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RESUMO

Os Autores estudaram cinco amostiras de fungos tidas como isoladas de casos
de blastomicose queloidiforme (doenca de Jorge Lébo). Fazem uma revisio da
literatura s6bre esta ‘micose, desde o trabalho de Léso (1931), estabelecendo cri-
térios de ordem clinica, epidemiolégica, micolégica, anitomo-patolégica e imuno-
légica para diferengar a blastomicose ¢ueloidiforme da blastomicose sul-americana.
As amostras estudadas, incluindo a cepa J.B., considerada como isolada do caso
“princeps” de Jorge Ldbo foram semeadas em diversos meios, inoculadas em cobaios,
camundongos e hamsters, bem como em membrana cério-alantdide de ovos embrio-
nados de galinha, tendo sido analisadas também quanto 3 sua atividade bioquimica.
Antigenos obtidos ‘a partir de lisados dessas culturas e outros de natureza polissa-
caridica foram examinados face a soros de blastomicose queloideana e sul-americana,
concluindo os Autores que as culturas 481 e 987 sdo de Aspergillus penicillioides;
a de nimero 525 é uma cepa de Paracoccidioides brasiliensis; a de nimero 294

.corresponde a uma levedura identificada como Sterigmatomyces halophilus e a de

nimero 979 um fungo' leveduriforme ainda em estudo. Do trabalho realizado,
afirmam que, até o presente momento o fungo agente da blastomicose quelmdlforme
nio foi isolado.

Quanto & denominagdo ao- agente causal da blastomicose queloidiforme, os
Autores sdo de parecer que o bindmio Paracoccidioides loboi (Fonseca FiLHO &
ArEa LERO, 1940) ArmEA & Lacaz, 1949 deve prevalecer, fazendo da referida
espécie uma nova descrigdo na base de seus caracteres micromorfolégicos.

Problema dos mais discutidos na 'litera-
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dados epidemiolégicos, infectividade

CDU 616.992.282

tura micolégica diz respeito ao cultivo e &
denominacio do agente etiolégico da’ blasto-
micose queloidiforme ou doenca de Jor‘ge
Lébo.

A nosso ver, a literatura acumulada a par-
tir de 1931 — ano em que a referida doenga
foi descrita pelo Prof. Jorce LOBoO ¢ — en-
globando o estudo das lesGes cutineas, os
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animais de laboratério e algumas provas
imunolégicas, justifica plenamente conside-
rar-se a entidade em aprégo como micose
auténoma, diferente da blastomicose sul-ame-
ricana, com a qual alguns pesquisadores pro-
curaram identificid-la. - Some-se a &sses da-
dos o fato de, até o presente momento, nfo
se ter conseguido com seguranca, o cultivo
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do seu agente etiolégico, que tem recebido
denominacbes genéricas e especificas as mais
diversas, a saber:

Glenosporella loboi Fonseca Filho & Aréa
Ledo, 1940

Blastomyces brasiliensis Conant & Howell,
1942

Glenosporopsis amazonica Fonseca Filho,
1943

Paracoccidioides loboi Almeida & Lacaz,
1949

Blastomyces loboi Langeron & Vanbreuse-
ghem, 1952

Loboa loboi Ciferri, Azevedo, Campos & Si-
queira Carneiro, 1956

Lobomyces Borelli, 1968

Revendo a bibliografia sbbre o assunto,
verifica-se que, alguns investigadores (AzE-
VEDO ®; ALMEIDA * ¢ CoNaNT & col.®*) con-
sideraram a blastomicose queloidiforme co-
mo forma ou variedade clinica da blastomi-
cose sul-americana e, portanto, provocada pe-
lo Paracoccidioides brasiliensis, colocado pe-
los Gltimos Autores, na sinonimia de Blasio-
myces brasiliensis, Ocorrendo predominan-
temente no Brasil, em clima equatorial, ca-
sos isolados da “doenca de Jorge Lobo™ fo-
ram também descritos na Venezuela (Campo-
AASEN 24 25, BarTisTiNt & col. Y7, ConviT &
col. *5, REYEs & col.®?), Colémbia  (BETAN-
courT & CORREA %, CORREA %6, MARTINEZ &
Horrmann 8, RoBLEDO ?2 e PENA #7), Pana-
méa (HERRERa °'), Costa Rica (Trejos &
RoMERO %% 19%)  Guiana Francesa (Fon-
TAN *?, SILVERIE & col.®?, DestomBEs &
Ravice 37, PrapINAUD & col. ®) e Surinam
(WierseMa & NIEMEL 1°¢).

Antes de relatarmos o estudo que fizemos
sobre algumas culturas isoladas de casos cli-
nicos de blastomicose queloidiforme, deseja-
mos estabelecer, 4 guisa de introducdo, al-
guns pontos que nos parecem fundamentais
para um melhor esclarecimento da referida
doenca e da denominaciio proposta a seu
agente etiolbgico.

A Dblastomicose queloidiforme (doenca de
Jorge Lobo), com caracteristicas clinicas bem
diferentes da blastomicose sul-americana, com
lesGes exclusivamente cuténeas, de longa evo-
lugdo e raramente ganglionar (comprometi-
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mento secundario), com auséncia de visce-
ralizagio do processo, sem comprometer o
estado geral do paciente, tem sido observada
no Brasil, principalmente na bacia amazdni-
ca. Em 1970, Dias & col.®® fizeram refe-
réncias a 69 casos assinalados na Amazbnia
brasileira, mostrando a maior incidéncia da
doenga nesta regifio, confirmando observa-
coes anteriores de Moraks ™, Moraes &
OLIVEIRA 8°, MoORAES & FERREIRA 5, SiLva %9,
Sitva & Azevepo ®” e NERY-GUIMARAES &
Macepo 2,

BoreLn1 * refere que a ‘“Lobomicose”
ocorre predominantemente em zonas com
temperatura média anual superior a 24°C
¢ pluviometria acima de 2000 mm. Esses
dados epidemiolégicos sdo de grande interés-
se na conceituacdo da doenga de Jorge Lo-
bo, mostrando que fatores de ordem biocli-
matica devem interferir no aparecimento e
disseminagdo desta dermatose, praticamente
ausente fora da Amazénia.

A associagio de um caso de blastomicose
de Jorge Lébo, de longa duragdo, com le-
sbes orofaringeanas e pulmonares, de granu-
lomatose paracoccidiéidica, publicado por
Lacaz & col. ®, justifica também a separa-
clo dessas duas doencas, uma ndo dando imu-
nidade & outra. As observagdes de Baruzzi
& col. ** apresentam igualmente grande inte-
résse, ao registrarem 9 casos de blastomicose
queloidiforme em indios Caiabi, hoje viven-
do no Parque Nacional do Xingu, mas todos
éles procedentes de outras regides (entre os
rios Teles Pires e Arinos, formadores do rio
Tapajés). Ressaltam Baruzzi & col.*® que,
entre os indios Caiabl que mudaram para a
area do Parque Nacional do Xingu, nio hou-
ve o aparecimento de novos casos, persistin-
do a doenga nos ji acometidos.

