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“Ore avei paraguaietéva 
Soldado ja'érõ urunde'ymi 

Ndaha’evoínte rojalavaséva 
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Há ojepojoka gringo tuja vyro 
Nanawa rokẽre ojosovo itĩ.” 

 

Estrofa de 13 Tuyuti, polca paraguaya en guaraní 
 
 
 
 

“Nós também somos paraguaios 
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Não somos de querer nos elogiar ou nos gabar 
Não precisamos de adulações 

Kundt acreditou no início 
que aqui encontraria covardes ou fracos 

E o gringo velho e tolo quebrou a mão 
e deu de cara contra os portões de Nanawa.” 

 

Estrofe de 13 de Tuyuti, polca paraguaia 
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Brasília, Brasília, 2025.   

RESUMO 

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistêmica endêmica na América Latina, com 

elevada prevalência no Brasil, Argentina, Venezuela e Colômbia. No Paraguai, apesar da 

proximidade geográfica com essas áreas endêmicas, a PCM no Paraguai é frequentemente 

negligenciada, com mais de 400 casos registrados, porém com escassas informações sobre sua 

epidemiologia e diversidade de espécies de Paracoccidioides. Este estudo descreve aspectos 

epidemiológicos e moleculares da PCM no Paraguai entre 2014 e 2024, por meio de uma análise 

retrospectiva de casos diagnosticados no Centro de Especialidades Dermatológicas (CED) em 

San Lorenzo. Dados clínicos e epidemiológicos foram obtidos do banco de dados da Seção de 

Micologia, e o sequenciamento completo do genoma de nove isolados clínicos foi realizado, 

identificando polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) utilizando o pipeline NASP. Uma 

árvore filogenética de Máxima Verossimilhança foi construída com o IQ-TREE v2.1.1 para 

análise das relações evolutivas. Foram confirmados 66 casos de PCM no período, 

predominando homens com a forma crônica da doença. A maioria dos casos (69,7%) ocorreu 

em trabalhadores agrícolas, evidenciando alto risco ocupacional. O comprometimento 

pulmonar e mucoso foi frequente, principalmente em homens de 40 a 60 anos, com apenas dois 

casos em mulheres. A análise de densidade de Kernel revelou alta concentração de casos no 

Litoral Central e Chaco Úmido, corroborada pela modelagem de nicho ecológico, que indicou 

maior probabilidade de ocorrência na Região Oriental, especialmente em San Pedro e 

Caaguazú. A caracterização genômica revelou a predominância de Paracoccidioides 

brasiliensis S1B no Paraguai, além da primeira detecção de P. brasiliensis S1A e de um isolado 

com perfil genético misto S1A/S1B, indicando uma diversidade genética até então não 

documentada no país. Um Este estudo fornece a primeira caracterização epidemiológica e 

molecular abrangente da PCM no Paraguai, evidenciando a predominância de casos crônicos, 

o risco ocupacional em trabalhadores rurais e uma diversidade genética previamente não 

documentada. 

 
Palavras-chave: Paracoccidioidomicose, Paraguai, Epidemiologia, Georreferenciamento, 
Tipagem Genômica. 
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CHAMORRO, Luz Rocio Correa. Molecular epidemiology of paracoccidioidomycosis in 
Paraguay. 2025. 69 pages. Thesis (Msc. in Molecular Pathology) – University of Brasília, 
Brasília, 2025. 

ABSTRACT 

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic mycosis endemic to Latin America, with 

a high prevalence in Brazil, Argentina, Venezuela, and Colombia. In Paraguay, despite its 

geographical proximity to these endemic areas, PCM is often neglected, with more than 400 

recorded cases but scarce information regarding its epidemiology and the diversity of 

Paracoccidioides species. This study describes the epidemiological and molecular aspects of 

PCM in Paraguay between 2014 and 2024 through a retrospective analysis of diagnosed cases 

at the Centro de Especialidades Dermatológicas (CED) in San Lorenzo. Clinical and 

epidemiological data were obtained from the Mycology Section database, and whole-genome 

sequencing of nine clinical isolates was performed, identifying single nucleotide 

polymorphisms (SNPs) using the NASP pipeline. A Maximum Likelihood phylogenetic tree 

was constructed with IQ-TREE v2.1.1 to analyze evolutionary relationships. A total of 66 PCM 

cases were confirmed during the period, predominantly in men with the chronic form of the 

disease. Most cases (69.7%) occurred in agricultural workers, highlighting a high occupational 

risk. Pulmonary and mucosal involvement was frequent, mainly in men aged 40 to 60 years, 

with only two cases occurring in women. Kernel density analysis revealed a high concentration 

of cases in the Central Littoral and Humid Chaco, which was corroborated by ecological niche 

modeling, indicating a higher probability of occurrence in the Eastern Region, particularly in 

San Pedro and Caaguazú. The genomic characterization revealed the predominance of 

Paracoccidioides brasiliensis S1B in Paraguay, as well as the first detection of P. brasiliensis 

S1A and a strain with a mixed S1A/S1B genetic profile, indicating a previously undocumented 

genetic diversity in the country. This study provides the first comprehensive epidemiological 

and molecular characterization of PCM in Paraguay, highlighting the predominance of chronic 

cases, the occupational risk for rural workers, and a previously undocumented genetic diversity. 

 

Key-words: Paracoccidioidomycosis, Paraguay, Epidemiology, Georeferencing, Genome 
Typing.  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Micoses endêmicas na América Latina e paracoccidioidomicose 

As micoses endêmicas são infecções causadas por fungos dimórficos térmicos, capazes 

de provocar tanto doenças primárias quanto infecções oportunistas (LOCKHART et al., 2021; 

QUEIROZ-TELLES et al., 2017). Essas infecções ocorrem em regiões geográficas específicas, 

influenciadas por fatores ambientais como o clima, a vegetação e as características do solo 

(ASHRAF et al., 2020; DE ALMEIDA et al., 2018). Na América Latina, a rica diversidade 

ecológica favorece o crescimento de uma ampla variedade de fungos patogênicos, incluindo as 

espécies pertencentes a gêneros como Coccidioides, Histoplasma, Paracoccidioides e 

Sporothrix (ALVES; BORGES; ALMEIDA, 2024; ASHRAF et al., 2020; FALCI; 

PASQUALOTTO, 2019; QUEIROZ-TELLES et al., 2017), responsáveis pelas principais 

micoses endêmicas da região: coccidioidomicose, histoplasmose, paracoccidioidomicose 

(PCM) e esporotricose, respectivamente (THOMPSON; PASQUALOTTO, 2021). 

Essas infecções constituem um grave problema de saúde pública na América Latina, 

devido à sua elevada capacidade de provocar incapacitações físicas, além de estarem associadas 

a um risco significativo de morte prematura, especialmente em casos não diagnosticados e/ou 

tratados de forma inadequada (LOCKHART et al., 2021). A predominância de atividades rurais 

na região aumenta a exposição a habitats fúngicos e o risco de infecção, onde a exposição aos 

fungos ocorre predominantemente por inalação de estruturas fúngicas infecciosas presentes no 

solo ou pela inoculação através de traumas cutâneos (COLOMBO et al., 2011). 

Além disso, as doenças fúngicas com porta de entrada pulmonar frequentemente 

apresentam sintomas semelhantes aos de outras patologias, como infecções bacterianas ou 

virais, retardando o diagnóstico e o tratamento adequado. Em muitos casos, micoses só são 

consideradas como possibilidades de diagnóstico após falha no tratamento empírico para 

pneumonias adquiridas na comunidade (PAC) como tuberculose e infecções virais 

(PASQUALOTTO, 2024; SALZER et al., 2018). A ausência de notificação obrigatória dessas 

infecções fúngicas  contribui para a subestimação de sua real prevalência, dificultando a 

implementação de políticas públicas eficazes para o seu controle (MILLINGTON et al., 2018). 

As micoses sistêmicas, de modo geral, afetam primariamente o sistema respiratório, 

mas, podem disseminar-se para outros órgãos em casos mais graves, especialmente em 

indivíduos com o sistema imunológico comprometido (TIRADO-SÁNCHEZ; GONZÁLEZ; 

BONIFAZ, 2020). Entretanto, a real prevalência dessas infecções é frequentemente 
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subestimada, já que não são doenças de notificação obrigatória e os dados epidemiológicos 

disponíveis muitas vezes se baseiam em estudos isolados ou relatos de casos  (MILLINGTON 

et al., 2018). 

Dentre as micoses endêmicas, a PCM se destaca como a micose sistêmica de maior 

importância na América Latina, sendo endêmica principalmente no Brasil, Venezuela, 

Colômbia e Argentina (COLOMBO et al., 2011) (Figura 1). Recentemente, a Organização 

Mundial da Saúde (OMS) reconheceu a PCM como uma doença tropical negligenciada (DTN) 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020). Essa inclusão revela o impacto acentuado 

sobre populações socialmente e economicamente vulneráveis, que têm menos acesso a 

diagnóstico e tratamento adequados. Também evidencia a escassez de investimentos em novas 

abordagens diagnósticas e terapêuticas (ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2014). O impacto 

socioeconômico da PCM é significativo, pois acomete principalmente adultos em idade ativa 

de trabalho. Seu alto potencial incapacitante representa um grande desafio para a saúde pública, 

afetando a qualidade de vida dos pacientes e aumentando a pressão sobre o sistema de saúde 

(FALCÃO et al., 2024; MARTINEZ, 2015). 

A PCM é causada por espécies de fungos pertencentes ao gênero Paracoccidioides.  Foi 

descrita pela primeira vez em 1908 pelo médico Adolfo Lutz, que relatou em uma micose grave 

associada a lesões ulceradas na boca e comprometimento ganglionar, identificando um fungo 

distinto de Coccidioides immitis. Observando semelhanças morfológicas com outras micoses 

descritas na América do Sul, classificou a doença no grupo das "hifoblastomicoses americanas" 

(LUTZ; 1908). Posteriormente, em 1912, Splendore aprofundou os estudos sobre a morfologia 

do fungo e propôs a denominação Zymonema brasiliensis (LACAZ, et al., 1982). Já em 1930, 

Almeida identificou o agente etiológico como Paracoccidioides brasiliensis, frequentemente 

confundida com C. immitis, confirmando as diferenças entre a PCM e a coccidioidomicose nos 

Estados Unidos (ALMEIDA, 1930). 

Com a identificação de casos isolados da doença em outros países da América do Sul, 

a PCM passou a ser conhecida por diferentes denominações, como blastomicose sul-americana, 

doença de Lutz e doença de Lutz-Splendore-Almeida (ALMEIDA, 1930). No entanto, o termo 

paracoccidioidomicose foi oficialmente estabelecido em 1971, durante uma reunião de 

micologistas em Medellín, Colômbia, sendo amplamente aceito desde então (LACAZ et al., 

2002). 
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Apesar dos avanços no diagnóstico e tratamento, a PCM continua sendo um desafio para a 

saúde pública na América Latina, sendo necessário um maior investimento em estratégias de 

vigilância epidemiológica, diagnóstico precoce e tratamento adequado para reduzir sua 

morbidade e mortalidade (MARTINEZ, 2017). 

 
Figura 1. Regiões endêmicas da paracoccidioidomicose (PCM). 

Fonte: Adaptado de Thompson et al., 2021. 

 
1.2 Epidemiologia 

A PCM é uma micose endêmica restrita ao continente americano, com distribuição 

geográfica que se estende desde o sul do México, na América do Norte, atravessando a América 

Central e alcançando a América do Sul, até o norte da Argentina e o Uruguai. A maioria dos 

casos diagnosticados fora da América Latina ocorre em pacientes com histórico de viagens a 

áreas endêmicas (ASHRAF et al., 2020). 

São reconhecidas áreas de alta, média e baixa endemicidade, entre os países com maior 

número de casos, observa-se uma alta endemicidade da PCM na Brasil Venezuela, Colômbia e 

Argentina (MARTINEZ, 2017). O Brasil concentra aproximadamente 80% dos casos, enquanto 

os demais países sul-americanos, como Colômbia, Venezuela e Argentina, apresentam uma 

menor proporção (PRADO et al., 2009). Pesquisas evidenciam que a PCM é a principal causa 

de morte entre as micoses sistêmicas no Brasil (DAMASCENO et al., 2021; PRADO et al., 
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2009), figurando também entre as dez principais causas de óbito por doenças infecciosas e 

parasitárias, crônicas e recorrentes no país, segundo o Ministério da Saúde (COUTINHO et al., 

2002). 

Assim como ocorre com outras micoses endêmicas, a PCM é comumente relatada em 

regiões de floresta tropical ou subtropical, caracterizadas com solo ácido (particularmente em 

áreas de cultivo de café, algodão e tabaco), altitude média, vegetação abundante, média de 

temperatura entre 17 e 28°C, precipitação anual média entre 1100 e 2500 mm e alta umidade 

relativa do ar (CAVALLO et al., 2002; LONDERO et al., 1972; RESTREPO; MCEWEN; 

CASTAÑEDA, 2001). Essas características geográficas e climáticas são frequentemente 

observadas em ambientes rurais, onde favorecem a ocorrência de Paracoccidioides spp. no solo 

latino-americano. Nessas regiões, a doença afeta principalmente trabalhadores rurais com 

acesso limitado à informação e aos serviços de saúde, incluindo diagnóstico e tratamento 

(GÓES et al., 2014). 

 

Figura 2. Distribuição global estimativa de casos paracoccidioidomicose (PCM).  

Fonte: Adaptado de Pecanha et al. (2022). 

Além das áreas endêmicas, casos importados de PCM causados por Paracoccidioides 

spp. já foram relatados na América do Norte, África, Europa e Ásia. Os pacientes afetados são, 

principalmente, viajantes e imigrantes de locais endêmicos (AJELLO; POLONELLI, 1985; 

KAMEI et al., 2003; PASQUALOTTO, 2024; PEÇANHA et al., 2022; SOUSA et al., 2022; 

WAGNER et al., 2021). No entanto, os sintomas podem levar anos ou até décadas para se 
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manifestarem, frequentemente quando o paciente já está vivendo em áreas urbanas ou em outros 

países fora das regiões endêmicas (PALHETA-NETO et al., 2003). 

Quanto aos indivíduos afetados, a literatura evidencia uma predominância de casos em 

indivíduos do sexo masculino, com faixa etária entre 30 e 60 anos (DE MATOS et al., 2012; 

FRANCISCO COUTINHO et al., 2002b; PANIAGO et al., 2003; VIEIRA et al., 2014). 

Mulheres, crianças e idosos representam uma minoria dos casos, embora possa haver um viés 

de subdiagnóstico nesses grupos (ROMANELI et al., 2019). Como mencionado anteriormente, 

trabalhadores rurais compõem o grupo de risco para esta doença, considerando a constante 

exposição ao solo contaminado com partículas fúngicas de Paracoccidioides spp. (CHAVES 

et al., 2021; PALHETA-NETO et al., 2003). 

 

1.3 Ciclo de vida e transmissão de Paracoccidioides spp. 

O nicho ecológico específico de Paracoccidioides spp. ainda é pouco conhecido devido 

à raridade de seu isolamento em amostras ambientais, o que dificulta a identificação precisa de 

sua localização e das características do micronicho (ARANTES et al., 2016; FRANCO et al., 

2000). No entanto, acredita-se que esse fungo prolifere naturalmente em solos com condições 

bióticas e abióticas favoráveis ao seu desenvolvimento (RESTREPO et al., 2000; RESTREPO; 

MCEWEN; CASTAÑEDA, 2001). Na natureza, Paracoccidioides spp. está presente 

predominantemente na forma miceliana e saprofítica, produzindo propágulos infectantes 

(LACAZ, 2018).  

O fungo pode ser encontrado em solos com altos teores de matéria orgânica, umidade e 

temperatura moderadas, características comumente observadas em regiões rurais. Atividades 

humanas que perturbam o solo, como práticas agrícolas, desmatamento e escavações, 

favorecem a dispersão dos propágulos fúngicos em aerossol, aumentando o risco de inalação e 

infecção (BOCCA et al., 2013). Os tatus desempenham um papel relevante na ecologia do 

fungo, pois suas atividades de escavação expõem esporos presentes no solo, facilitando sua 

dispersão pelo ar  (SILVA VERGARA; MARTINEZ, 1998). Além disso, há uma coincidência 

geográfica entre as áreas de ocorrência dos tatus e as regiões com maior prevalência da doença 

em humanos, sugerindo uma interação ecológica entre esses mamíferos, o fungo e a transmissão 

ambiental (MARTINEZ, 2015; RESTREPO-MORENO, 2018). 
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Figura 3. Exposição a propágulos de Paracoccidioides spp. e transição para a forma patogênica. 

Fonte: Adaptado de Araujo et al. (2023). 
 

O ciclo de vida de Paracoccidioides spp. envolve a transição entre duas fases 

morfológicas distintas. Na fase micelial, predominante no ambiente, o fungo apresenta 

morfologia filamentosa, formando colônias cotonosas e brancas (BONIFAZ TRUJILLO, 

2012). Microscopicamente, apresenta hifas finas, hialinas, septadas e ramificadas, que podem 

se fragmentar em artroconídios, considerados os principais propágulos infecciosos (SIL; 

ANDRIANOPOULOS, 2015). A transição dimórfica ocorre após a inalação dos propágulos, 

que se instalam nos alvéolos pulmonares de hospedeiros mamíferos, onde sofrem conversão 

para a fase leveduriforme devido à temperatura corporal elevada (~37°C) e a alterações 

metabólicas (NUNES et al., 2005). 

