas em que P. jirovecii foi detectado atraves da técnica de PCR obteve-se uma mediana

de 63,7 pg/mL. Os resultados obtidos sd@o concordantes com um estudo efectuado nos
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USA em que a colonizagdo por P. jirovecii ndo causa niveis elevados de -glucano no
soro (Hillenbrand et al., 2011).

Outro aspecto relevante, observado neste estudo, prende-se com o facto de se
verificar que, cerca de 43 % dos individuos com PPc apresentaram valores de f-glucano
superiores a 500 pg/mL.

Em 2009, Desmet et al. efectuou um estudo detalhado das amostras com valores
superiores a 500 pg/mL, utilizando o teste Fungitell® e obteve uma mediana de 1682
pg/mL em que 84% dos doentes apresentavam valores de B-glucano superiores a 500
pg/mL. No entanto, ja em 2008 Persat, et al. obtiveram uma percentagem de 65% de
individuos com PPc com valores de B-glucano no soro superiores a 500 pg/mL. Quando
compararam com infeccbes causadas por outros fungos, nomedamente, candida

verificaram uma reducdo substancial nos valores médios de B-glucano no soro.

Tendo em conta estudos anteriores que confirmam que a infeccdo por P.
jirovecii causa niveis mais elevados de B-glucano no soro dos doentes do que a maioria
dos fungos, foram estudados diferentes valores de cut-off , no sentido de verificar qual o
que melhor se adequa ao diagnostico especifico da PPc. Apesar da técnica referir o
valor de 80 pg/mL como resultado positivo para a generalidade dos infecgdes fungicas,
constatou-se que, para a infecgdo por P. jirovecii o melhor valor de cut-off séo os 100
pg/mL, pois apesar da sensibilidade ser igual ao apresentado para o cut-off de 80 pg/mL
(89,4%), a especificidade e o valor preditivo positivo, respectivamente 74% e 89%,
melhoram significativamente. Assim, com um cut-off de 100 pg/mL a probabilidade do
individuo ter PPc quando o teste é positivo aumenta. Verificou-se ainda que, o cut-off
de 300 pg/mL apresenta uma diminuicdo substancial da sensibilidade e do valor
preditivo negativo o que quer dizer que individuos com PPc e com valores de f-glucano
abaixo dos 300 pg/mL serdo considerados falsos negativos. Em relacéo a especificidade
e ao valor preditivo positivo obteve-se uma percentagem de 100%, isto é, a
probabilidade dos individuos terem a doencga quando o teste € positivo é muito elevada.
O teste com valores de cut-off de 300 pg/mL é um bom teste confirmatério.

Estudos anteriores utilizando o teste Fungitell® com um cut-off superior ou
igual a 80 pg/mL, apresentaram valores de sensibilidade também de 90% mas para as

restantes medidas estatisticas os valores obtidos sdo inferiores (Sax et al., 2011).
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Um estudo recente determinou como valor de cut-off para a PPc, os 85 pg/mL e
obteve valores na ordem dos 90% para a sensibilidade e especifidade, apenas em relacdo
ao valor preditivo positivo os resultados obtidos foram de apenas de 65% (Held et al.,
2011). Verificou-se que, utilizando um valor de cut-off mais elevado é possivel
aumentar o valor preditivo positivo do teste, isto é, a probabilidade do individuo ter PPc
quando o teste € positivo, sem comprometer as restantes medidas estatisticas.

Em relacdo aos resultados obtidos para as variaveis, diagndstico clinico da PPc e
niveis de p-glucano verificou-se que existe uma associagdo estatisticamente
significativa entre os valores de B-glucano e o diagnéstico clinico da PPc, com um p
inferior a 0,05. No estudo dos diferentes valores de cut-off em relacdo ao diagnéstico
clinico, os melhores resultados foram obtidos nos 100 pg/mL com uma percentagem
de 92% e um valor de p inferior a 0,001. Estes resultados justificam-se pelo facto dos
dos dado clinicos considerados para o diagndstico clinico de PPc serem relativamente
caracteristicos de PPc principalmente em individuos com sistema imunitario deficitario.
Neste estudo, verificou-se que, dos 52 individuos com diagnostico clinico de PPc
apenas sete ndo confirmaram o diagndstico e os resultados obtidos com o doseamento
do B-glucano séo concordantes com isso.

Salienta-se assim, a importancia do diagndstico clinico no estabelecimento do
diagnostico de PPc, pelo que, niveis elevados de B-glucano, por si s6, ndo provam a
infeccdo por P. jirovecii e ndo devem ser interpretados sem considerar as evidéncias

clinicas.

Outro objectivo deste trabalho prendia-se com a utilizagdo do B-glucano como
indicador quantitativo de infeccdo, Gtil ndo s6 no diagnostico da primo-infec¢do como,
também, na monitorizacao do tratamento e progndéstico da doenca.

No presente estudo foi possivel verificar que quanto maior o namero de quistos
de P. jirovecii nas secre¢des pulmonares, mais elevados sdo os niveis de B-glucano
detectados no soro dos doentes.

Em relacdo a evolucdo clinica verificou-se que, os niveis de B-glucano séo
inferiores nos individuos com evolucdo clinica positiva no entanto, estes resultados sdo
preliminares devido ao reduzido namero de amostras e de informacédo disponivel. Da

literatura consultada, os resultados obtidos sdo contraditorios.
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Estudos efectuados em 2005 e 2006 apontaram para uma correlagdo entre um
mau prognostico e niveis elevados de B-glucano no soro (Shimizu et al., 2005 & likuni
et al., 2006). Enquanto estudos posteriores demonstraram ndo existir uma diferenca
significativa entre os valores de B-glucano e o bom ou mau prognéstico da doenca
(Nakamura et al., 2009; Watanabe et al., 2009 ; Held et al., 2011).

Em virtude dos resultados obtidos e tendo em conta o potencial do teste do -
glucano para o diagndstico de PPc pretende-se, num futuro préximo, realizar estudos
com um maior nimero de amostras para o cut-off definido, no sentido de determinar um
cut-off especifico para o diagnéstico desta doenca através da deteccdo do B-glucano e
ainda, determinar a real utilidade clinica deste teste na monitorizacdo e prognostico de
PPc.
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