Do ponto de vista clinico, as observagdes

"j4 acumuladas mostram o ndo comprometi-

mento do estado geral dos pacientes com
blastomicose queloidiforme, mesmo face a le-
sbes cutdneas disseminadas. A auséncia de
lesdes orofaringeanas e viscerais constitui
mais um elemento de diferenciacio clinica
entre a blastomicose queloidiforme e a blas-
micose sul-americana,

Histopatologicamente, desde os trabalhos
iniciais de LoBo ** e F1aLHO ** e posterior-.
mente, com as valiosas contribui¢des de
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MonTERO LEITE ¢ %*, MADUREIRA PARA 56,
TEIXEIRA 102198 PrrEIRA FrLmo *, NERY-
GuiMaRZEs & MAcepo %2, MICHALANY * e
MicraLaNY & LAGONEGRO ™, verifica-se que
a blastomicose queloidiforme apresenta um
quadro que a individualiza, bem diferente da
blastomicose sul-americana. Em sua tese de
livre-docéncia, MONTEIRO LEITE ¢° refere em
uma de suas conclusbes nfo existirem fatos
ou argumentos que justifiquem o estudo da
doenga -de Jorge Lobo. como simples forma
clinica da blastomicose sul-americana.

Reagbes de fixacdo do complemento e de
precipitacio mostraram-se negativas em so-
ros de blastomicose queloidiforme, usando-se
como antigeno, polissacarideo do Paracocci-
diotdes brasiliensis (Lacaz & col.®®). A
intradermo-reagio praticada por Azuray &
col. *® com antigenos preparados a partir
de material colhide de lesbes queloidiformes
ndo nos permite ainda utilizd-la como cri-
tério ou elemento de diferenciacfio entre as
duas micoses.

As inoculagGes em animais de laboratério,
com material colhido de lesbes humanas fo-
ram praticamente negativas na observacio
da maioria dos investigadores. Azuray &
col. ** assinalam, todavia, ter reproduzido le-
sOes experimentais em varios animais de la-
boratério. WiersEMa & NIEMEL ¢ referem
ter obtido lesbes experimentais em bélsa
plantar de hamster, inoculando material de
lesGes humanas. NERY-GUIMARXES %3, ino-
culando hamsters por via testicular com tri-
turado de lesdo cutdnea de blastomicose que-
loidiforme, apés 12 meses, verificou em um
dos animais, dos 4 inoculados, a formacio
de um nédulo com quadro histopatolégico
idéntico ao da doenga humana. Dias & col. 3¢
e SaMPATO & Dias® provocaram também
lesGes especificas inoculando o tecido conjun-
tivo de bdlsa jugal de hamsters (Mesocri-
cetus auratus). SaMpA10 & col. ®¢ - (trabalho
em publicagdo), inoculando jabotis e mucuas
(queldonios da Amazdnia Brasileira) com ma-
terial de lesGes humanas, por via subcutinea,
provocaram em alguns animais (jabotis -
Geochelone denticulata) nbédulos de lenta evo-
lugdo, com o aparecimento do parasito sob
formas bizarras.

Com a considerada amostra “princeps”
{amostra 525 de nosso trabalho), vérios pes-
quisadores (ArEa Lrio & col. %, Lemos

MonTERO "4, ALMEIDA & LAcaz3, ARTAGA-
VEYTIA-ALLENDE ®, SIQUEIRA CARNEIRO 2 e

‘BORELLI *° relataram resultados positivos em

suas inoculagGes, mas sabemos hoje (ver Dis-
cussdo) que esta amostra corresponde a uma
“cepa” de Paracoccidioides brastliensis, sem
relagio alguma com a blastomicose queloidi-
forme,

Em ovos embrionados de galinha, LEmos
MonTEIRO 7+ 7® ¢ LEmMos MonTEIRO & BrrI-
TO "® referem ter obtido lesbes em membrana
cério-alantéide, diferentes das observadas na
blastomicose sul-americana, trabalhando com
material retirado de lesbes e de cultura iso-
lada de um caso de blastomicose de Jorge
Lébo (amostra 987 de nosso trabalho).

Finalmente, no que diz respeito & morfo-
logia do agente etiolégico da blastomicose
de Jorge Lo6bo, os dados da literatura mos-
tram auséncia de esporulacdo exdégena mal-
tipla e a parede celular mais refringente que
a observada no Paracoccidioides brasiliensis.
Os dois fungos foram estudados a microsco-
pia eletronica por Furtapo & col. *% *°, Cag-
BONELL & Porrax ?¢ e CarBoNELL & Ro-
DRIGUEZ *7,

Quanto ao isolamento do fungo, as tenta-
tivas realizadas pela maioria dos pesquisa-
dores, semeando material rico em parasitas
em meios os mais diversos, quase sempre re-
sultaram negativas, sendo raras as culturas
existentes consideradas como eventuais agen-
tes do processo. De alguns casos, culturas de
crescimento lento foram obtidas, levando al-
guns investigadores a associarem as mesmas,
ao agente etiolégico da doenga de Jorge Lo-
bo (SiQueira CarNEIRO 2°, LEMOS MONTEI-
RO 75 75. 76 LEmos MonTEIRO & BriTo ™ e
CamMPO-AASEN %),

Em 1968, Carneiro & col. 2® fizeram re-
feréncias ao isolamento de um fungo de um
caso de blastomicose de Jorge Ldébo. Nossa
opinifo é a de que o mesmo é um cogumelo
do género Fusarium, sem relagdo com a etio-
logia do processo.

Tudo faz crer que a cultura “princeps”
tenha sido trocada no Instituto Oswaldo
Cruz, pois ndo ha mais davida de que a cul-
tura 1488 da Micoteca dessa Instituicdo, re-
presenta uma ‘“cepa” tipica de Paracoccidioi-
des brasiliensis, fungo éste que nunca mais
foi isolado de lesGes de blastomicose queloi-
diforme,
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No presente trabalho estudamos cinco
amostras de fungos tidas como isoladas de
casos de blastomicose queloidiforme. Foram
as mesmas levadas em consideracdo, pelo fa-
to de uma certa uniformidade em seus ca-
racteres macroscopicos — colonias cerebri-

formes, de crescimento lento em agar-Sabou-

raud. ‘Fizemos um exame micolégico que nos
pareceu completo, procurando também rea-
lizar uma investigagdo imunolégica que nos
permitisse detectar em soros humanos, de
blastomicose queloidiforme, eventual anticor-
po face as amostras em estudo, incluindo a
“cepa” de Paracoccidioides brasiliensis, con-
siderada como isolada do paciente J.B. pri-
meira observagdo registrada por Ldbo, em

1931.

MATERIAL E METODOS

. I.— Amostras estudadas — Pertencem a
Micoteca do Instituto de Medicina Tropical
de Sdo Paulo, com as seguintes indicacdes:

294 — Isolada por Silvio Campos, em Re-
cife (Pernambuco), do paciente

B.K.

481 — Isolada por Fonseca Filho, em 1937,

' do paciente A.A.B. e identificada
como Glenosporopsis amazonica em
1943. Amostras 1848, do Instituto
Oswaldo Cruz e 694 do Instituto de
Micologia da Universidade Federal
de Pernambuco.

525 — Amostra considerada como “prin-
ceps” e tida como isolada por Jorge
Lobo, em 1931, do paciente J.B.
Identificada inicialmente por Fonse-
ca Filho & Aréa Ledo, em 1940,
como Glenosporella loboi. Amostra
1488 do Instituto- Oswaldo Cruz (Rio

de Janeiro).

979 — lIsolada por Siqueira Carneiro (Re-
cife, Pernambuco), em 1952, do pa-
ciente A.A.B. Identificada por éste
pesquisador . como Paracoccidioides
lobot.

087 — Isolada por Siqueira Carneiro, em
1952, do paciente F.V.M." ¢ con-
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siderada por éste investigador como
idéntica as culturas 481 e 979.

II — Méiodos de trabalho

1) Exame macroscépico das coldnias em
jgar-Sabouraud, mantidos os tubos & tempe-
ratura ambiente ¢ a 37°C e as placas, para
o estudo das coldnias gigantes, & temperatu-
ra ambiente.