Essa transição é essencial para a patogenicidade do fungo, permitindo sua sobrevida no 

hospedeiro e sua disseminação pelo organismo infectado (STURME et al., 2011). Na fase 

leveduriforme, observada em hospedeiros mamíferos, o fungo apresenta colônias cremosas, de 

coloração bege, com aspecto cerebriforme e verso incolor (Figura 4, A) (SIQUEIRA et al., 

2016). Microscopicamente, as células são arredondadas, parede celular espessa e refringente, 

diâmetro variando entre 10 e 40 µm, e podem apresentar múltiplos brotamentos de 2 a 6 µm, 
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formando estruturas conhecidas como "timão de navio" ou, quando com apenas dois brotos, a 

figura do "Mickey Mouse" (Figura 4, B) (PEÇANHA-PIETROBOM et al., 2023). 

A patogenicidade de Paracoccidioides spp. é regulada por diversos fatores moleculares 

(MALDONADO LIRA, 2001). Esses mecanismos são essenciais para a adaptação do fungo ao 

ambiente intracelular e sua disseminação sistêmica. O conhecimento sobre o ciclo de vida e 

transmissão de Paracoccidioides spp. é essencial para a compreensão da epidemiologia da 

PCM. Embora o nicho ambiental do fungo ainda não esteja completamente elucidado, a 

transição dimórfica e fatores como interação com animais e perturbação do solo desempenham 

um papel crucial na sua dispersão e transmissão (CHAVES et al., 2021). 

 
Figura 4. Morfologia macroscópica e microscópica da fase leveduriforme de Paracoccidioides spp.: (A) Aspecto 
macroscópico observado em meio BHI a 37°C, destacando as colônias cerebriformes características do fungo; (B) 
Aspecto microscópico, observado em lâmina com coloração de azul de lactofenol, evidenciando células esféricas 
com múltiplos brotamentos, típicas do fungo. 

Fonte: o autor. 
 

1.4 Taxonomia 

Desde sua identificação até 2006, o gênero Paracoccidioides era considerado como uma 

única espécie, P. brasiliensis, reconhecida como o único agente etiológico da PCM (Restrepo 

et al.,  2019). No entanto, avanços na genética molecular, aliados ao desenvolvimento de 

tecnologias de sequenciamento que evoluíram rapidamente nos últimos anos, permitiram 

redefinir essa classificação. Matute e colaboradores identificaram, em 2006, por meio de análise 

de sequência de multi-locus, as espécies filogenéticas S1, PS2 e PS3 dentro do complexo P. 

brasiliensis (MATUTE et al., 2006). Posteriormente, foi possível a identificação de um quarto 

grupo genético, chamado de PS4, composto por isolados clínicos originários da Venezuela 

(SALGADO-SALAZAR et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2014; THEODORO et al., 2012). 

https://books.google.com.py/books?hl=es&lr=&id=8pKqDwAAQBAJ&oi=fnd&pg=PP1&dq=Restrepo+A,+Tob%C3%B3n+AM,+Gonzalez+A+(2019)+Chapter+267:+Paracoccidioidomycosis.+In:+Bennett+JE,+Dolin+R,+Blaser+MJ+#v=onepage&q=Restrepo%20A%2C%20Tob%C3%B3n%20AM%2C%20Gonzalez%20A%20(2019)%20Chapter%20267%3A%20Paracoccidioidomycosis.%20In%3A%20Bennett%20JE%2C%20Dolin%20R%2C%20Blaser%20MJ&f=false
https://books.google.com.py/books?hl=es&lr=&id=8pKqDwAAQBAJ&oi=fnd&pg=PP1&dq=Restrepo+A,+Tob%C3%B3n+AM,+Gonzalez+A+(2019)+Chapter+267:+Paracoccidioidomycosis.+In:+Bennett+JE,+Dolin+R,+Blaser+MJ+#v=onepage&q=Restrepo%20A%2C%20Tob%C3%B3n%20AM%2C%20Gonzalez%20A%20(2019)%20Chapter%20267%3A%20Paracoccidioidomycosis.%20In%3A%20Bennett%20JE%2C%20Dolin%20R%2C%20Blaser%20MJ&f=false
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Em 2008, diversos estudos identificaram diferenças genéticas em um isolado de P. 

brasiliensis proveniente do estado de Goiás (Pb01), levando à proposição de uma nova variante 

genética dentro do complexo, denominada "Pb01-like". Posteriormente, essa variante foi 

reclassificada como uma nova espécie, Paracoccidioides lutzii, e reconhecida como distinta do 

complexo P. brasiliensis. (CARRERO et al., 2008; DE MELO TEIXEIRA et al., 2014; 

TEIXEIRA et al., 2009; THEODORO; BAGAGLI; OLIVEIRA, 2008). 

Em 2017, Turissini e colaboradores propuseram elevar as quatro espécies filogenéticas 

do complexo P. brasiliensis ao status de espécies formais. Dessa forma, foram estabelecidas as 

seguintes denominações: P. brasiliensis sensu stricto para S1, P. americana para PS2, P. 

restrepiensis para PS3 e P. venezuelensis para PS4 (TURISSINI et al., 2017). Atualmente, a 

filogenia do gênero Paracoccidioides indica que este é composto por sete espécies distintas 

(FERNANDEZ et al., 2024). 

Entre as espécies cultiváveis, que causam predominantemente doenças pulmonares, 

estão: P. brasiliensis sensu stricto (composta por S1A e S1B), P. americana (PS2), P. 

restrepiensis (PS3), P. venezuelensis (PS4), e P. lutzii (MAVENGERE et al., 2020; TEIXEIRA 

et al., 2020, 2014). Por outro lado, duas espécies de Paracoccidioides não cultiváveis, 

associadas predominantemente a manifestações cutâneas, foram recentemente incorporadas ao 

gênero. A primeira, Paracoccidioides lobogeorgii (anteriormente Lacazia loboi), é o agente 

etiológico da lobomicose, também conhecida como doença de Jorge Lobo, uma infecção de 

caráter cutâneo e subcutâneo. A segunda, Paracoccidioides ceti, corresponde a uma linhagem 

que causa infecção em golfinhos (VILELA et al., 2016, 2021; VILELA; MENDOZA, 2018). 

Quanto à distribuição geográfica das espécies mencionadas, a espécie filogenética P. 

brasiliensis é encontrada predominante na América do Sul, especialmente no sudeste do Brasil 

e Argentina  (GIUSIANO et al., 2018; TEIXEIRA et al., 2020). Casos de P. americana só foram 

relatados na Venezuela e no Brasil, P. restrepiensis é endêmica na Colômbia, P. venezuelensis 

é endêmica e exclusiva na Venezuela, enquanto P. lutzii é distribuída principalmente no centro-

oeste do Brasil (COCIO et al., 2020; MUÑOZ et al., 2016a; PINHEIRO et al., 2020; TEIXEIRA 

et al., 2009). Em relação às duas novas espécies, propõe-se que a distribuição de P. lobogeorgii 

inclua vários países da América Latina (México, Argentina, Brasil) mas com maior prevalência 

nas regiões da floresta amazônica. A distribuição de P. ceti também abrange vários países da 

América Latina e se espalha infectando golfinhos (VILELA et al., 2021). 
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Figura 5. Distribuição geográfica das espécies do gênero Paracoccidioides spp. e seus respectivos hospedeiros. 

Fonte: Adaptado de Rodrigues et al. (2023) 
 

1.5 Aspectos clínicos  

Diferentes classificações clínicas da PCM foram propostas ao longo do tempo, 

refletindo distintas abordagens para compreender a evolução e apresentação da doença. De 

acordo com o II Consenso Brasileiro em Paracoccidioidomicose (2017), a PCM é classificada 

em três categorias principais: A) Infecção paracoccidióidica; B) Paracoccidioidomicose 

(doença), subdividida em: B.1) Forma aguda/subaguda (juvenil), classificada em moderada e 

grave; B.2) Forma crônica, classificada em leve, moderada e grave; C) Forma residual 

(SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). 

A forma aguda ou subaguda da PCM, também denominada tipo juvenil, acomete 

principalmente crianças e jovens adultos, representando entre 5% e 25% dos casos 

diagnosticados (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). Essa apresentação clínica caracteriza-se 

por uma evolução rápida e agressiva, apresentando a manifestação mais grave da doença, com 

alta taxa de letalidade, especialmente em crianças e adolescentes, devido à ineficácia da 

resposta imunológica celular nesses indivíduos (DE MACEDO et al., 2017). 
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A patogênese dessa forma está associada a uma resposta imunológica desregulada de 

célulass Th2, o que compromete a capacidade do hospedeiro em controlar a carga fúngica, 

favorecendo a disseminação sistêmica do patógeno (DE MACEDO et al., 2017). Essa forma 

clínica acomete ambos os sexos, com uma prevalênciasemelhante entre homens e mulheres. A 

evolução da PCM aguda é frequentemente fulminante, com manifestações clínicas surgindo 

semanas ou meses após a exposição primária ao P. brasiliensis. (SHIKANAI-YASUDA et al., 

2017). 

 Os principais sinais e sintomas incluem febre persistente, perda de peso significativa e 

linfadenomegalia generalizada, frequentemente associada a hepatomegalia e esplenomegalia. 

Além disso, o aumento dos gânglios linfáticos, muitas vezes evoluindo para supuração e 

formação de fístulas, pode ocasionar atraso no diagnóstico. Essas manifestações clínicas são as 

características predominantes dessa forma clínica da doença (SHIKANAI-YASUDA et al., 

2017). Diferentemente da PCM crônica, o comprometimento pulmonar é raro na apresentação 

aguda, o que a diferencia de outras formas da doença. Embora lesões em órgãos como pele, 

ossos, cavidade oral e intestinos possam ocorrer, elas são menos frequentes nesta forma clínica 

(MARQUES et al., 2007). 

Já a forma crônica ou adulta da PCM corresponde a 80% a 95% dos casos da doença. 

Afeta predominantemente homens acima de 30 anos, em uma razão de aproximadamente 10:1 

em relação às mulheres, e tem como principal característica o comprometimento pulmonar e do 

trato respiratório superior (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). As mucosas orais e a pele 

perioral também são frequentemente acometidas, resultando em lesões ulceradas e 

inflamatórias ao redor da boca e do nariz afetadas (MARQUES et al., 2007). Além disso, a 

disseminação hematogênica do fungo pode levar ao envolvimento de órgãos como as glândulas 

adrenais, ossos e, em alguns casos, o sistema nervoso central indivíduos  (DE ALMEDIA et al., 

2004). 

O período de latência da PCM crônica pode ser bastante variável, podendo se estender 

de anos a décadas, o que contribui para sua evolução insidiosa e progressiva (HAHN et al., 

2022). Clinicamente, essa forma pode se manifestar de duas maneiras principais: unifocal, 

quando acomete apenas um órgão ou sistema, sendo os pulmões o principal local de 

envolvimento; e multifocal, quando há acometimento simultâneo de múltiplos órgãos e 

sistemas, como pele, mucosas, pulmões e glândulas suprarrenais. As manifestações clínicas 

mais frequentes incluem lesões ulceradas nas mucosas oral, faríngea e laríngea, além de 
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comprometimento cutâneo caracterizado por lesões ulceradas ou verrucosas (HAHN et al., 

2022). 

Entre as diferentes propostas de classificação, destaca-se a abordagem de Benard 

(BENARD et al., 2021),  que revisita os conceitos tradicionais da PCM ao sugerir uma transição 

gradual entre a forma pulmonar primária (PP-PCM) e a forma crônica, em contraste com a visão 

convencional de reativação abrupta de focos latentes. Essa proposta amplia a compreensão dos 

desfechos clínicos da PCM, fornecendo novas perspectivas sobre sua patogênese e manejo, o 

que pode influenciar futuras abordagens terapêuticas e estratégias de acompanhamento dos 

pacientes. 

 

1.6 Diagnóstico 

O diagnóstico da PCM é realizado por meio da integração dos dados clínicos, 

epidemiológicos e laboratoriais (ALMEIDA-PAES et al., 2022). No aspecto laboratorial, se 

baseia principalmente na identificação e no isolamento do fungo, realizados por meio de exames 

microscópicos e cultivo micológico, que são considerados o "padrão-ouro" para confirmar a 

doença (ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2014). 

No entanto, a citopatologia e a histopatologia também são ferramentas de grande valor 

no diagnóstico da PCM (ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2014). Adicionalmente, outras técnicas, 

como os testes sorológicos, são utilizadas como ferramentas complementares, permitindo a 

detecção de anticorpos específicos circulantes. Entretanto as técnicas sorológicas apresentam 

limitações relacionadas à sensibilidade e especificidade (DA SILVA et al., 2016). Nesse 

cenário, as técnicas moleculares, como a reação em cadeia da polimerase (PCR) “in house” 

vêm ganhando relevância como ferramentas diagnósticas, permitindo a detecção específica e 

sensível do agente etiológico, mesmo em amostras com baixa carga fúngica (ROCHA-SILVA 

et al., 2017). 

 

1.6.1     Exame microscópico direto e cultivo 

Para a realização do exame microscópico direto, podem ser utilizados diferentes tipos 

de amostras clínicas, como raspados de lesões na pele e mucosas, escarro, lavado 

broncoalveolar, aspirados de linfonodos, líquido cefalorraquidiano, entre outras (RESTREPO; 

GÓMEZ; TOBÓN, 2012). Essas amostras são processadas e posteriormente montadas em 

lâminas, às quais se adiciona hidróxido de potássio (KOH) a 10% ou hidróxido de sódio 
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(NaOH) a 4%, permitindo a clarificação do material para análise microscópica em aumentos de 

40x a 100x (ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2014). 

Esse procedimento permite a visualização das células fúngicas características de 

Paracoccidioides sp., que são leveduriformes, arredondadas, de parede celular espessa e 

refringente, com tamanhos variados (4–40 µm) e vacúolos lipídicos proeminentes. Também é 

possível observar células-mãe de grande tamanho, rodeadas por várias células-filhas, 

apresentando brotamento múltiplo em forma de " “timão de navio”. Em outros casos, algumas 

células apresentam apenas dois brotos, adquirindo uma aparência semelhante ao "Mickey 

Mouse" (Figura 6) (PEÇANHA-PIETROBOM et al., 2023). 

 
Figura 6. Microscopia com NaOH observando as células com multibrotamentos. 
 

Fonte: Adaptado de Restrepo et al., (2019). 

Para o isolamento do fungo, o cultivo pode ser realizado em diferentes meios, como 

ágar Sabouraud (SAB), ágar Sabouraud suplementado com antibióticos como cicloheximida e 

cloranfenicol (SCC), ágar Infusão Cérebro e Coração (BHI), ágar Glicose-Peptona-Extrato de 

Levedura (GPY) e meio de Fava-Netto, entre outros (GÓMEZ; TOBÓN; GONZÁLEZ, 2024). 

 Paracoccidioides sp. é um fungo de crescimento lento e difícil. Por essa razão, utiliza-

se meios enriquecidos com nutrientes essenciais e antibióticos, para inibir a proliferação de 

bactérias da microbiota comum, que podem crescer mais rapidamente e competir com o fungo, 

dificultando seu isolamento  (RESTREPO; GÓMEZ; TOBÓN, 2012). 

Em laboratório, as amostras são cultivadas simultaneamente nas duas temperaturas, 

mencionadas a seguir. A temperatura ambiente de 25- 28°C, o fungo Paracoccidioides sp. 
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cresce na forma filamentosa, sendo possível observar o desenvolvimento de colônias irregulares 

de cor branca a creme e superfície elevada após um período de incubação de 15 a 30 dias 

(TELES; MARTINS, 2011). Já a 35-37°C, com um período de incubação entre 10 e 15 dias, 

apresenta-se na forma leveduriforme, caracterizando-se por colônias cremosas, cerebriformes 

de coloração bege . O tempo de desenvolvimento das colônias é variável, podendo levar 

semanas ou até meses (NUCCI; COLOMBO; QUEIROZ-TELLES, 2009). 

 

1.6.2 Exame Citopatológico e histopatológico 

O exame citopatológico é realizado por meio da análise de células isoladas provenientes 

de diversas amostras, como escarro, lavado broncoalveolar, punção aspirativa por agulha fina 

(PAAF) de linfonodos, além de raspados de lesões cutâneas e mucosas. Essas amostras podem 

ser coradas com colorações como Giemsa, Papanicolaou, impregnação pela prata Gomori-

Grocot (GMS), ácido periódico de Schiff (PAS), permitindo a identificação das formas 

leveduriformes características de Paracoccidioides sp. (DE SOUZA VIANNA et al., 2013; 

SIVIERI DE ARAÚJO; SOUSA; CORREIA, 2003). 

O exame histopatológico, por sua vez, é baseado na análise de biópsias de tecidos 

afetados, como pele, mucosas, linfonodos e pulmões. As amostras são processadas, incluídas 

em parafina e coradas principalmente com Hematoxilina-Eosina (HE), PAS e GMS, o que 

permite uma melhor visualização das estruturas fúngicas e da resposta inflamatória tecidual. A 

formação de granulomas com células gigantes multinucleadas, infiltrado polimorfonuclear e as 

células de levedura características de Paracoccidioides sp. são marcantes da doença nos 

estágios avançados. Esse tipo de exame também possibilita a avaliação da gravidade da infecção 

(AMEEN; TALHARI; TALHARI, 2010; JENSEN, 2021). 

 

1.6.3 Testes Sorológicos 

Os testes sorológicos disponíveis para o diagnóstico da PCM podem detectar tanto 

anticorpos quanto antígenos circulantes em diversos fluidos biológicos (MENDES et al., 2017). 

No entanto, os mais utilizados são aqueles que identificam anticorpos específicos contra 

antígenos do Paracoccidioides spp. (DE CAMARGO, 2008). Esses testes apresentam 

limitações, pois são influenciados pela variabilidade da resposta imune do hospedeiro, 

especialmente em indivíduos imunossuprimidos. Os testes sorológicos para a detecção de 

anticorpos são amplamente utilizados como método complementar em laboratórios de regiões 

endêmicas e desempenham um papel essencial no prognóstico da doença, permitindo o 
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monitoramento dinâmico dos títulos de anticorpos ao longo do tratamento. Essa abordagem 

auxilia na tomada de decisão clínica sobre a continuidade ou interrupção da terapia antifúngica, 

contribuindo para um manejo mais preciso e eficaz da doença, especialmente em pacientes 

imunossuprimidos (TELES; MARTINS, 2011). 

Entre as principais técnicas sorológicas empregadas no diagnóstico da PCM, destacam-

se a imunodifusão dupla em gel de ágar (IDD), a contraimunoeletroforese (CIE), os 

tratamento(ELISA), a técnica de Western blotting e o teste de aglutinação do látex (LA)  

(CAMARGO; DE; 2000, [s.d.]; PEÇANHA et al., 2022). 

Por outro lado, os testes sorológicos são úteis na avaliação da gravidade da doença, uma 

vez que os títulos de anticorpos na PCM correlacionam-se com a gravidade do quadro clínico, 

sendo mais elevados nas formas disseminadas e na apresentação aguda/subaguda. Ademais, 

essas técnicas são empregadas no monitoramento da resposta ao tratamento, permitindo 

acompanhar a redução progressiva dos títulos de anticorpos ao longo do tempo (ALMEIDA-

PAES et al., 2022; MENDES et al., 2017). 

A IDD tem sido o método mais amplamente utilizado no contexto laboratorial-

hospitalar para a PCM, devido à sua simplicidade e ao fato de não exigir equipamentos de alto 

custo (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). No entanto, esta técnica apresenta desvantagens, 

como a ocorrência de resultados falso-negativos, especialmente em pacientes gravemente 

imunocomprometidos Apesar dessas limitações, a IDD apresenta uma alta taxa de eficiência, 

variando entre 65% e 100%, sendo seu desempenho influenciado pela preparação antigênica 

utilizada (ALMEIDA-PAES et al., 2022; CANO; RESTREPO, 1987; SHIKANAI-YASUDA 

et al., 2017). 

A padronização dos antígenos utilizados nos ensaios sorológicos representa um desafio 

nessas técnicas, uma vez que diferentes espécies do complexo Paracoccidioides apresentam 

variações na composição antigênica (DE MACEDO et al., 2019; MATTOS et al., 2021). A 

glicoproteína GP43 é o principal antígeno imunorreativo de Paracoccidioides spp.; no entanto, 

sua produção varia entre as espécies do fungo, especialmente em P. lutzii, que secreta gp43 em 

menores quantidades e pode apresentar uma organização molecular alterada (CAPELLA 

MACHADO et al., 2013; LEITÃO et al., 2014). 

Essas diferenças nos perfis antigênicos das espécies de Paracoccidioides induzem 

distintas respostas imunes humorais no hospedeiro, impactando diretamente a sensibilidade dos 

testes sorológicos (DA SILVA et al., 2016; HIGUITA-GUTIÉRREZ et al., 2019). 
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1.6.4 Testes Moleculares  

Considerando as limitações dos métodos convencionais de diagnóstico descritas nas 

seções anteriores, destacam-se fatores como a necessidade de profissionais experientes para a 

análise dos exames, o longo tempo necessário para o cultivo, a ocorrência de reações cruzadas 

e resultados falso-negativos, além do polimorfismo da proteína glicoproteína de 43 kDa (gp43), 

que pode desaparecer da circulação durante o tratamento (DEL NEGRO et al., 1995; MORAIS 

et al., 2000; PUCCIA; TRAVASSOS, 1991; TELES; MARTINS, 2011). Ademais, esses 

métodos não permitem a diferenciação entre as espécies do gênero Paracoccidioides (TELES; 

MARTINS, 2011). 

Em resposta a essas limitações, métodos moleculares vêm sendo desenvolvidos para 

auxiliar no diagnóstico da PCM, complementando os métodos microbiológicos, 

histopatológicos e imunológicos (WICKES; WIEDERHOLD, 2018). O diagnóstico molecular 

baseia-se na detecção direta do material genético do fungo em diferentes tipos de amostras, 

incluindo isolados fúngicos em cultivo, fluidos biológicos, biópsias e amostras ambientais, sem 

a necessidade de isolamento prévio do microrganismo (GAVIRIA et al., 2015; KOISHI et al., 

2010; PINHEIRO et al., 2021, 2023; ROCHA-SILVA et al., 2017, 2018). 

A principal técnica utilizada é a reação em cadeia da polimerase (PCR), que permite a 

amplificação de sequências-alvo do DNA fúngico, conferindo alta sensibilidade ao diagnóstico, 

mesmo quando a carga fúngica na amostra é reduzida (HAHN et al., 2022; MENDES et al., 

2017). Diferentes variações da PCR são empregadas para aprimorar a especificidade e a 

sensibilidade da detecção, incluindo duplex PCR, nested PCR, semi-nested PCR, PCR em 

tempo real (qPCR) e PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) (HAHN et al., 

2022). 

Entre os alvos moleculares mais estudados para a identificação de Paracoccidioides 

estão as regiões espaçadoras internas transcritas (ITS) do DNA ribossomal e o gene da gp43, 

que têm sido amplamente utilizados no desenvolvimento de primers específicos para a detecção 

de P. brasiliensis, tanto em culturas quanto diretamente em amostras clínicas de pacientes com 

PCM (GOMES et al., 2000; IMAI et al., 2000). Além da PCR, técnicas baseadas em 

amplificação isotérmica (LAMP - Loop-Mediated Isothermal Amplification) surgiram como 

alternativas promissoras, permitindo a detecção rápida e específica de Paracoccidioides sem 

necessidade de equipamentos sofisticados, sendo viáveis para aplicação em laboratórios com 

infraestrutura limitada (ENDO et al., 2004). Recentemente, estratégias de metagenômica e 
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sequenciamento de nova geração (NGS) também têm sido exploradas para identificar o fungo 

diretamente em amostras clínicas e ambientais, permitindo a caracterização da diversidade 

genética e a diferenciação entre espécies do complexo P. brasiliensis e P. lutzii sem necessidade 

de cultivo prévio (PINHEIRO et al., 2020). 

O desenvolvimento contínuo de testes moleculares específicos e de alto desempenho é 

essencial para aprimorar o diagnóstico da PCM, especialmente em regiões endêmicas, onde a 

detecção precoce pode impactar diretamente a condução do tratamento e o prognóstico dos 

pacientes (ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2014) Apesar dos avanços significativos no 

desenvolvimento de testes moleculares para o diagnóstico da PCM, ainda há um desafio crucial 

a ser superado: a validação em cenários clínicos reais. Muitos dos métodos descritos 

demonstram alta sensibilidade e especificidade em estudos experimentais e laboratoriais, mas 

sua aplicação rotineira na prática clínica ainda requer avaliação padronizada em diferentes 

populações, condições ambientais e tipos de amostras (PINHEIRO et al., 2020). Além disso, a 

falta de consenso sobre alvos genéticos ideais, a necessidade de comparação com métodos 

diagnósticos convencionais e a disponibilidade limitada desses testes em áreas endêmicas são 

fatores que dificultam sua ampla implementação. Assim, embora os testes moleculares 

representem uma abordagem promissora para o diagnóstico rápido e preciso da PCM, mais 

estudos clínicos e multicêntricos são necessários para validar sua aplicabilidade, confiabilidade 

e impacto na tomada de decisões médicas. 

 

1.7 Tratamento 

A abordagem terapêutica da PCM deve considerar sua característica sistêmica, levando 

em conta o estado geral do paciente, a forma de apresentação da doença (subaguda ou crônica) 

e os órgãos afetados (RESTREPO A; TOBÓN AM; GONZALEZ A, 2019). A definição do 

tratamento e sua duração deve considerar a gravidade do caso, antecedentes de falhas 

terapêuticas, viabilidade do uso de medicação oral, existência de comorbidades, gestação e 

adesão do paciente ao regime proposto no II Consenso Brasileiro em Paracoccidioidomicose 

(SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). 

Além do tratamento antifúngico, é essencial adotar medidas de suporte, como o controle 

da tríade desnutrição-imunossupressão-infecção. A interrupção do consumo de álcool e tabaco, 

hábito frequente entre pacientes com PCM, também contribui significativamente para a 

recuperação (RESTREPO A; TOBÓN AM; GONZALEZ A, 2019). O tratamento da PCM 
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baseia-se em três principais classes de antifúngicos: sulfonamidas, polienos (anfotericina B) e 

derivados dos azóis. As opções terapêuticas incluem:  

Sulfonamidas de eliminação lenta: A dose recomendada de sulfametoxazol-

trimetoprima para adultos é de 800/160 mg duas vezes ao dia, enquanto para crianças varia 

entre 40-50 mg/kg de sulfametoxazol e 8-10 mg/kg de trimetoprima, também duas vezes ao dia 

(Tabela 1) (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). 

A terapia deve ser mantida por até dois anos, embora a longa duração esteja associada 

a altas taxas de abandono. Essa combinação destaca-se pela boa eficácia, baixo custo e 

possibilidade de administração oral ou parenteral quando necessário, tornando-se uma opção 

valiosa devido à sua acessibilidade e boa tolerabilidade (MARQUES, 2013). 

O principal efeito adverso é a mielotoxicidade, que pode ser controlada com ácido 

folínico sem comprometer a eficácia do tratamento. Além disso, essa terapia pode ser usada 

inicialmente em associação com anfotericina B (AmB) (GÓMEZ; TOBÓN; GONZÁLEZ, 

2024). 

Azóis sistêmicos: O azól de escolha para essa micose e o itraconazol , que apresenta 

uma eficácia em até 95% dos casos, com poucos efeitos colaterais, e a taxa de recidiva é de 

aproximadamente 5% (GÓMEZ; TOBÓN; GONZÁLEZ, 2024). Como terapia primária para 

casos mais brandos, recomenda-se o itraconazol, que induz uma melhora clínica mais rápida e 

uma cura sorológica superior em comparação a outros (CAVALCANTE et al., 2014). 

A dose usual para adultos varia entre 200 e 400 mg/dia por até seis meses. Para crianças 

com mais de 5 anos e peso inferior a 30 kg, a dose recomendada é de 5 a 10 mg/kg/dia, 

ajustando-se conforme os parâmetros de cura (Tabela 1). Em casos graves de PCM em adultos, 

doses mais altas podem ser administradas (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). 

Para melhor biodisponibilidade e absorção, recomenda-se a formulação em solução 

orale no caso sejam utilizadas cápsulas de itraconazol, deve-se evitar medicamentos que 

reduzam a acidez gástrica (GÓMEZ; TOBÓN; GONZÁLEZ, 2024). 

De maneira geral, os azóis apresentam bons resultados e baixas taxas de recidiva. 

Estudos recentes indicam que o voriconazol (800 mg/dia, isolado ou em combinação) pode ser 

uma alternativa eficaz. Diferentemente das sulfonamidas, os azóis possibilitam a cura clínica e 

micológica em aproximadamente seis a oito meses (MUKHERJEE et al., 2005). 
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Anfotericina B: A dose da anfotericina B desoxicolato varia entre 0,5 e 0,7 mg/kg/dia. 

Para as formulações lipídicas, a dose padrão é de 3 mg/kg/dia, podendo variar entre 3 e 5 

mg/kg/dia  (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). 

Esse antifúngico é a terapia de escolha para casos graves e disseminados, sendo 

geralmente administrado em ambiente hospitalar devido aos seus efeitos adversos (GÓMEZ; 

TOBÓN; GONZÁLEZ, 2024). A duração do tratamento varia de 2 a 4 semanas, dependendo 

da melhora clínica do paciente. Após esse período, a terapia deve ser continuada com 

antifúngicos orais (PEÇANHA et al., 2016). 

Devido à alta toxicidade da anfotericina B desoxicolato, pode-se optar por formulações 

lipídicas, como a anfotericina B lipossomal, que reduz o risco de nefrotoxicidade. Além disso, 

outras formulações lipídicas, como a anfotericina B em dispersão coloidal (ABCD) e o 

complexo lipídico de anfotericina B (ABLC), foram desenvolvidas e estão disponíveis em 

diversos países (PEÇANHA et al., 2016). 

Tabela 1. Medicamentos e doses recomendadas para o tratamento da paracoccidioidomicose (PCM).  

 

Fonte: Adaptado de Shikanai-Yasuda et al., 2017. 

1.8 Resposta Imune e fatores de virulência 

A PCM é uma micose sistêmica cuja evolução da doença depende da complexa 

interação entre os fatores de virulência do Paracoccidioides e a resposta imunológica do 

hospedeiro. A progressão da infecção pode resultar na eliminação do patógeno sem sequelas ou 

na disseminação da doença, levando a manifestações crônicas e debilitantes (BURGER et al., 

2021). 

A resposta imune mediada por células T auxiliares do tipo 1 (Ta1) desempenha um 

papel fundamental na contenção da infecção, promovendo a ativação de macrófagos e a 
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formação de granulomas organizados (BURGER et al., 2021). Além disso, as células célulass 

T auxiliares do tipo 17 (Ta17), também contribuem para a proteção contra infecções fúngicas. 

Foi demonstrado que essas células estimulam a produção de citocinas pró-inflamatórias e 

quimiocinas, recrutando neutrófilos e outras células para controlar os patógenos no local da 

infecção (VELDHOEN, 2017). No entanto, Paracoccidioides possui diversos mecanismos de 

evasão imunológica que favorecem sua persistência no hospedeiro, contribuindo para a 

cronicidade da doença e suas complicações clínicas (CAMACHO; NIÑO-VEGA, 2017). 

A resposta imunológica contra Paracoccidioides inicia-se com a ativação da imunidade 

inata, que reconhece o patógeno e desencadeia mecanismos de defesa essenciais para conter a 

infecção. Esse processo envolve o reconhecimento de padrões moleculares fúngicos e a 

ativação celular, promovendo uma resposta inicial contra o microrganismo (CALICH et al., 

2008). 

A resposta imune adaptativa contra Paracoccidioides é mediada por célulass T e B, 

sendo a imunidade celular essencial para o controle da infecção (CEZAR-DOS-SANTOS et al., 

2020). Como mencionado anteriormente, a ativação das respostas Ta1 e Ta17 promove a 

ativação de macrófagos e a formação de granulomas organizados, restringindo a disseminação 

do fungo. Em contraste, uma resposta predominante de perfil de células T auxiliar do tipo 2 

(Ta2) ou perfil de células T auxiliar do tipo 9 (Ta9) está associada à maior susceptibilidade, 

favorecendo a progressão da doença (BURGER et al., 2021). 

Embora os anticorpos não constituam a principal via de defesa, eles desempenham um 

papel na neutralização do patógeno e na modulação da resposta imune. Evidências sugerem que 

anticorpos monoclonais específicos podem inibir o crescimento fúngico e reduzir a carga da 

infecção, demonstrando potencial terapêutico (TOLEDO et al., 2010). 

Os fatores de virulência de Paracoccidioides spp. modulan la respuesta inmune 

protectora de varias maneras, desempenham um papel crucial na adesão, invasão, evasão da 

resposta imune e adaptação ao hospedeiro, promovendo a sobrevivência do fungo e a 

progressão da doença (DE OLIVEIRA et al., 2015). 

 A adesão e invasão são mediadas por adesinas, como a glicoproteína de 43 kDa (gp43) 

e enzimas glicolíticas enolase (ENO), frutosose-bifosfato aldolase (FBA), gliceraldeído-3-

fosfato desidrogenase (GAPDH) e triose-fosfato isomerase (TPI), que facilitam a fixação do 

fungo às células do hospedeiro e induzem apoptose em células epiteliais, favorecendo sua 

disseminação (LOPES et al., 1994; MARCOS et al., 2014; MENDES-GIANNINI et al., 2000) 
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 Para evadir o sistema imune, Paracoccidioides emplea varias estratégias como 

enmascaramiento de padrões moleculares associados a patógenos (PAMP) estimulatorios e na 

forma patógena levaduriforme substitui β-(1,3)-glucano por α-(1,3)-glucano na parede celular, 

dificultando o reconhecimento pelos fagócitos (CAMACHO; NIÑO-VEGA, 2017). Além 

disso, a melanização das leveduras e a inibição da liberação de óxido nítrico (NO) por 

macrófagos reduzem a resposta inflamatória e aumentam a resistência ao estresse oxidativo 

(POPI; LOPES; MARIANO, 2002; SANTOS et al., 2020). 

A adaptação ao hospedeiro é garantida pelo dimorfismo térmico, regulado por proteínas 

de choque térmico (HSPs), além da ação de enzimas antioxidantes, como superóxido dismutase 

(SOD) e catalase, que protegem o fungo contra espécies reativas de oxigênio (DE ARRUDA 

GROSSKLAUS et al., 2013). Outros fatores, como a glicoproteína de 70 kDa (gp70), 

hemolisinas e hemaglutininas, contribuem para a resistência fúngica, obtenção de ferro e 

persistência no organismo, tornando Paracoccidioides um patógeno altamente adaptado ao 

ambiente intracelular (CEZAR-DOS-SANTOS et al., 2018, 2020; MARICATO et al., 2010). 