2)  Estudo micromorfolégico (cultivo em
lamina com umidade e sem umidade e exa-
me microscépico de um fragmento da cold-
nia, em A4gar-Sabouraud).

3) - Atividade bioquimica e necessidades
auxolégicas, a saber: urease, H.S, Zimogra-
ma (Dextrose, Laciose, Galactose, Sacarose
e Maltose), Reducio de nitratos a nitrito,
Auxanégrama de fontes hidrocarbonadas
(Dextrose, Lactose, Sacarose, Galactose e
Maltose), Auxandégrama de fontes nitrogena-
das (Sulfato de aménio, Cloreto de aménio,
Nitrato de potassio, Nitrato de sédio e Pep-
tona), Hidrélise do amido, Hidrélise da ge-
latina, Hidrélise da caseina, Indol,- Producéo
de amoénia, Catalase e Plasmo-coagulase. Pa-
ra a execugdo dessas provas, uUSamos as
técnicas seguidas por MiNamr ™.

4) Inoculacgo em animais — com uma
suspensdo em solugéo flsmloglca utilizando
cultivo das amosiras em A4gar-Sabouraud
(temperatura ambiente), padronizada no tu-
bo 3 da escala de Mac Farland, fizemos ino-
culagbes em trés espécies animais: .cobaios
(via testicular), camundongos (via perito-
neal) e hamsters (via peritoneal), inoculan-
do 0,25 ml e utilizando para cada amostra,
4 animais,

5) Inoculagio em membrana cério-alan-
téide de ovos embrionados de galinha —
ovos com 10 dias de incubagfio foram ino-
culados com 0,25 ml de uma suspensio idén-
tica a utilizada para as inoculages em ani-
mais. Temperatura .de incubagéo 36°C.
Abertura dos ovos no 7.° dia apds a inocula-
cfo. Lavagem das membranas em solugéo

" fisiolégica e fixagdo em Bouin, para exame

hlstopatologlco Coloraco pelos métodos de
Gomori, Gridley e Hematoxilina-eosina. Tan-
to para.a inoculagio em animais, como em
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membrana coério-alantbide, as suspensbes em
solugio fisiologica, preparadas a partir de
cultivo em agar-Sabouraud a 37°C (amostra
525) e a temperatura ambiente {amostras
294, 481, 979 e 987) tinham de 30 a 40

dias de cultivo.
6) Pesquisas imunolégicas

a) Provas de imunodifusio, utilizando
dois tipos de antigenos: um, obtido a partir
de lisado concentrado de culturas em agar-
Sabouraud e outro, de caldo-Sabouraud, fil-
trado e concentrado em camara fria com ven-
tilagao.

Os lisados foram obtidos em aparelho Vir-
tis, a 23.000 r.p.m. durante 40 minutos, a
partir de suspensdo espéssa, morta pelo Mer-
thiolate a 1/5000. A dosagem de proteinas,
pelo método do biureto, revelou os dados da
tabela abaixo.

Usamos soros de 12 casos de blastomicose
queloidiforme (indios Caiabi), recebidos do
Dr. RoBeErTO G. BARUZZI, com as indicagbes,
constantes na tabela da pagina seguinte.

Além désses soros, trabalhamos com 6 so-
ros de blastomicose sul-americana, com as
indicacbes relacionadas & pagina seguinte.

Para a imunodifusio, em limines de mi-
croscopia, utilizamos a técnica de OUCHTER-
LONY %5,

b} ReagGes de precipitagdo, usando anti-
geno polissacaridico das cinco amostras em
estudo, obtido pela  técnica de Fava Ner-
T0 *% 41 oito soros de blastomicose queloidi-

forme e cinco soros dos seis de blastomicose
sul-americana, os mesmos usados para as rea-
cbes de imunodifusio.

¢) Reagbes de fixacdo do complemento
e de precipitagdo em 11 soros de blastomi-
cose queloidiforme, com antigeno polissacari-
dico de Paracoccidioides brasiliensis (Técni-
ca de Fava NerTo **),

RESULTADOS

1) Exame macroscopico das coldnias em
dgar-Sabouraud, Czapeck e caldo-Sabou-
raud ,

AMOSTRA 294
A — Cultivo em tubos

Meio de Czapeck — & temperatura ambien-
te, aos 40 dias de cultivo, crescimento insig-
nificante, localizado no ponto de semeadura
do inéculo. A 37°C, aos 40 dias, auséncia
de crescimento.

Meio de Sabouraud — & temperatura am-
biente, aos 40 dias de cultivo, crescimento
moderado, formando colénia de tonalidade
creme, saliente, cerebriforme, com numero-
sas dobras e circunvolugdes. Reverso da mes-
ma cbr da parte superior da colénia. A 37°C,
auséncia de crescimento .aos 40 dias de cul-
tivo.

Caldo-Sabouraud — a temperatura ambien-
te, aos 40 dias de cultivo, forma pelicula

Proteina Total dos Lisados (Método do biureto)

N.° da Quantidade T itanci o Quant%dade T ‘t; . %
cultura inicial - ransmiténcia g% apoés B ransmiténcia g%
concentracdo
294 283 ml 98,0 0,2 4 ml 94,0 0,6
481 20 ml 99,0 01 7 ml 99,0 0,1
525 16 ml 99,0 0,1 1 ml 97,0 0,3
‘979 41 ml 98,5 0,1 8 ml - 97,0 0,3
987 22 ml - 99,0 0,1 6 ml 99,0 0,1
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Ficha Nome Idade Sexo Dugggiga da LesoOes
BL Coa | Coa 40 M 24 anos Disseminadas
792 Tuan ou 45 M Face posterior da perna
Tumassague
1010 Pitai 60 M Tronco e membros
1012 Copiape 30 M 20 anos Disseminadas — tronco e membros
1032 Canizo (*) 28 M Escapular, lombar, nddegas e pernas
1037 Gamé (¥) M
1042 Matsia 34 M 19 anos Torax, bracos e lombar E
1059 Copia 24 M 10 anos Térax, bracos e coxa D
1051 *)
1078 Cavel (*) 50 M Disseminadas — tdérax e membros
(Antonio)
1085 Coati 29 F 12 anos Ombro D
1100 Uracatu 34 M No6dulos ~ perna E e D

(*) Diagnostico clinico, sem exame histoldgico

Fixacéo
Ficha Nome do Precipitinas
complemento
164 | J.B. 18,0 b
161 N.N.A. 14,0 RIS
278 L.M. 28,0 ++
285 J.C. 68,0 +4+++
80 V.B. 20,0 ++
124 A.G. 8,0 +++

densa, que lentamente vai ao fundo, de colo-
ragio branca, crescendo pelas paredes do
tubo, formando manguito. Nao ha turvagdo,
notando-se, todavia, pequenos pontos pulve-
rulentos, esbranquigados. A 37°C, aos 40 dias
de cultivo, auséncia de crescimento.

B — Colénia gigante, em placa de Petri

Aos 22 dias de cultivo, & temperatura am-
biente, sébre o meio de Sabouraud, a colé-
nia apresenta crescimento moderado, salien-
te, cerebriforme, pregueada, de coloragio
branca, com- bordas irregulares. Reverso
branco, enrugado, verrucoso (Fig. 1-E).
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AmosTrRA 481
A — Cultivo em tubos

Meios de Czapeck — a temperatura am-
biente, aos 40 dias de cultivo, a col6nia
apresenta crescimento moderado, limitado ao
ponto de semeadura, sob a forma de cols-
nia saliente, cerebriforme, com numerosas
dobras e sulcos. Colénia branco-acizentada,
com ligeiro crescimento na profundidade do
meio, A 37°C, aos 40 dias de cultivo, ausén-
cia de crescimento.