 

1.9 Paracoccidioidomicose no Paraguai  

A PCM, é a principal micose sistêmica registrada no Paraguai  (MINISTERIO DE 

SALUD PÚBLICA Y BIENESTAR SOCIAL. PARAGUAY, 2016)(MUÑOZ et al., 2016b; 

RICHINI-PEREIRA et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2020) 

Os primeiros registros da PCM no país datam em 1920, quando a doença foi mencionada 

em uma revisão publicada em uma revista médica paraguaia, sendo referida como 

“blastomicose sul-americana” (ESCOMEL et al., 1920). 

Anos depois, em 1933, casos de PCM foram descritos em prisioneiros de guerra 

bolivianos no território paraguaio, embora não tenham sido considerados autóctones 

(BOGGINO et al., 1934; BOGGINO et al., 1935). O primeiro caso autóctone de PCM no 

Paraguai foi documentado em 1935 por Juan Boggino, que diagnosticou a infecção em um 

soldado paraguaio, Ele se referiu à doença como "granuloma coccidióidico" e descreveu 

estruturas compatíveis com Paracoccidioides spp. (BOGGINO et al., 1935). Desde então, a 

doença tem sido objeto de estudo no país. Posteriormente, Boggino também foi responsável 

pela publicação dos primeiros relatos de casos confirmados no Paraguai (Figura 7) 

(INSAULRRALDE et al., 1938; GONZALEZ et al., 1944). 
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Em uma revisão sistemática, Araújo e colaboradores compilaram os casos de PCM 

adquiridos no Paraguai entre 1934 e 2023, identificando um total de 479 casos. Quanto ao perfil 

clínico, relataram que a PCM no Paraguai afeta principalmente homens adultos, com uma idade 

média de 45,78 anos, que trabalham na agricultura. A forma clínica predominante é a crônica, 

com acometimento pulmonar e sintomas semelhantes aos da tuberculose. A distribuição 

geográfica da doença é ampla, com a maioria dos casos concentrando-se na Região Oriental do 

Paraguai, mas com relatos em quase todos os estados do país. A coexistência com outras 

doenças, especialmente a tuberculose, representa um desafio diagnóstico e terapêutico. Além 

disso, a PCM frequentemente afeta indivíduos em condições socioeconômicas desfavorecidas, 

refletindo as desigualdades em saúde no Paraguai (Figura 7) (ARAÚJO et al., 2016). 

 
 

Figura 7. Histórico da paracoccidioidomicose (PCM) e casos no Paraguai. 

Fonte: Autoria própria utilizando recursos visuais do Google Imagens. 
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1.10 Organização geográfica do Paraguay  

Em termos político-administrativos Paraguai esta dividido em 17 estados como 

ilustrado na Figura 8: I Concepción, II San Pedro, III Cordillera, IV Guairá, V Caaguazú, VI 

Caazapá, VII Itapúa, VIII Misiones, IX Paraguarí, X Alto Paraná, XI Central, XII Ñeembucú, 

XIII Amambay, XIV Canindeyú, XV Presidente Hayes, XVI Boquerón, XVII Alto Paraguay e 

o Distrito Capital: Assunção (“Ordenamiento Territorial de la República del Paraguay : 

Repertorio Normativo de la División Política y Administrativa.”) 

 

Figura 8. Mapa do Paraguai: Divisão politico-administrativa  

Fonte: Adaptado do site ABC digital 
 

O Paraguai possui duas regiões naturais diferenciadas pelo rio Paraguai. À direita do rio 

localiza-se a região Ocidental ou Chaco, com um clima que varia desde o tipo "úmido" 

(próximo ao rio), semiárido até árido, à medida que se avança em direção à fronteira com a 

Bolívia. As chuvas são escassas e sazonais, as temperaturas são elevadas, os solos são salinos 
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e quase não há água subterrânea. Esses fatores impõem limitações à produção agropecuária e 

ao estabelecimento populacional, ambos escassos e dispersos (TORRES et al., 2018). 

À esquerda do rio Paraguai localiza-se a região Oriental, com uma área de 159.827 km². 

Apresenta relativa homogeneidade em termos de fatores climáticos, com chuvas bem 

distribuídas ao longo do ano, temperatura média de 23,3 ºC, solos profundos e aptos para a 

agricultura; não possui zonas montanhosas. A flora e a fauna são muito variadas, com florestas 

e pradarias naturais, além de uma diversificada rede de recursos hídricos (TORRES et al., 2018)

 

Figura 9. Mapa do Paraguai, regiões naturais. 

Fonte: Adaptado do site da Embaixada do Paraguai no Japão. 
 

1.11 Epidemiologia molecular 

A epidemiologia molecular e a modelagem de nicho ecológico (MNE) são ferramentas 

fundamentais no estudo de doenças infecciosas. O avanço das técnicas de sequenciamento de 

nova geração (NGS) permitiu uma caracterização genética mais precisa das espécies do gênero 
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Paracoccidioides, enquanto a modelagem ecológica pode contribuir para a compreensão dos 

fatores ambientais que influenciam sua distribuição geográfica.  

Esses métodos podem ser aplicados para esclarecer padrões epidemiológicos da PCM, 

principalmente em áreas pouco exploradas e de difícil acesso. A epidemiologia molecular da 

PCM avançou significativamente com a genômica comparativa e o sequenciamento de 

linhagens isoladas de pacientes e do meio ambiente (MUÑOZ et al., 2016; RICHINI-PEREIRA 

et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2020). 

Esses avanços têm permitido monitorar a evolução genética das espécies de 

Paracoccidioides em diferentes regiões geográficas, identificar clusters epidemiológicos que 

possam indicar surtos localizados ou novas variantes emergentes, analisar a variabilidade 

genética intraespecífica, diferenciando P. brasiliensis de P. lutzii e outras variantes genéticas, 

além de avaliar a relação entre isolados clínicos e ambientais, determinando possíveis rotas de 

transmissão e fatores que influenciam a infecção.  

O uso de NGS em isolados de Paracoccidioides permite a identificação de elementos 

transponíveis, mutações em genes relacionados à virulência e adaptação ao ambiente, além da 

compreensão da diversidade genética entre diferentes regiões endêmicas (Muñoz et al., 2016). 

Além disso, a epidemiologia molecular tem sido essencial para compreender a distribuição 

geográfica das espécies do complexo P. brasiliensis, que inclui diferentes genótipos, e a 

diferenciação com P. lutzii, cuja epidemiologia é distinta e concentra-se principalmente no 

Centro-Oeste do Brasil (Teixeira et al., 2020).  

A modelagem de nicho ecológico (MNE) é uma ferramenta essencial para prever a 

distribuição geográfica potencial de Paracoccidioides, especialmente em regiões pouco 

exploradas. Métodos como Máxima Entropia (MaxEnt) e Random Forest são amplamente 

utilizados para correlacionar dados de ocorrência de espécies com variáveis ambientais, 

incluindo clima, tipo de solo, vegetação e altitude (ESCOBAR; CRAFT, 2016; STEVENS; 

PFEIFFER, 2011). Enquanto o MaxEnt estima a distribuição potencial do patógeno com base 

na maximização da entropia  (YANG et al., 2025), o Random Forest, um modelo de 

aprendizado de máquina, combina múltiplas árvores de decisão para identificar padrões 

ambientais que favorecem a presença do fungo e sua transmissão (AAWAR; SRIVASTAVA, 

2022). A aplicação desses métodos possibilita uma análise mais robusta, contribuindo para a 

identificação de áreas de risco e para o aprimoramento das estratégias de vigilância 

epidemiológica. 
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Os estudos prévios, sugerem que a presença de Paracoccidioides está altamente 

correlacionada com fatores ambientais específicos, tais como temperatura e umidade do solo, 

já que regiões com temperaturas médias entre 18-26°C e alta umidade favorecem o crescimento 

do fungo no ambiente. Além disso, o uso do solo e o desmatamento são fatores determinantes 

para a disseminação da PCM, pois a doença é frequentemente associada a atividades como 

agricultura, pecuária e construção civil, que expõem o solo contaminado com conídios do fungo 

(Queiroz-Telles et al., 2017). A altitude e a vegetação também influenciam a ocorrência da 

PCM, sendo mais prevalente em áreas de Mata Atlântica e Cerrado, geralmente entre 500 e 

1.500 metros de altitude, onde as condições são favoráveis para o desenvolvimento do fungo 

no ambiente.  

Estudos recentes demonstram que a aplicação da Modelagem de Nicho Ecológico 

(MNE), associada à análise genômica, pode prever novos focos de doenças fúngicas, incluindo 

regiões anteriormente consideradas de baixa endemicidade. Recentemente, nosso grupo 

identificou áreas de expansão de micoses endêmicas, como coccidioidomicose e histoplasmose, 

bem como diferentes padrões de endemicidade dessas doenças em diversas regiões, 

evidenciando a necessidade de estratégias aprimoradas de vigilância epidemiológica e controle 

(EULÁLIO et al., 2024). 

 Modelos baseados em dados climáticos de longo prazo indicam que mudanças 

ambientais podem expandir a área de ocorrência do fungo, aumentando o risco de infecção para 

populações expostas. Além disso, estudos usando dados de sensoriamento remoto têm 

permitido uma maior precisão na estimativa de áreas de risco. Isso é particularmente útil para 

prever o impacto de mudanças climáticas na distribuição do fungo e antecipar futuras áreas 

endêmicas. A combinação de epidemiologia molecular e modelagem de nicho ecológico é uma 

abordagem promissora para aprofundar a compreensão da PCM.  

Enquanto a genômica revela informações sobre a diversidade genética do patógeno e 

sua evolução, a modelagem ecológica fornece insights sobre os fatores ambientais que 

influenciam sua distribuição. Algumas das principais aplicações dessa abordagem integrada 

incluem a identificação de hotspots de transmissão da PCM em regiões pouco estudadas, a 

correlação entre genótipos de Paracoccidioides e fatores ambientais, ajudando a entender a 

ecologia do patógeno, além da vigilância epidemiológica direcionada, permitindo que medidas 

preventivas sejam implementadas em áreas de alto risco. Isso possibilita ainda o 

desenvolvimento de políticas de saúde pública baseadas em dados ambientais e genéticos, 

melhorando a detecção precoce e a resposta a surtos.  
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O avanço das técnicas de epidemiologia molecular e modelagem de nicho ecológico 

tem revolucionado o estudo da PCM, permitindo uma compreensão mais detalhada da sua 

distribuição, fatores de risco e diversidade genética. O uso dessas ferramentas fornece 

informações críticas para a prevenção e controle da doença. À medida que novas tecnologias 

continuam a evoluir, espera-se que a integração dessas abordagens possibilite um 

monitoramento mais eficiente da PCM, especialmente em áreas pouco exploradas. 

 

2. JUSTIFICATIVA 

Apesar de a PCM ter sido descrita há mais de 100 anos (LUTZ, 1908), ela ainda é pouco 

conhecida, tanto pela população em geral quanto por muitos profissionais de saúde. Essa falta 

de conhecimento dificulta o diagnóstico precoce, atrasando o tratamento e prejudicando o 

prognóstico dos pacientes. No Paraguai, a ausência de estudos detalhados sobre as regiões 

endêmicas da PCM comprometia o entendimento de sua distribuição geográfica e de seu 

impacto na saúde pública. 

Recentemente incluída na lista de doenças tropicais negligenciadas pela Organização 

Mundial da Saúde, a relevância da PCM para a saúde pública permanece subestimada devido à 

falta de dados epidemiológicos consistentes. Essa lacuna de informações esteve associada, em 

parte, à ausência de notificação obrigatória da doença no Paraguai e em outros países da 

América Latina com áreas endêmicas. Como consequência, a prevalência da PCM foi 

frequentemente subestimada, contribuindo para sua baixa visibilidade como problema de saúde 

pública. 

Apesar de existirem relatos de casos de PCM no Paraguai, ainda não haviam sido 

realizados estudos abrangentes que explorassem múltiplos isolados do agente etiológico, 

investigassem suas espécies, analisassem suas relações genéticas com isolados de outros países, 

bem como características clínicas e epidemiológicas. Além disso, sabia-se pouco sobre a 

relação entre os isolados paraguaios e os de outras regiões, bem como sobre a ocorrência da 

doença em animais, como os tatus, reconhecidos como possíveis reservatórios naturais do 

fungo. 

Nesse contexto, a implementação de técnicas moleculares para a identificação das 

espécies do gênero Paracoccidioides e a realização de análises de epidemiologia molecular 

mostraram-se fundamentais. Essas ferramentas possibilitaram a obtenção de informações 

inovadoras, ampliando o conhecimento sobre a PCM, contribuindo de forma significativa para 
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o campo da micologia clínica e fornecendo subsídios relevantes para o desenvolvimento de 

estratégias de saúde pública. 

Este estudo buscou preencher essas lacunas de conhecimento existentes por meio da 

identificação molecular das espécies que circulam no Paraguai. A pesquisa realizada não apenas 

representou um avanço científico no país, como também constituiu uma contribuição 

importante para a compreensão da PCM na América Latina. 

 

3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

-Descrever os aspectos epidemiológicos e moleculares da PCM com base nos casos 

registrados no Centro de Especialidades Dermatológicas do Paraguai.  

3.2  Objetivos específicos 

 -Identificar as características clínicas e epidemiológicas dos casos diagnosticados de 

PCM no Centro de Especialidades Dermatológicas.  

-Analisar a distribuição geográfica e prevalência da PCM no Paraguai mediante o 

georreferenciamento das localidades de residência dos casos registrados no Centro de 

Especialidades Dermatológicas e no Laboratório Central de Saúde Pública. 

- Realizar a modelagem de nicho ecológico (MNE) para prever a distribuição geográfica 

potencial de Paracoccidioides no Paraguai, utilizando o método de Random Forest Modeling. 

-Conhecer a diversidade genômica sobre as espécies de Paracoccidioides no Paraguai 

através de sequenciamento completo do genoma, análises filogenéticas e genéticas de 

populações e caracterização morfológica. 

-Comparar os genótipos observados no Paraguai com os observados em outros países 

da América Latina, principalmente os que fazem fronteira com o Paraguai como Brasil, 

Argentina e Bolívia. 

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Aspectos éticos 

 Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Laboratório Central de 

Saúde Pública do Paraguai (código de dictamen Nro. 255-2024), seguindo as diretrizes éticas 

nacionais e internacionais, incluindo a Declaração de Helsinque e as recomendações da 
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Organização Pan-Americana da Saúde (OPS) e da Organização Mundial da Saúde (OMS) 

(Mundial, A. M. 2013 ; CIOMS, 2016). Os dados foram anonimizados para realização dos 

estudos, garantindo a confidencialidade e seu uso exclusivo para fins científicos.  

 
Figura 10. Fluxograma do processo de trabalho: Extração de Dados, Elaboração de Mapas, Recuperação, Extração 
e Análises Genéticas de Isolados de Paracoccidioides sp. O fluxograma descreve o processo de trabalho realizado, 
iniciando com a extração de dados dos prontuários, seguido pela recuperação de isolados, extração de DNA e 
análises filogenéticas e de genética populacional de 9 genomas de Paracoccidioides sp. provenientes da micoteca 
do CED San Lorenzo-Central. A recuperação dos isolados foi conduzida em meios de cultura GPY e BHI, 
totalizando 14 amostras. Destas, 10 amostras viáveis foram submetidas à extração de DNA, com subsequente 
sequenciamento genômico de 9 amostras. Para as análises de bioinformática, os genomas dos isolados do CED 
foram comparados com outros 75 genomas de Paracoccidioides sp. disponíveis em estudos publicados, incluindo 
a identificação de SNPs (Polimorfismos de Nucleotídeo Único) e a inferência filogenética. O processo também 
abrangeu etapas de georreferenciamento, modelagem de distribuição de espécies e análises da composição genética 
das populações, proporcionando uma visão abrangente da diversidade e distribuição genética dos isolados 
estudados. 

4.2 Coleta de dados clínicos e sociodemográficos de pacientes com 

paracoccidioidomicose no CED.  

 O estudo foi realizado no Laboratório de Microbiologia do Centro de Especialidades 

Dermatológicas (CED), que atua como centro de referência em micologia para diagnóstico de 

PCM no sistema público de saúde do Paraguai. Esta etapa foi desenvolvida como um estudo 
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retrospectivo, utilizando dados extraídos de prontuários médicos, tanto físicos quanto 

eletrônicos, de pacientes diagnosticados com PCM entre 2014 e 2024. 

Os casos clínicos foram diagnosticados seguindo as diretrizes brasileiras para o manejo 

da PCM. As biópsias foram primeiramente pré-tratadas com gentamicina, antes de prosseguir 

para os testes microbiológicos, que incluíram a observação microscópica e o cultivo fúngico. O 

exame direto das biópsias ou biofluidos envolveu a visualização de células leveduriformes com 

múltiplos brotamentos sob microscópio de luz, utilizando KOH a 10%, identificando células de 

levedura (4–40 μm) com parede espessa e refringente e formações características de 

brotamento, lembrando uma "roda de piloto" ou a aparência de "Mickey Mouse". O cultivo 

fúngico foi realizado em ágar Infusão Cérebro-Coração (BHI) suplementado com 10% de 

sangue de ovelha, incubado a 37°C de 10 a 20 dias, resultando em colônias de levedura do tipo 

cerebriforme. Além disso, o material foi semeado em ágar Sabouraud (SAB) a 28°C e 37°C por 

15 a 30 dias. 

As informações clínicas, epidemiológicas e sociodemográficas foram organizadas em 

uma planilha do programa Microsoft Excel, versão 16.94. Os dados registrados incluíram o 

hospital de origem do caso, o ano do diagnóstico, idade, sexo biológico, ocupação, distrito de 

residência, forma clínica da doença, órgão afetado, presença de envolvimento pulmonar, 

localização e tempo de evolução da lesão, histórico de tabagismo, consumo de álcool, 

coinfecções, comorbidades e detalhes do tratamento, incluindo dose e duração.  

4.3 Georreferenciamento 

Os dados referentes ao local de residência dos casos de PCM, obtidos a partir dos 

registros do CED, foram complementados com a inclusão de casos de PCM diagnosticados 

entre 2004 a 2014 no Laboratório Central de Saúde Pública do Paraguai (LCSP). Esse conjunto 

de dados foi utilizado para a elaboração de três tipos de mapas: a) Mapas de distribuição 

geográfica dos casos de PCM no Paraguai, representados por município e estado, gerados por 

meio do software QGIS versão 3.36.3 b) Mapas de prevalência da PCM no Paraguai, gerados 

no QGIS versão 3.36.3. A prevalência foi calculada como a razão entre o número de casos por 

estado e a população total, multiplicada por 100.000 habitantes  c) Mapas de estimativa de 

densidade Kernel (KDE) foram desenvolvidos no QGIS versão 3.36, com o objetivo de 

identificar áreas de maior concentração da doença. Esses mapas estão relacionados com as 

ecorregiões do Paraguai, cujos arquivos no formato shapefile foram solicitados através do 

Portal Unificado de Acesso à Informação Pública do Paraguai 
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(https://informacionpublica.paraguay.gov.py/#!/), sob o número de solicitação Solicitud Nro.: 

89337. A solicitação foi respondida pelo Ministério do Meio Ambiente e Desenvolvimento 

Sustentável (MADES), por meio da Direção de Geomática, que emitiu um memorando com a 

referência Prov. Geo N° 15/2025 e disponibilizou os arquivos via e-mail. As coordenadas 

geográficas correspondes ao local de residência, seja em nível distrital ou estadual, foram 

aleatorizadas dentro do estado correspondente por meio da função randomPoints do Google 

Earth Engine (GORELICK et al., 2017). Amostras sem informações geográficas foram 

excluídas da análise. 

4.4 Recuperação dos isolados clínicos de Paracoccidioides sp. da micoteca do 

CED 

Da micoteca do CED, tivemos acesso a 14 isolados. Esta etapa foi realizada no 

laboratório de Nível de Biossegurança 2 (BSL2). Para recuperar esses isolados, utilizamos alças 

de inoculação estéreis para transferir uma porção das colônias para dois meios de cultura, tanto 

líquidos quanto sólidos: Infusão Cérebro-Coração (BHI) e Extrato de Glicose-Peptonas-Extrato 

de Levedura (GPY). As placas contendo o meio sólido foram incubadas a 37°C por 20 dias, 

enquanto os tubos com o meio líquido foram mantidos em um agitador a 37°C por 20 dias, 

ajustados para uma rotação de 150 rotações por minuto (RPM). 

O controle de crescimento e contaminação foi realizado por meio de observação 

microscópica, utilizando lâminas coradas com azul de lactofenol, permitindo a visualização das 

estruturas morfológicas características, conforme previamente descrito. Esse procedimento 

garantiu que as colônias isoladas fossem identificadas corretamente, sem contaminação. Quatro 

isolados foram descartados devido à ausência de crescimento ou à presença de contaminação. 

As colônias foram repicadas até o isolamento de uma colônia com biomassa suficiente 

de Paracoccidioides sp. para uma extração eficaz de ácido desoxirribonucleico (ADN), seguida 

de sequenciamento genômico, identificação de SNPs e análises filogenéticas e genéticas de 

populações. 

4.5 Extração de DNA dos isolados clínicos de Paracoccidioides spp. 

O procedimento de purificação do DNA teve início com uma etapa de pré-tratamento 

da amostra devido à espessa parede celular do fungo, o que exigiu a aplicação de disrupção 

mecânica para garantir uma lise celular eficiente. A amostra foi manipulada sob condições 

assépticas, em uma cabine de segurança biológica Classe II, onde aproximadamente 500 mg de 

material leveduriforme fúngico foram cuidadosamente transferidos, utilizando uma alça de 
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inoculação estéril, para um pilão e almofariz pré-resfriados. A amostra foi então submetida à 

disrupção mecânica e, em seguida, à maceração criogênica com nitrogênio líquido, 

promovendo a quebra celular eficaz e resultando em um pó homogêneo e finamente triturado. 

O material fúngico processado foi transferido para um tubo microcentrífugo estéril de 1,5 mL, 

dando continuidade à extração do DNA genômico. 

A purificação do DNA foi realizada utilizando o kit PureLink™ Microbiome DNA 

Purification Kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific), seguindo as especificações do 

fabricante, porém com uma modificação na etapa de eluição, reduzindo o volume de 100 µL 

para 50 µL, a fim de obter uma maior concentração de material genético do fungo. 

Ao final do processo, 50 µL de DNA puro de cada isolado foram devidamente rotulados 

e armazenados a -20°C para análises moleculares posteriores. 

4.6 Sequenciamento genômico e genotipagem dos isolados clínicos de 

Paracoccidioides spp. 

A concentração e pureza do DNA foram avaliadas utilizando um espectrofotômetro 

NanoDrop® 1000 (Thermo Fisher Scientific), por meio da medição da absorbância a 260/280 

nm, garantindo a integridade ideal dos ácidos nucleicos. A integridade dos DNAs extraídos foi 

verificada por eletroforese em gel de agarose a 1%. Para a confirmação molecular da presença 

de Paracoccidioides spp., foi realizada uma reação em cadeia da polimerase em tempo real 

(qPCR), direcionada ao gene Pb27, que possui um tamanho de 157 pares de base (pb) e é 

exclusivamente expresso por espécimes do gênero Paracoccidioides. A amplificação foi 

conduzida utilizando os seguintes oligonucleotídeos: Primer forward (Pb255): 5'-

GCACACCATTCCCGCATACA-3', Primer reverse (Pb411): 5'-

TTTGACCTTCTGACCGTTGA-3' e Sonda Para-FAM: 5'-

TGACTACCAAAGCTGGCCGCA-3' (fluoróforo FAM com quencher não fluorescente). O 

protocolo seguiu as diretrizes validadas descritas por Rocha Silva et al. (2017) e as reações 

foram conduzidas em um termociclador BIO-RAD CFX-96 Touch Real-Time PCR Detection 

System.  

O sequenciamento do genoma completo (WGS) foi realizado para avaliar a variação 

genômica entre as cepas de Paracoccidioides. As bibliotecas de sequenciamento de nove cepas 

do Paraguai foram preparadas utilizando 1 µg de DNA genômico de alta qualidade, seguindo o 

protocolo do KAPA HyperPrep Library Preparation Kit (Roche, Basel, Suíça) para plataformas 

de sequenciamento Illumina®. Cada biblioteca foi indexada com códigos de barras 
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nucleotídicos exclusivos de 8 pb, e a concentração final das bibliotecas foi quantificada 

utilizando o KAPA Library Quantification Kit (Kapa Biosystems) em um sistema de PCR em 

tempo real 7900HT (Life Technologies). As bibliotecas foram então submetidas ao 

sequenciamento paired-end com um comprimento de leitura de 250 pb, utilizando a química 

v3 ou v4 no sistema Illumina NovaSeq 6000 (Illumina, San Diego, CA), garantindo alta 

profundidade de sequenciamento e precisão. 

Para caracterizar a variabilidade genética das cepas circulantes no Paraguai e regiões 

vizinhas, os nove genomas recém-sequenciados de Paracoccidioides foram comparados com 

75 genomas disponíveis publicamente (MUÑOZ et al., 2016a; TEIXEIRA et al., 2020). 

Utilizamos a cepa Paracoccidioides lutzii Pb01 como genoma de referência (GenBank 

ABKH00000000.1). A identificação de polimorfismos de nucleotídeo único (Single Nucleotide 

Polymorphisms, SNPs) foi realizada utilizando o Northern Arizona SNP Pipeline (NASP)  

(SAHL et al., 2016), garantindo um rigoroso processamento dos dados e detecção de variantes. 

Inicialmente, as sequências de adaptadores e bases de baixa qualidade foram removidas 

utilizando Trimmomatic v0.36. As leituras filtradas foram alinhadas ao genoma de referência 

Pb01 utilizando o Burrows-Wheeler Aligner (BWA) v0.7.7, garantindo um mapeamento de alta 

fidelidade. Para refinar a detecção de variantes, o realinhamento de indels foi realizado 

utilizando os módulos RealignerTargetCreator e IndelRealigner do Genome Analysis Toolkit 

(GATK) v3.3-0. A chamada de SNPs foi conduzida utilizando o GATK UnifiedGenotyper, 

empregando parâmetros de filtragem rigorosos estabelecidos para espécies de Paracoccidioides 

(TEIXEIRA et al., 2020) QD ≥ 2.0, FS ≤ 60.0, MQ ≥ 30.0, MQ_Rank_Sum ≥ −12.5 e 

Read_Pos_Rank_Sum ≥ −8.0. Para minimizar variantes falso-positivas, os sítios de SNP com 

cobertura inferior a 10× em todas as amostras ou que excediam o percentil 99 da distribuição 

de cobertura genômica foram excluídos, eliminando possíveis artefatos de duplicação. 

Para inferir as relações evolutivas entre as cepas de Paracoccidioides, uma árvore 

filogenética de máxima verossimilhança (Maximum Likelihood, ML) foi construída utilizando 

IQ-TREE2 (Nguyen et al., 2015) com SNPs de alta confiança. O modelo de substituição ideal 

foi selecionado automaticamente pelo ModelFinder (-m TEST), que avalia múltiplos modelos 

e os classifica de acordo com o Critério de Informação Bayesiano (BIC). O suporte dos ramos 

foi avaliado por meio da aproximação de bootstrap ultrarrápida (UFBoot) com 1.000 réplicas 

(-B 1000) e do teste de razão de verossimilhança aproximada (aLRT) com 1.000 réplicas (-alrt 

1000) para fornecer robustez estatística. A transformação Bayesiana do teste SH-aLRT 

(aBayes) foi adicionalmente aplicada para melhorar a estimativa da confiança dos ramos. O 
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cálculo paralelo foi realizado utilizando a versão multi-threaded (MPI) do IQ-TREE2 com 

otimização automática de CPU (-T AUTO) para aumentar a eficiência computacional. A árvore 

filogenética resultante foi visualizada e anotada utilizando FigTree v1.4.4 

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). 

Para melhor caracterizar a estrutura populacional de P. brasiliensis, analisamos um 

subconjunto de SNPs de alta confiança específicos para essa espécie. Uma Análise de 

Coordenadas Principais (Principal Coordinate Analysis, PCA) foi realizada utilizando o pacote 

Adegenet (JOMBART; BATEMAN, 2008) no R, permitindo a visualização da variação 

genética entre os isolados com base em distâncias genéticas euclidianas. Para delinear ainda 

mais a subestrutura populacional, aplicamos o fastSTRUCTURE (RAJ; STEPHENS; 

PRITCHARD, 2014), um algoritmo Bayesiano de agrupamento que estima probabilidades de 

atribuição populacional e proporções de mistura. O número ótimo de grupos genéticos (K) foi 

determinado utilizando a função chooseK.py, que identifica a complexidade do modelo que 

melhor explica a estrutura populacional.  

 
4.7 Comparação das áreas das células  

As imagens microscópicas das lâminas preparadas para cada isolado foram obtidas 

utilizando o microscópio Zeiss Primo Star Trinocular acoplado à câmera AxioCAM ERc5s. 

Subsequentemente, as imagens foram processadas no software Zen ZEISS, onde foi inserida 

uma escala de 50 µm (Figura 11) para a posterior quantificação da área celular por meio do 

software ImageJ. Os dados obtidos foram analisados no GraphPad Prism (versão 10.3.1) para 

a construção do gráfico de pontos (Dot Plot) com barra de erros.  

http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
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Figura 11.  Mosaico de imagens representativas obtidas por microscopia para cada isolado fúngico analisado. 

Fonte: O autor.  
 

4.8 Modelamento de nicho ecológico de Paracoccidioides 

As coordenadas geográficas dos distritos e estados das amostras clínicas, disponíveis 

nos registros do CED e LCSP, foram obtidas por meio do Google Earth totalizando 182 

entradas. Amostras com metadados detalhados, contendo a localização exata do hospital, foram 

classificadas como de alta confiança e inseridas no raster do perímetro urbano com suas 

coordenadas precisas. O raster é um formato geoespacial que representa informações do terreno 

em uma estrutura matricial, onde cada célula contém valores associados a características 

ambientais, como elevação ou temperatura. 
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Para amostras com dados (n= 182), os pontos foram aleatorizados dentro dos respectivos 

estados utilizando o Google Earth Engine (GORELICK et al., 2017) e a função randomPoints. 

Já as amostras sem qualquer informação geográfica foram excluídas da análise de Kernel e do 

modelamento de distribuição de espécies. As informações de presença geográfica foram obtidas 

a partir do centro médico onde cada caso foi identificado. 

A modelagem da distribuição potencial de Paracoccidioides foi realizada utilizando o 

algoritmo Random Forest, um método de aprendizado de máquina baseado em múltiplas 

árvores de decisão. O modelo foi treinado com variáveis ambientais (como temperatura, 

precipitação, tipo de solo e vegetação) e dados de presença confirmada do patógeno. A 

probabilidade de ocorrência foi estimada em uma escala contínua de 0 a 1, onde valores 

próximos a 1 indicam áreas com condições ambientais altamente favoráveis à presença do 

fungo. Para a construção dos mapas preditivos, os dados foram divididos em conjunto de treino 

e teste, e a acurácia do modelo foi avaliada por métricas como erro fora da amostra (out-of-bag 

error) e AUC (area under the curve). Os resultados finais foram representados em mapas 

rasterizados, destacando as áreas de maior risco para a presença do fungo. 

 
5. RESULTADOS 

5.1 Estudo retrospectivo da paracoccidioidomicose no CED 

O estudo retrospectivo identificou 66 casos de PCM no CED. O diagnóstico foi 

realizado por microscopia direta e cultivo, com confirmação documentada no período de 2014 

a 2024. Os dados resumidos do estudo retrospectivo encontram-se na Tabela 1. A análise dos 

prontuários médicos revelou que os casos foram encaminhados por diferentes instituições de 

saúde. Do total, 19,7% (13/66) dos pacientes foram atendidos diretamente no CED, enquanto 

43,9% (29/66) foram encaminhados pelo Hospital de Clínicas.  

Os demais casos tiveram origem nas seguintes instituições: Hospital Nacional de 

Itauguá (HNI) (10,6%; 7/66), Instituto de Medicina Tropical (IMT) (6,1%; 4/66), Hospital 

Menonita Km 81 (1,5%; 1/66), Hospital Pediátrico "Niños de Acosta Ñu" (1,5%; 1/66), 

Hospital Regional de Encarnación (1,5%; 1/66), Hospital Regional de Coronel Oviedo (1,5%; 

1/66), Instituto Nacional do Câncer (INCAN) (1,5%; 1/66), Instituto de Previsão Social (IPS) 

(1,5%; 1/66), Instituto Nacional de Doenças Respiratórias e do Meio Ambiente Juan Max 

Boettner (INERAM) (1,5%; 1/66), Laboratório Central de Saúde Pública (LCSP) (1,5%; 1/66), 

Hospital de Lambaré (1,5%; 1/66) e Serviço Nacional de Erradicação da Malária (SENEPA) 
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(1,5%; 1/66). Em contrapartida, em 4,5% (3/66) dos casos, a instituição de origem não foi 

informada. 

Todos os pacientes tiveram o sexo biológico registrado, observando-se uma 

predominância de homens, com 64 casos masculinos (97,0%) e apenas 2 femininos (3,0%). 

Entre 2020 e 2022, foi observado um aumento significativo na detecção de casos, 

principalmente no sexo masculino, enquanto os casos no sexo femininos permaneceram 

escassos, com apenas dois registrados: um em 2021 e outro em 2024, conforme ilustrado na 

Figura 12. 

 
Figura 12. Número de casos de paracoccidioidomicose (PCM) por ano e sexo biológico no CED (2014–2024). A 
linha azul representa os casos do sexo masculino, enquanto a linha laranja indica os casos do sexo feminino. 
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Quanto à ocupação dos pacientes, as informações estavam disponíveis para 95,5% 

(63/66) dos casos de PCM. Em 4,5% (3/66) dos casos, a informação foi classificada como não 

informado (N/I). Os trabalhadores do setor agrícola representaram 69,7% (46/66) dos casos, 

sendo o grupo mais afetado. O segundo grupo mais atingido foi o dos trabalhadores da 

construção civil, correspondendo a 10,6% (7/66). Outras ocupações, incluindo carpinteiros, 

domésticas, vendedores, nutricionistas, aposentados, motoristas e estudantes, representaram 

coletivamente 15,2% (10/66) (Figura 13). 

A idade média no momento do diagnóstico de PCM foi de 56 anos, sendo 15 anos a 

menor idade registrada e 78 anos a maior. Três pacientes não apresentavam dados de idade 

registrados. A maioria dos pacientes se encontraram da faixa etária 40 de 79 anos (Tabela 2). 