Meio de Sabouraud — & temperatura am-
biente, aos 40 dias de cultivo, crescimento
mais abundante que no meio de Czapeck,
sob a forma de colénia dura, pregueada, sa-
liente, de coloragio cinza-escuro (castanho),
com reverso da mesma c6r, porém-de tona-
lidade mais acentuada. Nota-se a pigmenta-
¢io castanha do meio de cultura, restrita a
proximidade das bordas da colénia.- A 37°C,
aos 40 dias de cultivo, auséncia de cresci-
mento.

Caldo-Sabouraud - a temperatura ambi-
ente, crescimento moderado a luxuriante, for-
mando pelicula que vai ao fundo. Cresci-
mento & superficie, com filamentagio das
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colénias. A 37°C, aos 40 dias, crescimento
reduzido, sob a forma de pequenas colénias
isoladas, puntiformes,

B — Colénia gigante, em placa de Petri

Aos 45 dias de cultivo, & temperatura am-
biente, sdbre o meio de Sabouraud, a cold-
"nia apresenta crescimento lento, aspecto ce-
rebriforme, saliente, de coloracio castanha,
mais acentuada no centro, com numerosas
dobras e com bordas acinzentadas, inteiras,
de contdrno irregular. Reverso bastante irre-

gular, apresentando sulcos que marcam pro-
fundamente a colénia, de coloracio castanha
escura, brilhante (vitrificado), pigmentandc
levemente o meio (Fig. 1-C).

AmvosTra 525

A — Cultivo em tubos

Meio de Czapeck — a temperatura am-
biente, aos 40 dias de cultivo, auséncia de
crescimento. A 37°C, aos 40 dias de cultivo,
auséncia de crescimento.

Fig. 2 — Cultura n.o 525,
45 -dias.

Aspectos micromorfolégicos.
Temperatura de. 37°C

\

)

s
a0

Cultivo em Aagar-Sabcouraud.
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Meio de Sabouraud — & temperatura am-
biente, aos 40 dias de cultivo, coldnia coto-
nosa, branca, centro ligeiramente saliente, de
bordas. filamentosas, com reverso cinza (gélo
a pérola). A 37°C, aos 40 dias de cultivo,
crescimento moderado, sob a forma de co-
I6nia pregueada, cerebriforme, cinza-amare-
lada, irregular. Reverso da mesma c6r da
colénia.

Fig. 3 — Cultura n.°© 987. Aspectos micromorfolégicos.

45 dias.

1234

Caldo-Sabouraud — & temperatura -ambi-
ente, aos 40 dias de cultivo, crescimento sob

a forma de um grande floco em tdérno do
inéculo, com deposito. Auséncia de turva-

¢do e de crescimento na periferia. A 37°C,

aos 40 dias, colonia de crescimento modera-

do, puntiforme, formando pequecnos fléculos
gue se depositam,

Cultivo em agar-Sabouraud.

Temperatura ambiente.
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B — Colénia gigante, em placa de Petri
| s

Aos 45 dias de cultivo, 4 temperatura am-
biente, sbbre o meio de Sabouraud, a cold-
nia é circular, branca, cotonosa, lisa, de cen-
tro acuminado, bordas filamentosas; reverso
creme com sulcos radiais na zona central,
sem atingir as bordas, como coloragdo mais

acentuada (Fig. 1-A).

AmosTra 979
A — Cultivo em tubos
Meio de Czapeck — a temperatura ambi-

ente, aos 40 dias de cultivo, a coldnia é
branca, de crescimento moderado, saliente, de

superficie cerebriforme, com pregas e do-
bras irregulares. Ndo ha pigmentacio do
meio. Ligeiro crescimento na profundidade
do meio, ao ponto da.semeadura. A 37°C,
aos 40 dias, crescimento nulo.

Meio de Sabouraud — 3 temperatura am-
biente, aos 40 dias de cultivo, crescimento
moderado a luxuriante, saliente, cerebrifor-
me, pregueada e irregular. O reverso é ama-
relo. A 37°C, crescimento muito reduzido ao
redor do inéculo (praticamente nulo).

Caldo-Sabouraud — & temperatura ambi-
ente, aos 40 dias de cultivo, crescimento re-
duzido, sob a forma de pequenas colbnias
esbranquicadas, formando ligeiro depésito na

Fig. 4 — Cultura no 987 — Aspectos micromorfolégicos.

Cultivo em lamina, em
agar-Sabouraud, sem -umidade, & temperatura ambiente -(25 dias)
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profundidade do meio. N&o ha turvacgio nem
dormacgdo de pelicula. A 37°C, crescimento

reduzido, sob a forma de pequenas colénias
Cuntiformes, isoladas.

B — Colonia gigante, em placa de Peirt

Aos 45 dias de cultivo, sébre o meio de
Sabouraud, em placas de Petri, i tempera-
tura ambiente, a colénia é branca, de cresci-
mento. lento, irregular, saliente, de superfi-
cie cerebriforme, bordas irregulares; reverso
branco, com aspecto irregular (Fig. 1-D).

Fig, 5. — Cultura n.o 481, Aspectos micromorfolégicos.

236 .

Amostra 987
A — Cultivo em tubos

Meio de Czapeck — a temperatura ambien-
te, aos 40 dias de cultivo, colénia de cresci-
mento moderado, branco-acinzentada, salien-
te, cerebriforme, co centro acuminado. Su-
perficie com numerosas dobras e sulcos.
Cresce também em profundidade no meio de
cultura. A parte central & ligeiramerite mais
escura (castanha) que o restante. Nio ha

Cultivo em -&gar-Sabouraud.
.45 dias. - Temperatura -ambiente.
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pigmentacdo do meio. A 37°C, auséncia de
crescimento,

Meio de Sabouraud — & temperatura am-
biente, aos 40 dias de cultivo, crescimento
de moderado a luxuriante, maior que em
Czapeck. Colénia de coloragio castanha, sa-
liente, pregueada, irregular, de superficie ce-
rebriforme. Ligeira pigmentacio do meio
em castanho, principalmente ao redor da co-

16nia. Cresce também em profundidade.” A
37°C, aos 40 dias de cultivo, crescimento pra-
ticamente nulo ao redor do inéculo.

Caldo-Sebouraud — & temperatura ambi-
ente, aos 40 dias de cultivo, crescimento no
fundo, sob a forma de pequenas colénias
branco-acizentadas que confluem, formando
um depésito de bordas irregulares. Na pare-
de do tubo observa-se crescimento com ten-

Fig. 6 — Ciitura no 481 — Aspectos ‘micromorfolégicos. Cultive em lamiha, em d4gar-
Sabouraud sem-umidade, & -temperatura ambiente (25 dias)
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déncia a filamentagdo. Ndo hi turvacdo do
meio. A 37°C, aos 40 dias de cultivo, cres-
cimento reduzido, sob a forma de pequenas
colonias isoladas, puntiformes,

B — Colénia gigante, em placa de Petri

Aos 45 dias de cultivo, & temperatura am-
biente, sGbre o meio de Sabouraud, em pla-
ca de Petri, a colonia apresenta crescimen-
to lento, saliente, cerebriforme, de coloracio
castanha, com sulcos e dobras, centro acumi-
nado e bordas irregulares. Reverso bastante
marcado, com depressdo profunda no centro,

Fig.” 7 — Cultura n® 979 — Aspectos micromorfolégicos.
Temperatura ambiente,

45 dias.
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de coloragfo castanha (vitrificado) (Fig.

1-B).

2 — Estudo micromorfologico (cultivo em
lémina, com umidade e sem umidade
e exame microscépico de um frag-
mento da colénia, em dgar-Sabouraud)

AMOsTRA 294 — poucos filamentos mice-
lianos, filiformes, hialinos, septados ou nio,
onde por vézes sfio encontradas protuberan-
clas ampuliformes na porgdo média das hi-
fas (aspecto enfisematoso). As estruturas ca-
racteristicas sdo células multiformes variando

Cultivo em Aagar-Sabouraud,



FONSECA, O. J. de M. & LACAZ, C. da S. — Estudo de culturas isoladas de blastomicose queloidifor-

me (Doenca de Jorge L6bo).
Paulo 18:225-251, 1971.

Denominac¢do ao seu agente etiolégico.

Rev. Inst. Med. trop. 8do

de globosas a piriformes, que se multiplicam
‘por gemulagdo simples e maltipla. As gému-
las se unem & célula-m8e, por uma haste
(stalk) que permanece ligada & parede da
célula-mie, apés a separacgfo, dando a estas,
aspecto estrelar (espinhoso), permitindo a
verificagdo do ntumero de brotamentos pro-
duzidos. Também podem ser observadas ca-
deias de células unidas entre si pela haste,
cujo tamanho varia de inconspicuo a 3 p de
eixo longitudinal (Fig. 8).

No cultivo em limina, com e sem umida-
de, as estruturas sdo semelhantes as anterior-
mente descritas,

Fig. 8 — Cultura n»® 294 — Aspectos micromorfolégicos.
Temperatura ambiente.

45 dias.

AmosTrRas 481 £ 987 — micélio hialino,
septado, constituido de células uniformes, de
tamanho variavel, raramente ramificado, com
clamidésporos globosos a piriformes, até 20 p
de didmetro, terminais ou intercalares. A
partir de uma célula globosa (clamidésporo)
ou lateralmente &s hifas, desenvolvem-se pe-
quenos conidibforos irregulares, sinuosos,
formando no apice, cabegas aspergilares com
esterigmas ampuliformes. Nos preparados
feitos a partir das paredes. dos tubos com
Caldo-Sabouraud, essas estruturas se tornam
mais evidentes, com nitida filamentagdo da
colonia. No cultivo em ldmina, sem umida-
de, & temperatura ambiente, nota-se forma-

\

40 i

|
,./’% °

Cultivo em &gar-Sabouraud.
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¢do de cabecas aspergilares tipicas, sub-glo-

" hosas, uniseriadas, colunares, situadas no
apice de conididforos lisos, flexuosos, que
crescem a partir do substrato ou do micélio
aéreo, Os esterigmas sio ampuliformes, hia-
linos, em uma ftinica série; conidios globosos
a truncados (forma de barril), rugosos, em
cadeia, de coloracio verde-amarelada. No
cultivo em lamina, com umidade, as estru-
turas sdo idénticas as observadas em frag-
mentos de cultura (Figs. 3, 4, 5 e 6).

AmosTrRa 525 — a 37°C, poucos filamen-
tos micelianos curtos, septados ou nfo, hiali-
nos. Predominam, nos preparados, células
leveduriformes, globosas, de membrana du-
pla, refringente, com granulagbes citoplas-
maticas, reproduzindo-se por exo-esporulagio
miltipla e, mais raramente, por brotamento
simples, podendo também ser observadas for-
mas catenuladas. Comum o aparecimento de
clamidésporos, aderidos, intercalar ou termi-
nalmente, as hifas. A temperatura ambien-
te, filamentos micelianos hialinos, septados,
ramificados, por vézes formando feixes que
simulam sinémios. Alguns clamidésporos
globosos, terminais, podem ser observados.
Nos cultivos em lamina, com umidade ou
com umidade reduzida, & temperatura am-
biente, as estruturas sio idénticas as verifi-
cadas nos fragmentos de cultura mantida &

temperatura ambiente (Fig. 2).

AMOSTRA 979 — micélio irregular, septa-
do, ramificado, hialino, anastomosante, cons-
tituido de células de forma e tamanho varia-
veis, de parede lisa, com numerosos clami-
désporos intercalares e terminais até 15 p
de didmetro, com parede dupla, espéssa. La-

teralmente as hifas, observa-se a formacfo -

de estruturas unicelulares e multiseptadas, si-
mulando conidios, que vio de semi-globosos
catenulados a fusiformes septados (Fig. 7).

3 — Atividade

auxoldgicas

bioguimica e necessidades

Os resultados obtidos estdo condensados na
Tabela I, verificando-se auséncia de qualquer
resultado til para um diagnéstico de género
¢ espécie. :

4 — Inoculagio em animais

A — Cobaios (via testicular) — os ani-
mais inoculados com a amostra 525 foram
sacrificados 90 dias apés a inoculagio e to-
dos éles apresentaram formas tipicas de Pa-
racoccidioides brasiliensis ao exame direto.
Em um déles, fizemos exame anatomo-pato-
16gico, cujo resultado foi o seguinte:

“Epididimo normal. Abaixo da albuginea,
préximo do epididimo, no intersticio do pa-
rénquima, percebe-se processo granulomato-
so, com muitos mononucleares de mistura.
As células histiocitarias, grandes, citoplasma
abundante, freqilentemente mostram fagoci-

TABELA I1I

Reacdes de precipitacédo
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tados fungos arredondados ou ovalares, com
dupla membrana, apresentando porcio cen-
tral ora acidéfila, ora baséfila. Os fungos
medem cérca- de 40 x de didmetro, em mé-
dia. O restante do testiculo apresenta tibu-
los seminiferos normais, inclusive no que diz
respeito A espermatogénese.”

Os animais inoculados com as amostras
204, 481, 979 e 987 nada apresentaram a
autopsia, que sugerisse’ reprodugio experi-
mental da blastomicose queloidiforme, apoés
90 dias de inoculagdo.

B — Hamsters (via peritoneal) — todos
os animais em experiéncia, inclusive com a
amostra 525, nada apresentaram de anormal,

A autopsia, realizada 90 dias apés a inocula-
¢éo.

C — Camundongos (via peritoneal) — os
animais em experiéncia, sacrificados 90 dias
ap6és a inoculagio, nada apresentaram de
anormal a autopsia.

TABELA IITX

Reac¢des de fixacdo do complemento e de preci-
pitacdo, com antigeno polissacaridico de Para-
coccidioides brasiliensis, face a soros de blasto-
micose queloidiforme (doenca de Jorge Lobo)

Precipitinas
Soros R.F.C (Diluicdo a 1/5

do antigeno)
1059 [ [—I
1032 2,17
1078 4,75 (—l
1100 2,2 =1
Co4 [—1 |—I
1051 ‘ 2,2 |—I
1037 6,3 J—I
1012 2,25 !
1042 3,65 =
1085 [—I [—l
792 9,0 J—I
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5 — Inoculagio em membrana cério-alantdi-
de de ovos embrionados de galinha

O exame histopatologico, realizado pelo
Dr. TuaLes pe Brito, do Instituto de Medi-
cina Tropical de Sio Paulo, forneceu os se-
guintes resultados:

Cultivo 294 — Reatividade do ectoderma,
com circunscricio de parasitas na superficie,
pela reacio tipo corpo estranho. Edema e
processo inflamatério agudo na base. Em
outro corte, granulomas mais fluorescentes,
profundos, com muitos parasitas arredonda-
dos ou filiformes.

Cultivo 481 — Essencialmente o mesmo
tipo de reacdo, porém com pouca reativida-
de superficial e a presenga de granulomas
mais duros, com maior nimero de parasitas.

Cultivo 525 — Reagdo aguda, mesenqui-
mal. Esbdco de granuloma, com alguns “va-
ciiolos” no citoplasma.