No que se refere aos órgãos afetados, os pulmões foram os mais frequentemente 

envolvidos (54 casos), seguidos pelas mucosas (36 casos) e pela pele (23 casos). No contexto 

das lesões cutâneas, localizações pouco frequentes, como lesões no pé, foram relatadas em 11 

casos. Além disso, no grupo de outros órgãos afetados (7 casos), foram documentadas 

manifestações atípicas, incluindo abscessos cerebrais (2 casos), infecção ganglionar (2 casos), 

envolvimento renal (1 caso), doença gastrointestinal (1 caso), hipertrofia adrenal (1 caso) e 

insuficiência adrenal (1 caso). Cinco pacientes não tiveram informações registradas sobre os 

órgãos afetados (Tabela 2). 

 

Figura 13. Perfil ocupacional dos pacientes dos pacientes com paracoccidioidomicose atendidos entre 2014 e 2024, 
no CED. O gráfico  apresenta as ocupações mais frequentes entre os pacientes, com destaque para a agricultura, 
que representa 70% dos casos. Em menor porção, estão dispostas as demais ocupações, englobando atividades 
variadas, como carpintaria, serviços domésticos, vendas e outras profissões. 
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Tabela 2. Dados sociodemográficos dos casos de paracoccidioidomicose (n=66), diagnosticados no CED de 2014 
a 2024. 

Idade Sexo biológico Formas Clínicas Órgãos Afetados 
Faixa 
etária 
(anos) 

Feminino Masculino N/I Aguda Crônica N/I Pulmões Mucosas Pele Outros 
órgãos N/I 

0-19 - 1 - 1 - - - - 1 1 - 

20-39 - 4 - - 4 - 4 - 3 - - 

40-59 - 30 - - 30 - 24 19 11 3 2 

60-79 2 26 - - 28 - 26 17 8 3 - 

N/I - 3 - - - 3 - - - - 3 

*Total 2 
(3,0%) 

64 
(97,0%) - 1 

(1,5%) 
62 

(94,0%) 
3 

(4,4%) 
54 

(82%) 
36 

(55%) 
23 

(35%) 
7 

(11%) 
5 

(8%) 
 

N/I = Não informado 
Fonte: prontuários médicos do CED. 
* As porcentagens estão calculadas com respeito ao número total de casos n=66. 
 

Os medicamentos empregados no tratamento incluíram itraconazol, anfotericina B (nas 

formulações lipossomal e desoxicolato) e sulfametoxazol-trimetoprim (TMP-SMX), com 

variações nas doses e durações dos regimes terapêuticos. O itraconazol foi administrado 

predominantemente na dose de 200 mg/dia, com durações que variaram entre 6 e 12 meses. Em 

60% dos casos, a duração do tratamento foi de até 6 meses, enquanto em 40%, o tratamento 

estendeu-se por até 12 meses. Em um caso, observou-se o uso de doses mais elevadas (400 

mg/dia) por um período inicial de um mês, seguido de redução para 200 mg/dia por 11 meses 

como terapia de manutenção. Em outro caso de dose inicial de 400 mg/dia por 2 meses, houve 

redução progressiva da dose, iniciando com 200 mg/dia por 6 meses e, posteriormente, 100 

mg/dia por 4 meses. 

A anfotericina B, foi utilizada em uma dose acumulada de 1,5 g, seguida de 

consolidação com itraconazol 200 mg/dia por períodos que variaram entre 6 e 12 meses. Em 

um caso, registrou-se a combinação de anfotericina B lipossomal, itraconazol 200 mg/dia por 

6 meses e TMP-SMX (160/800 mg/dia) também por 6 meses. No entanto, em 9 casos, não 

houve descrição detalhada do tipo de tratamento administrado.   

5.2 Georreferenciamento  

Os dados sobre o local de residência dos casos de PCM foram inicialmente obtidos a 

partir dos registros do CED, abrangendo o período de 2014 a 2024 (N=66). No entanto, quatro 

casos foram excluídos devido à ausência de informações sobre a localidade, resultando em um 

total de 62 casos (N=62). Posteriormente, esses dados foram complementados com 120 casos 
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adicionais diagnosticados entre 2004 e 2014 no Laboratório Central de Saúde Pública do 

Paraguai (LCSP) (N=120). Assim, o conjunto total de dados sobre a localidade dos casos foi de 

182 (N=182), referentes ao período de 2004 a 2024. 

Em termos político-administrativos, o Paraguai está dividido em 17 estados e o Distrito 

Capital, Assunção. Dos 17 estados que compõem o Paraguai, os pacientes analisados eram 

provenientes de 16 estados, com exceção de Ñeembucú, onde não foram registrados casos. O 

maior número de casos foi identificado no estado de Central (31 casos), seguido por San Pedro 

(28 casos) e Caaguazú (25 casos). 

Entre os estados com prevalênciaintermediária, destacam-se Cordillera (16 casos), 

seguido por Alto Paraná (11 casos), Caazapá (10 casos) e Paraguarí (10 casos). Canindeyú 

apresentou (9 casos), enquanto Assunção, Concepción e Guairá registraram oito casos cada. 

Por outro lado, os estados com menor número de casos foram Amambay e Itapúa com 

(4 casos) cada, seguidos por Misiones (2 casos). O menor registro de casos foi observado nos 

estados de Alto Paraguay e Boquerón, com apenas (1 caso) cada. 

 

Figura 14. Distribuição geográfica dos casos de paracoccidioidomicose (PCM) por estado no Paraguai. A 
quantidade de casos varia de 0 a 31, representada por uma escala de cores que vai do branco (zero casos) ao 
vermelho escuro (máximo de casos registrados). 
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A prevalência da PCM no Paraguai, representada na Figura 15, variou entre 0,1 e 6,81 

casos por 100.000 habitantes. As maiores prevalências foram registradas em San Pedro (6,81 

casos/100.000 hab), seguido por Alto Paraguay (5,38 casos/100.000 hab, Caazapá (5,14 

casos/100.000 hab), Cordillera (5,07 casos/100.000 hab), Presidente Hayes (4,61 

casos/100.000 hab), Caaguazú (4,56 casos/100.000 hab) e Paraguarí (4,34 casos/100.000 hab), 

evidenciando uma elevada concentração de casos nessas regiões. 

Os estados de Canindeyú (3,76 casos/100.000 hab), Guairá (3,48 casos/100.000 hab) e 

Concepción (3,09 casos/100.000 hab) apresentaram prevalências intermediárias, superiores às 

observadas em grande parte do país. 

As menores prevalências foram observadas em Amambay (2,29 casos/100.000 hab, 

Misiones (1,54 casos/100.000 hab), Assunção (1,53 casos/100.000 hab), Boquerón (1,47 

casos/100.000 hab) e Central (1,38 casos/100.000 hab). Os valores mais baixos ocorreram em 

Alto Paraná (1,31 casos/100.000 hab) e Itapúa (0,64 casos/100.000 hab), conforme ilustrado 

no mapa. 

 

Figura 15. Mapa de prevalência da paracoccidioidomicose (PCM) no Paraguai. As áreas em tons mais escuros de 
azul indicam uma maior prevalência da doença, enquanto as áreas mais claras representam uma menor prevalência 

A análise de densidade estimativa de Kernel revelou distintos padrões espaciais de 

concentração de casos de PCM no Paraguai, os quais foram associados às ecorregiões do país. 
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As áreas de alta densidade de casos foram identificadas predominantemente na ecorregião 

Litoral Central, com uma extensão secundária na região do Chaco Úmido. Regiões de 

concentração intermediária foram observadas na Selva Central, Aquidabán, em uma porção do 

Alto Paraná e em uma área reduzida de Ñeembucú. 

Por outro lado, as menores densidades de PCM foram registradas nos biomas Chaco 

Seco, Chaco Úmido e Pantanal, além de pequenas áreas no Alto Paraná, Ñeembucú e Amambay. 

Não foram observados casos nos biomas Cerrado e Médanos. 

 
Figura 16. O mapa ilustra a distribuição espacial dos casos de paracoccidioidomicose (PCM) no Paraguai, 
utilizando a técnica de Estimativa de Densidade de Kernel (KDE). A técnica foi aplicada com um raio de 
suavização de 0,5° (aproximadamente 55 km), o que permite uma visualização detalhada dos padrões de 
distribuição da doença. As áreas em tons de vermelho e laranja indicam uma alta concentração de casos, enquanto 
as áreas em verde e azul representam regiões com menor densidade de ocorrência. No canto inferior esquerdo, é 
apresentado um mapa complementar das ecorregiões do Paraguai. 

A modelagem de nicho ecológico sugere uma distribuição espacial heterogênea da PCM 

no Paraguai. A maior probabilidade de ocorrência concentra-se na Região Oriental do país, 

com destaque para os estados de San Pedro, Caaguazú, Cordillera, Central, Caazapá, 

Canindeyú e Guairá, enquanto os estados de Alto Paraná, Itapúa, Misiones, Ñeembucú e 

Concepción apresentam uma probabilidade intermediária. Em contrapartida, a Região 

Occidental, correspondente ao Chaco Paraguaio e abrangendo os estados de Boquerón, Alto 
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Paraguay e Presidente Hayes, demonstra uma probabilidade extremamente baixa de ocorrência 

da doença. 

 
Figura 17. Modelagem de nicho ecológico para paracoccidioidomicose (PCM) no Paraguai (2004–2024) 
Utilizando Random Forest Modeling.. As áreas em tons amarelos e alaranjados indicam alta probabilidade de 
ocorrência da doença, enquanto as regiões em tons roxos e escuros apresentam menor probabilidade. A modelagem 
foi realizada com base aos registros das localidades de casos confirmados entre 2004 e 2024 (n=182), considerando 
variáveis ambientais e climáticas associadas à presença do patógeno Paracoccidioides spp. 
 

5.3 Recuperação de isolados clínicos, sequenciamento genômico, análises 

genéticos: árvore filogenética, PCA e fast structure. 

Dos 14 isolados iniciais, 10 foram recuperados com sucesso em meio GPY (isolados 2, 

3, 4, 5, 6, 9, 11, 12, 13 e 14). A extração de DNA foi bem-sucedida para todos os 10 isolados; 

no entanto, os padrões de sequenciamento foram alcançados apenas para nove deles. A Tabela 
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2 apresenta os resultados da quantificação e pureza do DNA extraído dos isolados de 

Paracoccidioides, obtidos por meio de qPCR e espectrofotometria. As amostras foram 

avaliadas quanto à concentração de DNA (ng/μL), aos índices de pureza (A260/280 e 

A260/230) e aos valores de Ct (Ciclo Limiar, do inglês Threshold Cycle), obtidos na qPCR. 

Todos os isolados apresentaram curva de amplificação na PCR, com valores de Ct 

variando entre 16 (isolados 4, 6 e 11) e 33 (isolado 12). A concentração de DNA variou entre 

11,0 ng/μL (isolado 9) e 104,9 ng/μL (isolado 2), indicando uma ampla variação na quantidade 

de DNA extraído entre os isolados. Os índices de pureza A260/280 variaram de 1,35 (isolado 

5) a 1,83 (isolado 9). O intervalo ideal para este índice é de 1,8 a 2,0, e a maioria das amostras 

apresentou valores próximos ao ideal, com exceção do isolado 5, que apresentou um valor 

significativamente abaixo do esperado. Os índices A260/230 variaram de 0,54 (isolado 5) a 

7,68 (isolado 9), sendo o intervalo ideal de 2,0 a 2,2. Todos os isolados apresentaram valores 

fora desse intervalo, indicando a possível presença de contaminantes orgânicos. Além disso, a 

integridade do DNA extraído foi avaliada por meio de eletroforese em gel de agarose. A maioria 

das amostras apresentou integridade adequada, com exceção do isolado 12, que demonstrou 

baixa cobertura genômica e, por isso, foi excluído das análises subsequentes. 

Tabela 3. Quantificação e pureza do DNA extraído de isolados de Paracoccidioides por qPCR e 
Espectrofotometria. 

Isolado 
qPCR Quantificação 

Ct ng/ uL A260/280 A260/230 

2 18 104,9 1,45 0,55 

3 18 35,8 1,66 1,85 

4 16 88,2 1,73 1,27 

5 25 35,8 1,35 0,54 

6 16 79,3 1,73 1,19 

9 20 11,0 1,83 7,68 

11 16 78,0 1,73 1,22 

12 33 28,8 1,76 2,59 

13 20 17,6 1,68 0,87 

14 18 42,5 1,64 0,99 

Ct= Ciclo Limiar (Threshold Cycle), ng/uL= nanogramas por microlitro. 
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Dos genomas incluídos na árvore filogenética, nove correspondem a isolados clínicos 

do Paraguai, analisados neste estudo e denominados como PbPy11, PbPy13, PbPy2, PbPy3, 

PbPy9, PbPy5, PbPy4, PbPy14 e PbPy6, destacados em vermelho na Figura 18. Os demais 

genomas utilizados para a construção da árvore filogenética correspondem a dados previamente 

publicados em outros estudos e disponíveis no GenBank. 

A análise filogenética revelou que, dos nove genomas de isolados clínicos paraguaios, 

seis agruparam-se ao genótipo S1B (PbPy3, PbPy9, PbPy5, PbPy4, PbPy14, PbPy6), dois ao 

genótipo S1A (PbPy11, PbPy13), enquanto o genoma PbPy2 posicionou-se de forma 

intermediária entre os genótipos S1A e S1B. Além disso, foi possível identificar a formação de 

subgrupos dentro do genótipo S1B, nos quais os genomas paraguaios agruparam-se 

distintamente dos genomas argentinos, que formaram um subgrupo separado. Essa distinção 

evidencia um forte isolamento filogeográfico entre as populações analisadas. 

A Análise de Componentes Principais (PCA) foi realizada para verificar a composição 

populacional dos genomas de P. brasiliensis a partir da variação genética. A composição 

populacional foi calculada por meio da Análise de Coordenadas Principais (PCA) a fim de 

Figura 18. Árvore filogenética de nove isolados de Paracoccidioides do Paraguai. A árvore filogenética foi construída 
pelo método de máxima verossimilhança, considerando a relação evolutiva entre os genomas analisados. Os ramos 
são proporcionais ao número de mutações, os nós da árvore filogenética representam os ancestrais comuns, enquanto 
os pontos de ramificação indicam eventos de especiação e divergência entre as linhagens. As extremidades das 
ramificações correspondem aos isolados de Paracoccidioides, cuja origem geográfica foi identificada e destacada em 
diferentes cores, refletindo os agrupamentos genéticos observados. As denominações dos genomas do Paraguai estão 
destacados em vermelho. 
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avaliar a distribuição populacional dos mesmos conjuntos de dados com base na variação 

genética distribuída entre duas coordenadas, PC1 e PC2.  

O gráfico resultante é composto por dois eixos principais: o eixo X, que representa o 

primeiro componente principal (PC1), e o eixo Y, correspondente ao segundo componente 

principal (PC2). A maior parte da variação genética observada é explicada pelo primeiro 

componente principal (PC1), que representa 67% da variação total e separa os isolados dos 

grupos S1A e S1B. O segundo componente principal (PC2) contribui com 5,8% da variação 

observada, relativa a variação intra populacional. Os pontos no gráfico representam os genomas 

analisados. A partir destes, é possível observar a formação de dois agrupamentos principais, 

que correspondem aos genótipos S1A e S1B. Entretanto, os genomas ao centro, destacados com 

um asterisco vermelho (T19F291, T20B131, Pb113 e PbPy2), apresentam características 

genotípicas diferenciadas em comparação aos demais genomas, com mistura de genótipos S1A 

e S1B. Logo, a nomenclatura S1A/S1B foi atribuída à esses isolados (Figura 19). 

 

Figura 19. Análise de componentes principais (PCA) da distribuição dos genótipos S1A, S1B e S1A/S1B O eixo 
X (PC1) explica 67% da variação genética entre as populações, enquanto o eixo Y (PC2) explica apenas 5,8% 
dessa variação. Os agrupamentos principais são destacados por áreas delimitadas, permitindo uma visualização 
clara da separação entre os genótipos. Além disso, isolados de transição ou atípicos aparecem dispersos entre os 
grupos principais, indicando variações genômicas que não se ajustam perfeitamente a nenhum dos grupos 
definidos. 

Para validar os agrupamentos previamente observados nas análises filogenéticas e de 

PCA, e investigar a possível existência de populações crípticas dentro dos genótipos S1A e 

S1B, realizamos uma inferência da estrutura populacional utilizando o software 
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fastSTRUCTURE. O gráfico resultante é composto por dois eixos: o eixo X, que representa os 

genomas analisados, e o eixo Y, que indica a proporção de ancestralidade genética. A análise 

revela a presença de dois genótipos principais: S1A (representado pela cor cinza) e S1B 

(representado pela cor vermelha). Cada barra no gráfico corresponde a um genoma, com a 

proporção de cores refletindo o grau de ancestralidade genética associada a cada grupo. Os 

isolados T20B131, T19F29, PbPy2 e Pb113 destacados com asteriscos, apresentam padrões 

genéticos distintos, caracterizados por uma mistura dos dois genótipos (Figura 20). 

 
Figura 20. Análise da estrutura populacional dos genomas de Paracoccidioides spp. utilizando o software 
FASTSTRUCTURE. A figura, gerada pelo software FASTSTRUCTURE, foi construída com base em variantes 
genéticas do tipo SNPs (Polimorfismos de Nucleotídeo Único). No eixo X, os genomas analisados são 
representados, com destaque em vermelho para os genomas de origem paraguaia e com asteriscos para aqueles 
que apresentaram padrões genéticos distintos. No eixo Y, as barras coloridas ilustram a distribuição da 
ancestralidade genética, sendo cinza para o genótipo S1A e vermelho para o genótipo S1B. 