 Cultivo 979 —— Reatividade superficial,
ectodérmica, consideravel. Reatividade meso-
dérmica, tipo granuloma de corpo estranho.
Fungos sob a forma de hifas em meio ao
processo granulomatoso. Presentes também,
formas redondas em menor namero.

Cultivo 987 — Crosta sangiiinolenta e rea-
tividade do ectoderma. Edema e congestdo
do mesénquima. Granuloma tipo corpo es-
tranho no mesénquima, com processo infla-
matério agudo periférico. Fagocitose de re-
manescentes de hifas. Alguns granulomas do
tipo “tuberculbide”, apresentando na porgéo
central, hemaicias desintegradas e raros pa-
rasitas alongados, acidéfilos.

6 — Pesquisas imunolégicas

a) Provas de imunodifuséo — com o an-
tigeno soliivel, concentrado, das cinco amos-
tras, face aos soros ensaiados — 12 de blas-
tomicose queloidiforme e 6 de blastomicose
sul-americana — os resultados foram nega-
tivos até 72 horas de observagio. Com o k-
sado obtido a partir de cultivo em agar-
Sabouraud e concentrado, apenas obtivemos
uma prova positiva, com arco de precipita-
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¢do_bastante nitido, com um sbro de blasto-
micose sul-americana (164 — J.B.) face a
amostra 525. Fsta nfo reagiu com os 12
soros de blastomicose queloidiforme e com
os soros restantes de blastomicose sul-ameri-
cana. Por sua vez, os lisados das outras cul-
turas nfo deram resultados positivos face aos
soros em prova, de blastomicose sul-america-
na e de blastomicose queloidiforme.

b) Reagbes de precipitaggo — usamos 5
soros de blastomicose sul-americana e 8 so-
"ros de blastomicose queloidiforme. Os resul-
tados estdo condensados na Tabela II.

c) Reagoes de fixacao do complemento
e de precipitagio em 11 soros de blastomi-
cose queloidiforme. Os resultados estdo con-

densados na Tabela III.

DISCUSSAO

Os dados por nés obtidos mestram ser a
cultura de nimero 525 (Figs. 1-A e 2), uma
“cepa” tipica de Paracoccidioides brasilien-
sis, bem diferente em seus aspectos micros-
cépicos, do cultivo estudado por Fonskca
Froao & ArEa Leio *¢ em 1940, identifica-
do por 8sses Autores como Glenosporella lo-
boi. Tudo faz crer que esta cultura (525)
nfo tenha sido isolada do caso “princeps”,
descrito por LOBo ®* em 1931, tratando-se
de amostra tipica de Paracoccidioides brasi-
liensts, fungo ésse que nenhum outro pesqui-
sador conseguiu isolar de casos clinicos de
blastomicose queloidiforme. Todos aquéles
que praticaram cultivo de material humano
rico em parasitas ndo se referem a isola-
‘mento de cogumelo com as caracteristicas do
Paracoccidioides brastliensis. Devemos con-
cluir que a amostra 525 de nossa colegio e
procedente do Instituto Oswaldo Cruz (n.
1488) deve ser identificada como Paracocci-
dioides brasiliensis Almeida, 1930, sem rela-
¢do alguma com o caso original descrito por
Logo ¢¢. Como o género Loboa foi criado
por CIFERRI & col. *%'a partir dessa amostra,
devemos referir que éste Gltimo género nio
tem qualquer valor ém sistemitica, devendo
passar para a sinonimia de Paracoccidioides.
A amostra 525 parece ter perdido em parte
sua viruléncia, pois mesmo em cobaios ino-
culados por via testicular, a reagfo escrotal

néo foi intensa, mas a presenca do Paracoc-
cidioides brasiliensis foi sempre evidente. Os
hamsters e camundongos inoculados nio ma-
nifestaram qualquer lesfio especifica.

A amostra 294 corresponde a um culiivo
leveduriforme (Figs. 1-E ¢ 8) que, a pedi-
do de um de nés (Lacaz), ja havia sido
examinada pela Dra. Lopper, que a identi-
ficou como uma levedura com haste (stalk-
yeast) ou levedura pedunculada. Esta leve-
dura foi identificada em 1966 por FELL 2
em novo género e nova espécie — Sterigma-
tomyces holophilus — juntamente com duas
outras amostras isoladas do ar, na Flérida
(U.S.A.) e de 4gua marinha, no Oceano
Indico. Concluimos que esta levedura nada
tem a ver com a etiologia da blastomicose
queloidiforme, considerando também razbes
de ordem imunolégica, bem como inocula-
¢bes em animais de laboratério € membrana
cério-alantéide de embriGes de galinha.

Quanto as amostras 481 (chamada Glenos-
poropsis amazonice) e 987 (Figs. 1-B, 1-C,
3,4, 5 ¢ 6), isoladas de casos de blastomi-
cose queloidiforme, nossas pesquisas confir-
maram as observacbes de Raper & FEN-
NELL %%, os quais identificaram ésses fungos
como Aspergillus penicillioides, aparecendo
os 6rgios de frutificagfo caracteristicos do
género, através de cultivos em ldmina com
umidade reduzida. Mesmo nas paredes do
tubo com Caldo-Sabouraud, as colonias, de-
pois de 30 dias de cultivo, formam 6rghos de
frutificacio bem caracteristicos do género
Aspergillus. Macroscopicamente, tais cultu-
ras sio cercbriformes e de crescimento len-
to, levando alguns pesquisadores a identifi-
cé-las com o fungo agente da blastomicose
queloidiforme. Do ponto de vista imunolé-
gico, também ndo conseguimos verificar po-
sitividade nas provas de imunodifusio com
lisados dessas culturas {rente a soros de blas-
tomicose queloidiforme. Com a cultura 987,
refere LEmMos MoNTEIRO ™ ™ 76 ter provoca-
do granuloma em membrana cério-alantéide
de ovos embrionados de galinha, envolvendo
o ecto e o mesoblasto. Pelas fotografias
apresentadas, nfio verificamos, todavia, a
presenca de fungos com as caracteristicas do
Paracoccidioides lobo.

Finalmente, quanto & amostra 979, trata-
se de um fungo leveduriforme, ndo identi-
ficado (Figs. 1-D e 7), também sem relacio
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alguma com a blastomicose queloidiforme
{ver inoculagbes e provas imunoldgicas).
Esta amostra foi isolada por SiQUEIRA CaRr-
NEIRO %, do doente A.A.B., 15 anos depois
de Fonseca FiLeO ter isolado do mesmo
doente, um cogumelo identificado como Gle-
nosporopsis amazonica (amostra 481). Fsses
dados mostram que do mesmo paciente, em
“épocas diferentes, foram isolados dois fun-
gos, com caracteristicas diversas, fato eéste
que invalida qualquer relagio etioldgica de
tais: cultivos com a blastomicose queloidifor-
me.
Do trabalho realizado, concluimos que até
o presente momento, o fungo agente da blas-
tomicose queloidiforme néo foi isolado e que
as culturas obtidas de casos clinicos dessa
doenga correspondem a fungos sem relagio
etioldgica com a doenga em estudo.

gir com aquéle fungo. Os dados obtidos su-
gerem, entdo, a presenca de antigenos co-
muns entre o P. brasiliensis e P. loboi, mais
um argumento para a colocagdo dos dois
microrganismos em um mesmo género.

Quanto i denominagio ao agente causal
da blastomicose queloidiforme, somos de pa-
recer que Paracoccidioides loboi Almeida &
Lacaz 1949, deve prevalecer, dadas certas
semelhancas micromorfologicas dos parasitas
desta doenca e da blastomicose sul-america-
na. Enquadradas as duas espécies no mes-
mo género, podemos estabelecer. as seguintes
diferencas fundamentais entre ésses dois fun-
eos, sem levarmos em consideragio os aspec-
tos clinicos e epidemiol6gicos das doengas
que éles produzem e ja referidos na parte
introdutéria.

Paracoccidioides 10boi

Paracoccidioides brasiliensis

I — Aspectos micromor-
folégicos em vida para-
sitaria

II — Cultive

IIT — Ineculacdo em
animais de laboratoério

Células globosas 4 subglobosas,
com membrana de duplo con-
térno, medindo 6,0-13,5 x 5,0-
11,0 x nos tecidos parasitados,
reproduzindo-se por gemulacéo
simples, aparecendc também
formas catenuladas de 3 a 6
células, muitas delas unidas
por uma haste, formando es-
trutura em rosario (Fig. 9)

Nao culti-

vado

comprovadamente

Auséncia de lesdes experimen-
tais, a ndo ser pequenos nédu-
los em animais de sangue frio
e hamsters

Células esféricas, com membrana de
duplo contérno, medindo de 1 a 40 u.
Nos tecidos, células com brotamento
simples ou mdultiplo (exo-esporula-
cdo). Em corte 6ptico mediano, a
estrutura lembra a roda-de-leme,

Cultivavel, com dificuldade, obtendo-
se variante filamentosa (M) e leve-
duriforme (L)

Orquite em cobalos, sein generaliza-
¢cdo do processo. Em hamsters e
camundongos, lesBes generalizadas,

quando inoculados por via peritoneal

Conant & HoweLL 2, em 1942, coloca-

Do ponto de vista imunolégico, consegui-
mos pela reacfio de fixacio do complemento,
revelar em alguns soros de blastomicose que-
loidiforme (Tabela IIT) anticorpo fixador do
complemento face a antigeno polissacaridico
de Paracoccidioides brasiliensis. Por reagdes
de imunodifusfo e de precipitagdo em tubos,
nio evidenciamos anticorpos capazes de rea-
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ram o género Paracoccidioides na sinonimia
de Blastomyces, fato éste contestado, com ra-
zdo, por ALMEIDA > ¢ EMMoONs & col. *. Em
tais condigles, pensamos que o género Para-
coccidioides descrito por ALMEIDA em 1930,
é valido e nio fere nenhum dispositivo de
nomenclatura botanica, fato €ste ja assinala-
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do por SiMOEs BarBosa ™. (Quanto ao géne-
ro lembrado por BorerLLi®* — Lobomyces
— fica o mesmo prejudicado, com a plena
validade do género Paracoccidioides e a espé-
cie loboi que pode ser assim descrita:

Paracoccidioides loboi (Fonseca Filho &

Aréa Ledo, 1940) Almeida & Lacaz, 1949

Sinonimia: Glenosporella loboi Fonseca Filho

& Aréa Ledo, 1940
Glenosporopsis amazonica Fonseca Filho, 1943

Blastomyces loboi Langeron & Vanbreuseg-
hem, 1952

Loboa loboi Ciferri, Azevedo, Campos & Si-
queira Carneiro, 1956

“Fungo agente da blastomicose queloidi-
forme (Doenca de Jorge Lébo), até hoje nfio
comprovadamente cultivado, com doenga ex-
perimental nfo reproduzida de modo siste-
mético, a nio ser pequenos nddulos em ani-
mais de sangue frio e hamsters dourados,
apresentando em vida parasitaria riqueza de
elementos predominantemente globosos (elip-
ticos a ovéides), catenulados, medindo de
6,0-13,5 x 5,0-11,0 u, com dupla parede
bem espéssa, reproduzindo-se por gemulacio
simples, sem exo-esporulagdo (Fig. 9). For-
mas em rosario sdo freqiientes. A parede
celular é espéssa, atingindo 1 p ou mais.”

Selecionamos um “neotypus” (amostra do
paciente J.P.S.), sendo distribuidas dupli-
catas, sob a forma de laminas, para os se-
guintes herbarios, indicados pela abreviacdo
internacional, sugeridas por Lanjouw & Sta-
FLEU *®: NY (usa), BPI (usa), K (In-
glaterra), L (Holanda), LE (umss), DAOM
(Canada), PC (Franca), SP (Brasil), UPS
(Suécia) e ZT (Suiga).

Provavelmente, enquanto nio se conhecer
a fase sexuada dos agentes da blastomicose
sul-americana, da blastomicose queloidiforme
e da blastomicose norte-americana, ésses fun-
gos imperfeitos devem formar um “comple-
x0” ou um “‘agrupamento” de “entidades”
que figurariam em um mesmo género. Quan-
to & espécie loboi, ela é perfeitamente valida,
tendo em vista os seus atributos micromor-
folégicos e biolégicos, bem diferentes das
espécies brasiliensis e dermatitidis. Os estu-
dos sob microscopia eletrénica ndo revelaram
distingbes enire as espécies brasiliensis e lo-

boi, ao nivel de organelas celulares especiais,
mas confirmaram a separagfio segundo o pro-
cesso de brotamento. Até o ponto em que a
artificialidade da pratica taxondmica permi-
te, quando se lida com Fungi Imperfecti, po-
de-se dizer que Paracoccidioides brasiliensis
¢ Paracoccidioides loboi representam espécies
distintas. Através dos estudos de CARBONELL
& RopriGUEZ ¥, sabe-se que a forma perfeita
de Paracoccidioides brasiliensis devera ser
incluida entre os Ascomycetes, pois os septos
das hifas, na fase filamentosa, apresentam o
poro simples, do tipo Ascomycetes (Brac-
KER ?* ¢ FUurTADO %9).

A posigio do Paracoccidioides loboi ainda
¢ incerta. Todavia, a julgar pelo comporta-
mento da parede celular das células leveduri-
formes durante a esporulagdo, tanto em Pa-
racocctdioides brasiliensis (CARBONELL &
Porrax *%, Furtapo & col. *® ), como em
Paracoccidioides loboi (FurTADO & col.®® 9},
é possivel que o agente da blastomicose queloi-
diforme seja relacionado a Ascomycetes. Este
ponto de vista é baseado nas caracteristicas
da produg@o de blastésporos em nivel de ul-
tra-estrutura, quando sio comparados estagios
leveduriformes de fungos cuja fase perfeita
pertence a Ascomycetes ou Basidiomycetes,
distintamente (Prusso & WEerLLs *°, Magr-
cHANT & SmiTH 7). O problema da posigio
taxondmica de fungos leveduriformes tornou-

"se extremamente importante, depois que o es-

tagio sexuado de representantes de Rhodoto-
rula revelou que se tratava de fungos basidi-
feros (Banno **, NeweLr & FErL ®).

Do ponto de vista imunolégico destacamos
a positividade de algumas reagdes de fixacéio
do complemento, empregando antigeno polis-
sacaridico do Paracoccidioides brasiliensts fa-
ce a soros de blastomicose queloidiforme (4
soros com titulo superior a 2 em um grupo
de 11 amosiras). As reacoes de precipitacdo
c¢m tubo e de imunodifusdo, esta Gltima rea-
lizada com a amostra 525 (cepa tipica de
Paracoccidioides brasiliensis) resultaram ne-
gativas. Ficou demonstrada a presenga, em
alguns soros de blastomicose queloidiforme,
de um anticorpo fixador do complemento
capaz de reagir com antigeno polissacaridi-
co de Paracoccidioides brasiliensis. Este fato
constitui um argumento a mais para a colo-
cacdo do agente da blastomicose queloidifor-
me no género Paracoccidioides. Destaque-se,
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também, neste particular, o trabalho de Sir-
vA & col. ', mostrando através de reagdes
de imunofluorescéncia, que a forma tissular
do Paracoccidioides loboi é antigénicamente
relacionada a forma leveduriforme do Para-
coccidioides brasiliensis.