Além da distribuição dos casos, foi realizada uma correlação entre os isolados clínicos 

e suas respectivas localidades, uma vez que esses isolados são provenientes dos casos incluídos 

no estudo retrospectivo. Permitindo estabelecer uma relação entre a ocorrência da doença e a 

diversidade genética de Paracoccidioides. A análise da distribuição geográfica dos casos de 

PCM revelou que, dos 261 distritos do Paraguai, 86 registraram casos da doença. Nesta ocasião, 

observou-se que a maior concentração de casos ocorre nas regiões central e Oriental do país, 

com destaque para os seguintes distritos: Assunção (oito casos), San Pedro del Ycuamandiyú 

(sete casos), Cidade del Este (seis casos), Luque (seis casos), Caaguazú (cinco casos), 

Curuguaty (cinco casos) e San Estanislao (cinco casos). 

Entre os distritos com quatro casos cada, destacam-se: Capiatá, Lambaré e Pedro Juan 

Caballero. Seguem-se, com três casos cada, os distritos de Encarnación, Limpio, San Lorenzo, 

Villarrica, Villeta e Yuty. Com dois casos cada, foram registrados: Altos, Benjamín Aceval, 

Caacupé, Caapucú, Caazapá, Capiibary, Carayaó, Choré, Fernando de la Mora, 

Hernandarias, Horqueta, Itá, Jasy Kañy, Paso Barreto, Repatriación, Saltos del Guairá, San 
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Juan Nepomuceno, Santa Rosa del Aguaray, Santa Rosa del Mbutuy, Valenzuela, Villa Hayes 

e Yby Yaú. 

Por fim, os distritos com 1 caso cada incluem: Antequera, Arroyos y Esteros, Atyrá, 

Ayolas, Bahía Negra, Caraguatay, Coronel Martínez, Coronel Oviedo, Cruce Liberación, 

Doctor Raúl Peña, Emboscada, Escobar, Eusebio Ayala, General Isidro Resquín, Hohenau, 

Independencia, Itacurubí de la Cordillera, Itakyry, Itapé, Itauguá, Iturbe, Juan de Mena, La 

Colmena, Liberación, Loma Plata, Ñemby, Piribebuy, Puerto Falcón, Quiindy, Raúl A. Oviedo, 

Río Verde, San Ignacio, San José Obrero, San Lázaro, San Roque González, Sapucaí, Simón 

Bolívar, Tacuatí, Tavaí, Tembiaporã, Vaquería, Villa del Rosario, Ybycuí, Yhu, Ypacaraí, 

Ypané e Yrybucuá. 

 A tipagem dos genomas revelou a seguinte distribuição geográfica nos diferentes 

distritos: o isolado 2, correspondente ao genótipo híbrido S1A/S1B, foi detectado em Santa 

Rosa del Mbutuy; enquanto os isolados 9, 5, 14 e 4, pertencentes ao genótipo S1B, foram 

identificados nos distritos de San Pedro del Ycuamandiyú, General Isidro Resquín, San 

Estanislao e Villa del Rosario, respectivamente. Esses distritos estão localizados em áreas 

próximas à região noroeste da Argentina, sugerindo uma possível conexão geográfica e 

influência genética entre essas zonas. 

Por outro lado, o isolado 13, classificado como S1A, foi encontrado em Pedro Juan 

Caballero, próximo ao estado de Mato Grosso do Sul (Brasil), o que está em conformidade com 

a filogeografia proposta para esse genótipo. Esses resultados evidenciam a circulação de 

diferentes variantes genéticas em áreas geograficamente próximas, sugerindo a coexistência de 

múltiplos genótipos em uma mesma região (Figura 21). 
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Figura 21. Distribuição geográfica por distrito dos casos de paracoccidioidomicose (PCM) e dos isolados 
genotipados no Paraguai. A intensidade da coloração vermelha indica o número de casos por distrito, variando de 
1 a ≥ 8 que permite identificar as áreas com maiores números de casos reportados da doença. Além disso, os 
isolados genotipados são representados por círculos coloridos, de acordo com seu genótipo: Isolados 9, 5, 14 e 4: 
Genótipo S1B. Isolado 2: Genótipo S1A/S1B. Isolado 13: Genótipo S1A. 

5.4 Comparação da área de células leveduriformes 

A Figura 22 apresenta as áreas médias das células leveduriformes dos isolados 

analisados, expressas em micrômetros quadrados (μm²). No eixo vertical, os valores das áreas 

são representados em uma escala que se estende até 1000 μm², enquanto, no eixo horizontal, os 

números “11, 13, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 14” correspondem aos isolados, classificados conforme os 

genótipos: S1A (isolados 11 e 13), S1A/S1B (isolado 2) e S1B (isolados 3, 4, 5, 6, 9 e 14), com 

cada genótipo identificado por uma cor distinta.  

Os valores médios das áreas celulares obtidos foram os seguintes: o isolado 11 

apresentou 312,077 μm²; o isolado 13, 427,416 μm²; o isolado 2, 258,4275 μm²; o isolado 3, 

381,298 μm²; o isolado 4, 408,252 μm²; o isolado 5, 197,774 μm²; o isolado 6, 567,0705 μm²; 

o isolado 9, 491,002 μm²; e o isolado 14, 501,924 μm². A comparação entre as médias das áreas 

celulares dos genótipos foi realizada por meio do teste Nested One-Way ANOVA, e os valores 

de p>0,05, indicaram a ausência de diferenças estatisticamente significativas entre os isolados. 
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Figura 22. Variação das áreas das células leveduriformes em genótipos de Paracoccidioides brasiliensis. O gráfico 
foi gerado através do programa GraphPad Prism v. 10.3.1. Os genótipos estão destacados por cores distintas, sendo 
cinza para S1A, marrom para S1A/S1B e vermelho para S1B. 

 
6. DISCUSSÃO 

A PCM foi descrita pela primeira vez no Paraguai em 1935, sob a denominação de 

granuloma coccidioídico (BOGGINO et al., 1935). Desde então, até 2023, um total de 479 

casos foram documentados na literatura científica do país, conforme revisão sistemática ( 

ARAÚJO et al., 2024). Neste estudo, ampliamos o número total de casos registrados, 

detectando 66 casos no CED, e analisamos as principais características clínico-epidemiológicas 

da PCM no Paraguai. Complementarmente, elaboramos mapas da distribuição geográfica dos 

casos, mapas de estimativa de densidade de Kernel, estimamos a densidade de prevalência da 

doença e aplicamos modelagem de nicho ecológico por meio do algoritmo Random Forest para 

avaliar potenciais áreas de ocorrência. Além disso, realizamos a primeira investigação de 

epidemiologia molecular no país, baseada na caracterização genética de nove isolados clínicos. 

O estudo retrospectivo realizado no CED identificou 66 casos de PCM ao longo de um 

período de 10 anos (2014-2024). Observou-se que a maioria dos casos foi registrado em homens 

(97,0%), com idade entre 40 e 70 anos. Em contrapartida, o número de casos em mulheres foi 

significativamente menor, com apenas dois casos observados (3,0%) (Figura 12), um padrão 

amplamente descrito na literatura e consistente com a epidemiologia da PCM em países de alta 

prevalência, como Brasil, Venezuela, Colômbia e Argentina. (ALVARADO et al., 2021; 

GIUSIANO et al., 2023; KRAKHECKE-TEIXEIRA et al., 2022; SANABRIA PEÑA et al., 



 

50 
 

2018). Os dois casos reportados no sexo feminino corresponderam a mulheres em idade pós-

menopáusica (acima de 60 anos). Esse achado está alinhado com uma das possíveis razões para 

o menor número de casos em mulheres, conforme indicado por estudos prévios, os quais 

sugerem que os estrogênios exercem um efeito protetor durante o período reprodutivo, inibindo 

a transição fúngica do Paracoccidioides para sua forma patogênica (ARISTIZABAL et al., 

1998; RESTREPO et al., 1984; SALAZAR; RESTREPO; STEVENS, 1988; SHANKAR et al., 

2011). Em apoio a essa hipótese, estudos sugerem que, em mulheres pós-menopáusicas, a 

redução nos níveis de estrogênio pode elevar a suscetibilidade à PCM (ALMEIDA; JACKS; 

SCULLY, 2003; KOEHLER et al., 2022). 

Outro aspecto relevante observado na Figura 12 foi a diminuição na detecção de casos 

de PCM em 2020, coincidindo com o período da pandemia de COVID-19. Nesse contexto, o 

Paraguai declarou quarentena total em março de 2020, conforme estabelecido no Decreto N° 

3442 (“Ministerio de Trabajo, Empleo y Seguridad Social :: Decreto N° 3442/2020”) o que 

limitou o acesso da população aos serviços de saúde para diagnósticos de rotina ou investigação 

de doenças não relacionadas à COVID-19. Além disso, os recursos hospitalares e laboratoriais 

foram redirecionados prioritariamente para o enfrentamento da pandemia, resultando em uma 

possível subnotificação de outras doenças. Outro fator importante é que os sintomas da PCM, , 

podem ter sido confundidos com as manifestações pulmonares da COVID-19, levando a um 

atraso ou ausência de diagnóstico específico (GIUSIANO et al., 2024; MESSINA; GIUSIANO; 

SANTISO, 2022). 

 Alem disso o aumento do número de casos de PCM depois do 2020, A partir desse ano, 

observou-se um crescimento na detecção de casos de PCM no CED, fato que pode estar 

associado à estruturação de uma unidade de biologia molecular no laboratório do CED (“Diario 

HOY | Habilitan nuevo laboratorio de biología molecular que ayudará a procesar más pruebas 

de COVID-19”, [s.d.]). Essa implementação foi impulsionada pelas demandas da pandemia, 

resultando na ampliação do número de profissionais e no incremento de amostras recebidas de 

outros centros de saúde. 

 Além disso, o dano pulmonar associado à COVID-19, combinado com o uso de terapias 

imunossupressoras no tratamento de suas complicações, pode ter favorecido a manifestação 

clínica da PCM em indivíduos com infecções fúngicas latentes, conforme relatado em outras 

micoses endêmicas, como a Histoplasmose (DE MACEDO et al., 2021, 2023). 
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A maior parte dos casos de PCM incluídos no estudo retrospectivo (43,9%; 29/66) foi 

encaminhada pelo Hospital de Clínicas, enquanto 19,7% (13/66) receberam atendimento 

diretamente no CED. Os demais casos foram provenientes de outras instituições, como o HNI 

(10,6%; 7/66), o IMT (6,1%; 4/66) e outras unidades de saúde, cada uma representando 1,5% 

(1/66) dos casos. Todas essas instituições estão localizadas no estado Central, o que pode 

explicar a maior concentração de casos registrados nessa região, conforme ilustrado na Figura 

14. 

Em relação à análise geográfica dos casos por estado, como evidenciado na Figura 14, 

observou-se a maior concentração de casos no estado Central (31 casos). Embora essa região 

apresente condições ambientais favoráveis à endemicidade da PCM, não é uma área 

predominantemente agrícola. No entanto, devido à natureza crônica da doença, é possível que 

muitos pacientes tenham adquirido a infecção em zonas rurais e migrado posteriormente para 

áreas urbanas, o que pode retardar a manifestação dos sintomas (MARTINEZ, 2017). A 

migração interna é um fenômeno comum no Paraguai, impulsionado por fatores como 

oportunidades de trabalho, melhores condições de vida e acesso a serviços de saúde, o que pode 

explicar o maior número de casos registrados nesse estado (GALEANO, 2020; GALEANO et 

al., 2017). 

Em segundo e terceiro lugares, os estados de San Pedro (28 casos) e Caaguazú (25 

casos) apresentaram os maiores números de casos. Diferentemente do estado Central, essas 

regiões correspondem predominantemente a áreas rurais. Entre os estados com 

prevalênciaintermediária, destacam-se Cordillera (16 casos), seguido por Alto Paraná (11 

casos), Caazapá (10 casos) e Paraguarí (10 casos). Canindeyú apresentou 9 casos, enquanto 

Assunção, Concepción e Guairá registraram oito casos cada, que também são áreas rurais com 

exceção do distrito capital Assunção. Por outro lado, os estados com menor número de casos 

foram Amambay e Itapúa, com 4 casos cada, seguidos por Misiones (2 casos). Essas regiões 

possuem características ambientais e ocupacionais propícias à transmissão da PCM, incluindo 

um clima favorável e o predomínio de atividades agrícolas (TORRES, 2005). 

O menor registro de casos foi observado nos departamentos de Alto Paraguai e 

Boquerón, com apenas um caso cada, os quais correspondem à região ocidental, também 

conhecida como Chaco. O Chaco caracteriza-se por precipitações escassas e sazonais, 

temperaturas elevadas, solos salinos e uma disponibilidade quase nula de água subterrânea. 

Esses fatores impõem limitações significativas à produção agropecuária e ao estabelecimento 
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populacional, resultando em uma ocupação humana reduzida na região, devido às restrições 

naturais e à escassez de infraestrutura (TORRES, 2005). 

Consistente com o fato de as regiões de populações agrícolas apresentarem o maior 

número de casos reportados, a ocupação predominante dos pacientes foi a de agricultor (69,7%), 

seguida pela de construtor (10,6%). As demais ocupações representaram, no total, 15,2% dos 

casos. Esses dados evidenciam que a exposição ocupacional permanece um fator de risco 

significativo como já esta bem estabelecido na literatura (BARROZO et al., 2009). Como as 

atividades agrícolas incluem a movimentação do solo, elas propiciam a dispersão de conídios 

infecciosos que, quando inalados, podem resultar em infecção por Paracoccidioides (CHAVES 

et al., 2021). 

No Paraguai, a corroboração da associação entre a doença e fatores ocupacionais de 

risco é de suma importância, uma vez que a agricultura, principal atividade econômica do setor 

primário no país, representa aproximadamente 7,7% do Produto Interno Bruto (PIB) (“Anexo 

Estadístico del Informe Económico - BCP - Banco Central del Paraguay”).  

Outra possível explicação para a diferença na prevalênciada PCM entre os sexos é que 

as atividades agrícolas, são majoritariamente desempenhadas por homens, com uma 

participação significativamente menor de mulheres. Esse é um fator comportamental e 

ambiental a ser considerado, uma vez que estudos sugerem que o papel protetor do estrogênio 

não deve ser considerado como único fator explicativo, pois não é suficiente para justificar 

completamente a menor prevalênciada doença em mulheres (DE BRITO et al., 2021). 

A forma clínica crônica foi a mais frequentemente relatada, representando (82%) dos 

casos. Apenas um caso da forma aguda foi identificado, em um paciente de 15 anos. O 

comprometimento pulmonar foi a manifestação clínica mais comum, seguido pelo 

envolvimento de mucosas (55%) e pele (35%), em concordância com a literatura, que descreve 

o envolvimento pulmonar como a principal característica da PCM (QUEIROZ-TELLES; 

ESCUISSATO, 2011). No caso agudo, não houve envolvimento pulmonar, mas o paciente 

apresentou lesões cutâneas e acometimento renal e gastrointestinal. Esses achados são 

compatíveis com a literatura, que indica que a forma aguda raramente compromete os pulmões, 

enquanto pode envolver outros órgãos (HAHN et al., 2022). 

Na forma crônica, observaram-se dois casos com abscessos cerebrais, um caso de 

hipertrofia renal e um caso de insuficiência da glândula adrenal. Dentre as lesões cutâneas, 

destaca-se o envolvimento dos pés em sete pacientes. Esses achados ressaltam o amplo espectro 
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clínico da PCM e a importância de reconhecer formas atípicas para um diagnóstico e tratamento 

precoces (BELLISSIMO-RODRIGUES et al., 2013). 

Quanto ao regime de antifúngicos empregado, o itraconazol, predominantemente na 

dose de 200 mg/dia, constitui a principal opção terapêutica, com duração variável entre 6 e 12 

meses, dependendo da gravidade do quadro clínico e da resposta ao tratamento. O uso de doses 

mais elevadas (400 mg/dia) por curtos períodos, seguido de redução para a dose de manutenção, 

foi a segunda estratégia terapêutica mais adotada concordante com o regimen adoptado em 

outros estudos (AQUINO., 2006). 

Por sua vez, a anfotericina B foi empregada em casos de maior gravidade, sendo 

administrada em uma dose acumulada de 1,5 g. Após essa fase inicial, o tratamento foi 

complementado com itraconazol na etapa de consolidação. Essa abordagem difere de outros 

estudos, nos quais foi utilizada uma dose acumulada de 2 g de anfotericina B, evidenciando 

variações nos protocolos terapêuticos conforme o contexto clínico e as diretrizes adotadas 

(ROLÓN-LOPEZ et al., 2023). Adicionalmente, a associação com trimetoprima-

sulfametoxazol (TMP-SMX) foi descrita como uma terceira alternativa terapêutica, um regime 

que está em concordância com os protocolos adotados em outros estudos (PEÇANHA et al., 

2016). 

A análise da prevalência da paracoccidioidomicose (PCM) no Paraguai evidenciou uma 

distribuição espacial heterogênea entre os estados do país, conforme ilustrado na Figura 15. As 

maiores taxas de prevalência foram registradas em regiões com intensa atividade agrícola, como 

San Pedro (6,81 casos/100.000 habitantes), Caazapá (5,14), Cordillera (5,07), Caaguazú (4,56) 

e Paraguarí (4,34). Essas foram seguidas por Canindeyú (3,76) e Guairá (3,48 casos/100.000 

habitantes). 