Com os antigenos polissacaridicos obtidos
das amostras 294, 481, 525, 979 e 987, fi-
zemos reagbes de precipitagdo em tubo, di-
luindo o antigeno a 1/5 e os resultados ob-
tidos revelaram reacdes positivas da -amos-
tra 525 com dois soros de blastomicose sul-
americana, sendo negativas tals provas com
8 soros de blastomicose queloidiforme. To-
davia, obtivemos com as amostras 481 e 987,
reagbes de precipitagiio positivas em um sb-
ro de blastomicose sul-americana, tratando-se,
possivelmente, de um resultado inespecifico.

RESUMO E CONCLUSOES

Os Autores estudaram cinco amostras de

fungos tidas como isoladas de casos de blas-

tomicose queloidiforme. Fazem uma revisio
da literatura s6bre a “doenca de Jorge Lébo”,
que se inicia em 1931 com a publicacdo da
primeira observagio dessa micose, prevalente
na Amazénia Brasileira e casos esporddicos
registrados na Venezuela, Colémbia, Costa
Rica, Panam4i, Guiana Francesa e Surinam.
Estabelecem critérios de ordem clinica, epi-
demiolégica, micolégica, anitomo-patolégica
e imunolégica para diferengar a blastomicose
queloidiforme da blastomicose sul-americana,
com a qual alguns investigadores pretende-
ram identificd-la. Os fungos estudados, in-
cluindo a *“cepa” de Paracoccidioides brasi-
liensis, considerada como isolada do caso
J.B., primeira observagéo registirada por LO-
‘B0 * em 1931, foram semeados em Agar-Sa-
bouraud, Czapeck e caldo-Sabouraud e, a
partir désses cultivos, pesquisados em sua ati-
vidade bioquimica e verificada sua micro-
morfologia, inclusive através de cultivo em
lamina. A seguir, foram as mesmas ino-
culadas em cobaios, hamsters e camundongos,
bem como em membrana cério-alantdide de
ovos embrionados de galinha. As pesquisas
imunolégicas consistiram em provas de imu-
nodifusdo, com dois tipos de antigenos e rea-
¢oes de fixacdo do complemento e de preci-
pitacio, estas ultimas com polissacarideos ex-
traidos das cinco culturas, utilizando o méto-
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do de Fava NerTo *% **. Tais antigenos fo-
ram examinados face a soros de blastomi-
cose queloidiforme e de blastomicose sul-
americana. Com antigeno de Paracoccidioi-
des brasiliensis foram realizadas reagbes de
fixacdo do complemento e de precipitagio
em 11 soros de blastomicose queloidiforme.

Dos resultados obtidos, os Autores conclui-
ram que as culturas de nimeros 481 e 987
sdo Aspergillus penicilliotdes, confirmando
observagbes anteriores de RapEr & FEN-
NELL *'; a de nimero 525 é uma “cepa” de
Paracoccidioides brasiliensis; a de numero
294 corresponde a uma levedura peduncula-
da identificada como Sterigmatomyces halo-
philus FELL, 1966 ¢ a de ntmero 979, um
fungo leveduriforme ainda em estudo. Com
excecdo da amostira 525, as outras nio se
mostraram patogénicas para os animais de
laboratério inoculados e ovos embrionados de
galinha (membrana cério-alantéide). Do tra-
balho realizado, concluem que até o presen-
te momento, o fungo agente da blastomicose
queloidiforme ndo foi isolado e que, as cul-
turas obtidas de casos clinicos dessa doenga

«correspondem a fungos sem relagdo etiols-

gica com a doenga em estudo. Quanto a cul-
tura de n.° 525 — Paracoccidioides brasi-
liensis — sem relacdo etiolégica com a doen-
ca de Jorge Lobo, deve a mesma ser exclui-
da dos estudos s6bre esta micose,

Finalmente, quanto & denominacdo ao agen-
te causal da blastomicose queloidiforme, os
Autores sdo de parecer que o binémio Para-
coccidioides loboi (Fonseca Filho & Aréa
Ledo, 1940) Almeida & Lacaz, 1949 deve
prevalecer, fazendo da referida espécie uma
nova descricio, na base de seus caracteres
micromorfolégicos. O “neotypus” correspon-
dente a esta espécie foi distribuido a diver-
sos herbérios, encontrando-se a disposi¢do dos
interessados no Instituto de Medicina Tropi-
cal de Sdo Paulo.

SUMMARY AND CONCLUSIONS

Study of fungal strains isolated from cases
of keloidal blastomycosis (Lébo’s disease).
Taxonomy of the etiological agent

A study of five fungal samples considered
as isolants from cases of keloidal blastomy-
cosis is reported. It includes a general review
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of the literature on the “Ldbo’s disease”,
comprising the original paper (1931) on the
first observation of this mycosis, which is
endemic in the Brazilian Amazonic Region,
sporadic cases being recorded in Venezuela,
Colombia, Costa Rica, Panama, French Guya-
na and Surinam. Clinical, epidemiological,
mycological, anatomo-pathological and immu-
nological criteria are discussed in order to
classify the keloidal apart from the South-
American blastomycosis, a view mnot gene-
rally shared among mycologists. The fungi
examined, comprising the Paracoccidioides
brasiliensis “strain” held as an isolant from
the case J.B., the first observation record-
ed by LoBo ® in 1931, were grown in agar-
Sabouraud, Czapeck and broth-Sabouraud.
Culture forms were analysed as to their bio-
chemical activities; their micromorphology
was studied on slide cultures. All samples
were inoculated in guinea-pigs, hamsters and
mice, as well as on chorio-allantoic membra-
nes of embryonated chicken eggs. Their im-
munological relationship was investigated
through agar-gel diffusion tests, with two ty-
pes of antigens, whereas complement-fixation
and precipitation iests were carried out with
the polysaccharidic fraction of the five cul-
tures, extracted by the method of Fava Ner-
T0 *»>#1, Such antigens have also been test-
ed against specific keloidal and South-Ameri-
can blastomycosis antisera. With antigens
extracted from standard cultures of Paracoc-
cidioides brasiliensis, complement fixation and
precipitation tests were carried out with 11
serum samples of known cases of keloidal
blastomycosis.

In view of the resulis attained, the Authors
concluded that the cultures no. 481 and 987
are Aspergillus penicillioides, confirming the
previous observations of Raper & Fen-
NELL ®*; no. 525 is a “strain” of Paracocci-
dioides brasiliensis; no. 294 corresponds to
a pedunculated yeast identified as Sterigma-
tomyces halophilus Fell 1966 and no. 979,
to a yeast-like fungus, which is presently
undergoing additional examination. With
exclusion of no. 525, these samples were all
non-pathogenic for laboratory animals and
embryonated eggs. The further conclusion
was, therefore, that the etiological agent of
the keloidal blastomycosis has not yet been
isolated, the cultures obtained from known

clinical cases bearing no etiological relation-
ship with the disease. Regarding culture no.
525 - Paracoccidioides brasiliensis —
without correlation with Lébo’s disease, it
should be excluded from investigations on
this mycosis.

Finally, regarding the taxonomy of this
organism, the Authors’ views are that the
binomial nomenclature Paracoccidioides lo-
bot (Fonseca Filho & Aréa Ledo, 1940) Al-
meida & Lacaz, 1949 should prevail.- A des-
cription of the new species, based on its mi-
cromorphological  characteristics, comple-
ments the present investigation. The “neo-
typus” corresponding to this species was dis-
tributed to several standard collections, sam-
ples being available at the Instituto de Me-
dicina Tropical de S&c Paulo.
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