Destaca-se que os estados de San Pedro, Caaguazú, Caazapá, Guairá, Canindeyú, Itapúa 

e Alto Paraná estão entre as principais regiões de produção agrícola do país, com ênfase no 

cultivo de soja, milho, arroz, trigo e cana-de-açúcar, de acordo com dados oficiais do portal de 

estatísticas agrícolas do Paraguai (“Superficie y producción por año agrícola, según cultivo. 

Periodo 2020 al 2021 | Datos.gov.py”). A concentração de casos nessas áreas 

predominantemente rurais reforça a hipótese da associação da PCM a fatores ocupacionais, 

particularmente ao trabalho agrícola. 
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No que se refere aos valores de prevalência observados nos estados de Alto Paraguay e 

Presidente Hayes, é necessário esclarecer que essas regiões concentram apenas cerca de 3% da 

população total do país . Devido à baixa densidade populacional, mesmo um número absoluto 

reduzido de casos pode resultar em taxas de prevalência aparentemente elevadas ou 

intermediárias, como efeito direto da fórmula utilizada (razão entre número de casos e 

população total). Portanto, tais valores não indicam necessariamente uma alta endemicidade, 

mas sim um artefato estatístico decorrente da baixa base populacional. 

Os resultados da análise de densidade estimativa de Kernel na distribuição de casos de 

PCM no Paraguai, apresentaram uma clara associação com as ecorregiões do país. A 

identificação de áreas de alta densidade de casos, concentradas principalmente na ecorregião 

do Litoral Central e secundariamente no Chaco Úmido, sugere que fatores ambientais e 

ecológicos específicos dessas regiões podem estar influenciando a ocorrência da doença. 

O Litoral Central, caracterizado por sua topografia plana, solos saturados, lagoas, 

pântanos e florestas úmidas, proporciona um ambiente ideal para a proliferação do fungo 

Paracoccidioides. Já o Chaco Úmido, com suas florestas semidecíduas e solos alagados, 

também apresenta condições propícias para a dispersão do fungo, embora em menor 

intensidade. 

As regiões com concentração intermediária de casos, como a Selva Central, Aquidabán, 

parte do Alto Paraná e uma área reduzida de Ñeembucú, reforçam a hipótese de que a PCM 

está associada a ecorregiões com condições climáticas e geográficas específicas. A Selva 

Central, com seu relevo acidentado, florestas subtropicais e solos vermelho-amarelados, oferece 

habitats úmidos e sombreados que podem favorecer a presença do fungo. A Aquidabán, com 

solos arenosos, argilosos e calcários, e vegetação de transição entre florestas e campos, 

apresenta microambientes úmidos que podem sustentar a ocorrência de Paracoccidioides. O 

Alto Paraná, com sua floresta subtropical pluvial e solos basálticos, também possui condições 

favoráveis, embora a densidade de casos seja menor devido à heterogeneidade do ecossistema. 

Já Ñeembucú, com suas savanas arborizadas e solos hidromórficos, representa uma zona de 

transição com menor exposição ao patógeno. 

Por outro lado, as baixas densidades de casos observadas nos biomas do Chaco Seco, 

Chaco Úmido, Pantanal, Alto Paraná, Ñeembucú e Amambay sugerem que condições 

ambientais menos favoráveis podem limitar a presença e a dispersão de Paracoccidioides. O 

Chaco Seco, com sua aridez e vegetação aberta, e o Pantanal, com sua sazonalidade e solos 
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alagados, não oferecem condições ideais para o fungo. O Amambay, apesar de sua rica 

biodiversidade e florestas altas, possui solos arenosos e áreas alagadas que podem não ser 

propícias para a persistência do patógeno. A ausência de casos nos biomas do Cerrado e 

Médanos pode ser explicada por fatores como a baixa umidade, a vegetação aberta e a menor 

atividade agrícola, que reduzem a exposição humana ao fungo. 

A modelagem de nicho ecológico realizada para a PCM no Paraguai revelou uma 

distribuição espacial heterogênea da doença, com padrões que corroboram as observações 

apresentadas no mapa de densidade de kernel. A maior probabilidade de ocorrência concentra-

se na Região Oriental do país, abrangendo estados como San Pedro, Caaguazú, Cordillera, 

Central, Caazapá, Canindeyú e Guairá. Essa distribuição está alinhada com as características 

ecológicas e ambientais dessa região, que incluem florestas subtropicais úmidas, solos férteis e 

alta biodiversidade, condições propícias para a proliferação do fungo Paracoccidioides. 

Os estados de Alto Paraná, Itapúa, Misiones, Ñeembucú e Concepción apresentam uma 

probabilidade intermediária de ocorrência da doença. Essas áreas, embora compartilhem 

algumas características com a Região Oriental, como a presença de florestas úmidas e solos 

basálticos, podem apresentar menor densidade de casos devido à heterogeneidade de seus 

ecossistemas. Por exemplo, a ecorregião de Ñeembucú, com suas savanas arborizadas e solos 

hidromórficos, pode não oferecer condições tão favoráveis para o fungo quanto as florestas 

densas do Litoral Central. 

Por outro lado, a Região Occidental, correspondente ao Chaco Paraguaio e abrangendo 

os estados de Boquerón, Alto Paraguay e Presidente Hayes, demonstra uma probabilidade 

extremamente baixa de ocorrência da doença. Essa região é caracterizada por climas áridos e 

semiáridos, vegetação aberta e solos menos férteis, condições que limitam a sobrevivência e 

dispersão de Paracoccidioides. A imagem reflete essa distribuição, mostrando uma clara 

divisão entre a Região Oriental, com alta probabilidade de ocorrência, e a Região Occidental, 

com probabilidade próxima a zero. 

Esses resultados estão em consonância com as observações da imagem, que destaca a 

concentração de casos na Região Oriental e a ausência significativa na Região Occidental. A 

modelagem de nicho ecológico, portanto, não apenas valida os padrões espaciais observados, 

mas também reforça a importância das características ambientais na distribuição da PCM A 

distribuição observada no mapa de Kernel concorda com o random forest modeling 

apresentando uma distribuição muito parecida. 
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A análise filogenética realizada com nove genomas de isolados clínicos de 

Paracoccidioides do Paraguai, em conjunto com dados previamente publicados e disponíveis 

no GenBank, revelou padrões relevantes sobre a diversidade genética e a distribuição 

geográfica do fungo. Dos nove genomas paraguaios analisados, seis agruparam-se ao genótipo 

S1b (PbPy3, PbPy9, PbPy5, PbPy4, PbPy14, PbPy6), corroborando os achados reportados por  

(TEIXEIRA et al., 2020) que identificaram a presença do genótipo S1B no Paraguai. Este 

estudo confirma que o S1B é o genótipo predominante em circulação no país. 

Adicionalmente, observou-se a formação de subgrupos dentro do genótipo S1B, nos 

quais os genomas paraguaios agruparam-se de forma distinta dos genomas argentinos, que 

constituíram um subgrupo separado. Essa segregação evidencia uma estruturação populacional 

marcante, sugerindo a existência de um isolamento filogeográfico significativo entre as 

populações analisadas. 

Esse isolamento pode ser interpretado como uma consequência de processos evolutivos 

que ocorreram ao longo do tempo, nos quais populações inicialmente conectadas tornaram-se 

isoladas devido a mudanças no ambiente físico, resultando em uma diferenciação genética mais 

acentuada. Fatores como barreiras geográficas, diferenças ecológicas e climáticas entre as 

regiões, ou mesmo a adaptação do fungo a condições ambientais específicas de cada área, 

podem explicar esse padrão. Esses mecanismos reforçam a ideia de que essas populações 

evoluíram de forma independente, possivelmente impulsionadas por condições ambientais 

distintas ou eventos históricos que limitaram sua dispersão (THEODORO et al., 2012). 

A identificação de subgrupos geneticamente distintos pode ter implicações para a 

epidemiologia e o manejo da PCM, já que diferentes linhagens podem variar em virulência, 

patogenicidade ou resposta a tratamentos como e visto com outros fungos como cândida spp. 

(KURAKADO; MATSUMOTO; SUGITA, 2023). 

Continuando com as observações da Figura 18 , os genomas pertenciam ao genótipo 

S1A (PbPy11, PbPy13), representando a primeira vez que esse genótipo é reportado no 

Paraguai. Além disso, o genoma PbPy2 apresentou uma posição intermediária entre os 

genótipos S1A e S1B. Essa posição sugere que se trata de um genótipo híbrido, conforme 

reportado por Bagali e colaboradores, onde, na figura, esse isolado agrupou-se com isolados de 

tatus previamente descritos como híbridos (BAGAGLI et al., 2021). Esse padrão indica uma 

possível variação genética dentro da espécie, reforçando a complexidade e a diversidade 

genética de Paracoccidioides.  
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A análise de Componentes Principais (PCA) evidenciou a estrutura populacional de 

Paracoccidioides, destacando a clara separação entre os genótipos S1A e S1B, bem como a 

presença de genomas com características intermediárias. A formação desses dois agrupamentos 

principais reflete uma distinção genética significativa entre os genótipos S1A e S1B. 

Além disso, destaca a presença dos genomas (T19F291, T20B131, Pb113 e PbPy2). 

distribuídos de forma intermediária. Esses genomas exibem características genotípicas 

diferenciadas em comparação aos demais, sugerindo uma possível transição ou variação 

genética entre os genótipos S1A e S1B. Em particular, a posição intermediária de PbPy2 reforça 

a hipótese de uma linhagem híbrida entre os dois genótipos. 

A inferência da estrutura populacional, realizada por meio do software 

fastSTRUCTURE, validou os agrupamentos previamente observados nas análises filogenéticas 

e de PCA, confirmando a distinção clara entre os genótipos S1A e S1B. Esses resultados 

corroboram os achados das análises anteriores, reforçando a existência de duas linhagens 

genéticas principais. No entanto, os isolados T20B131, T19F291, PbPy2 e Pb113, apresentaram 

padrões genéticos distintos, caracterizados por uma mistura das duas cores. Essas análises 

permitem inferir que P. brasiliensis sensu stricto apresenta genótipos híbridos. Esse fenômeno 

pode ser resultado de fluxo gênico entre as populações e de adaptação a diferentes condições 

ambientais. 

Estudos morfométricos da fase leveduriforme foram conduzidos para testar a hipótese 

de que os genótipos  de P. brasiliensis apresentam diferenças significativas na área das células 

de levedura, o que permitiria distingui-los. Em um estudo, foram observadas diferenças 

morfológicas entre as espécies P. lutzi e P. brasiliensis (TEIXEIRA et al., 2009). No entanto, 

ao aplicar o mesmo teste em outra ocasião, não foram identificadas diferenças significativas 

(THEODORO et al., 2012). O gráfico apresenta as áreas médias das células leveduriformes dos 

isolados analisados, destacando a distribuição das áreas celulares e sua classificação por 

genótipos. A comparação entre as médias das áreas celulares dos genótipos foi realizada por 

meio do teste Nested One-Way ANOVA, e valores de p > 0,05 indicaram a ausência de 

diferenças estatisticamente significativas entre os isolados. A falta de diferenças relevantes 

sugere que o tamanho das células leveduriformes não é um fator determinante para a distinção 

entre os genótipos S1A e S1B. Esse achado indica que outras características morfológicas, 

fisiológicas ou genéticas podem desempenhar um papel mais relevante na diferenciação entre 

esses genótipos (THEODORO et al., 2012). 
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A tipagem dos genomas revelou uma distribuição geográfica distinta nos diferentes 

distritos do Paraguai, destacando a circulação de variantes genéticas de Paracoccidioides em 

áreas próximas. O isolado 2, correspondente ao genótipo híbrido S1A/S1B, foi detectado em 

Santa Rosa del Mbutuy, enquanto os isolados 9, 5, 14 e 4, pertencentes ao genótipo S1B, foram 

identificados nos distritos de San Pedro del Ycuamandiyú, General Isidro Resquín, San 

Estanislao e Villa del Rosario, respectivamente. Esses distritos estão localizados em áreas 

próximas à região noroeste da Argentina, sugerindo uma possível conexão geográfica e 

influência genética entre essas zonas. 

Por outro lado, o isolado 13, classificado como S1A, foi encontrado em Pedro Juan 

Caballero, próximo ao estado de Mato Grosso do Sul (Brasil), o que está em conformidade com 

a filogeografia proposta para esse genótipo. Esses resultados evidenciam a circulação de 

diferentes variantes genéticas em áreas geograficamente próximas, sugerindo a coexistência de 

múltiplos genótipos em uma mesma região, conforme ilustrado na Figura 21. 

As limitações deste estudo incluem o delineamento retrospectivo, baseado em 

prontuários médicos não padronizados, frequentemente manuscritos com caligrafia de difícil 

leitura ou tinta desbotada, o que compromete a consistência e a completude das informações 

clínicas. Soma-se a isso a análise de cepas antigas, o número reduzido de amostras disponíveis 

e a ausência de uma coleta sistemática de isolados em todos os estados, o que dificulta uma 

representação abrangente da distribuição geográfica do fungo. Além disso, a localização 

utilizada na elaboração dos mapas baseou-se em pontos aleatórios dentro da cidade ou estado 

reportado, não necessariamente correspondendo ao local exato de exposição ao fungo, o que 

resulta em lacunas importantes na interpretação espacial dos dados. 

Apesar das limitações, este estudo representa uma abordagem multifacetada, que integra 

características clínicas, epidemiológicas e demográficas, além do sequenciamento completo do 

genoma, análises filogenéticas e modelos de distribuição de espécies, para compreender a 

distribuição de Paracoccidioides e caracterizar a doença no Paraguai. Além disso, possibilitou 

uma compreensão mais abrangente do cenário epidemiológico atual e da diversidade das 

espécies causadoras da PCM e no América latina. 
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7. CONCLUSÕES 

Neste trabalho, realizamos contribuições relevantes para o entendimento da 

epidemiologia molecular da paracoccidioidomicose (PCM) no Paraguai, um país 

historicamente negligenciado nos estudos sobre micoses endêmicas, apesar de sua proximidade 

com regiões altamente endêmicas da América do Sul. Por meio da análise retrospectiva de 

prontuários médicos no Centro de Especialidades Dermatológicas (CED), identificamos 66 

casos confirmados de PCM entre 2014 e 2024, com predominância em homens adultos, 

especialmente trabalhadores rurais, evidenciando o forte componente ocupacional da doença. 

A forma crônica foi a mais prevalente, com frequente comprometimento pulmonar e mucoso. 

Utilizando ferramentas de georreferenciamento e análise de densidade de Kernel, 

mapeamos a distribuição espacial dos casos, revelando áreas com maior concentração na 

Região Oriental do país, especialmente nos departamentos de San Pedro e Caaguazú, bem como 

no Chaco Úmido. A modelagem de nicho ecológico (MNE), por meio do algoritmo Random 

Forest, indicou regiões com alta probabilidade de ocorrência do fungo Paracoccidioides, 

corroborando os dados clínico-epidemiológicos e apontando zonas ambientais propícias para a 

agente etiológico. 

Do ponto de vista molecular, realizamos o sequenciamento completo do genoma de 

nove isolados clínicos, seguido da análise de polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) e da 

construção de uma árvore filogenética utilizando o método de Máxima Verossimilhança. Os 

resultados indicaram a predominância de Paracoccidioides brasiliensis S1B no país, além da 

primeira detecção de P. brasiliensis S1A e de um isolado com perfil genético misto S1A/S1B, 

evidenciando uma diversidade genômica inédita até então no Paraguai. A comparação com 

genótipos provenientes de países vizinhos, como Brasil e Argentina, permitiu identificar 

conexões evolutivas e delinear padrões regionais de circulação do patógeno. 

Esses achados reforçam a necessidade urgente de fortalecer a vigilância epidemiológica 

da PCM no Paraguai, implementar estratégias de diagnóstico precoce, capacitar profissionais 

da saúde e promover a integração de ações regionais para o controle efetivo da doença. Este 

estudo representa o primeiro esforço sistemático de caracterização epidemiológica e molecular 

da PCM no país e estabelece uma base sólida para futuras investigações, contribuindo 

significativamente para o avanço do conhecimento sobre as micoses endêmicas na América do 

Sul. 
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8. PERSPECTIVAS 

As micoses endêmicas no Paraguai representam um desafio significativo para a saúde 

pública, exigindo abordagens integradas que considerem os determinantes ambientais, sociais 

e econômicos envolvidos na sua epidemiologia. A cooperação regional e internacional, bem 

como a realização de estudos epidemiológicos e clínicos, são essenciais para aprimorar as 

estratégias de prevenção, diagnóstico e tratamento dessas infecções no país. 

A vigilância epidemiológica ativa da paracoccidioidomicose no Paraguai é essencial 

para a implementação eficaz de estratégias de prevenção e controle. A delimitação de áreas 

endêmicas, associada a programas de educação em saúde direcionados às populações em 

situação de risco, pode contribuir significativamente para a redução da prevalência dessas 

infecções. Ademais, a capacitação contínua de profissionais da saúde para o diagnóstico 

precoce e o manejo clínico adequado é crucial para minimizar as complicações associadas a 

essas doenças. 

Além dessas ações, destacam-se a publicação de artigos científicos, a apresentação de 

resultados em congressos e o desenvolvimento de projetos complementares em andamento, 

voltados ao aprofundamento do conhecimento sobre as micoses endêmicas no Paraguai. 
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