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Resumo

A paracoccidioidomicose (PCM) é causada por fungos do género
Paracoccidioides: Paracoccidioides brasiliensis e P. lutzii A micose
apresenta alta endemicidade na América do Sul e aproximadamente 80%
dos casos descritos sao registrados no Brasil. P. lutzii, tem sido apontado
como agente causal da PCM, especialmente nas regides Centro-Oeste e
Norte, entretanto, alguns grupos tém relatado, a auséncia de reatividade
sorologica dos pacientes frente ao antigeno de referéncia de P. brasiliensis,
conhecida por apresentar em sua composi¢cdo a molécula de 43 kDa. Este
estudo tem como principal objetivo estabelecer um protocolo para a
producdo de antigenos de P. lutzii que possam ser utilizados como
referéncia em ensaios sorolégicos para esta espécie. As preparacdes
antigénicas foram obtidas a partir de trés isolados (01, 66 e 8334), cultivados
a 37°C, empregando-se dois meios de cultura distintos, agar Fava-Netto
modificado e agar Sabouraud-dextrose, segundo os protocolos descritos por
Freitas (2005) e Assis et al. (1989), sendo que um terceiro protocolo foi
proposto durante o desenvolvimento deste projeto. Os antigenos foram
obtidos apéds cinco (5), 10 e 20 dias de cultivo e foram avaliados in natura,
10 e 20 vezes concentrados por liofilizacdo. Considerando-se os diferentes
pontos avaliados, este projeto gerou a producdo de 90 preparacdes
antigénicas. O screening das preparacdes antigénicas com potencial
aplicabilidade no imunodiagnéstico da PCM causada por P. lutzii, permitiu a
selecdo de seis antigenos: quatro produzidos a partir do protocolo descrito
por Freitas (2005), sendo trés obtidos em agar Fava-Netto modificado e um
em agar Sabouraud-dextrose e dois obtidos segundo o protocolo proposto
durante o desenvolvimento deste projeto, ambos obtidos em Fava-Netto
modificado. Verificou-se que todas as seis preparagdes antigénicas,
apresentaram reatividade cruzada frente a soros de pacientes com PCM
confirmada e residentes em regido ndo endémica para P. lutzii, bem como
para soros de pacientes com PCM confirmada ou com suspeita clinica da
micose, residentes em regifes endémicas para P. lutzii. Observou-se que o

uso do immunoblotting melhorou a sensibilidade do diagnéstico da PCM,



porém, reafirmou a ocorréncia de reatividade cruzada entre as espécies de
Paracoccidioides sp, ja que diversas amostras de soro reconheceram tanto
0os marcadores soroldgicos da infeccdo por P. brasiliensis (gp43 e gp70),
assim como diversas fracdes de P. lutzii, com destaque a fracéo de 60 kDa.

A comparagdo do perfil eletroforético, por SDS-PAGE, confirmou o
compartilhamento de componentes antigénicos entre ambas as espécies de
Paracoccidioides, justificando assim, a ocorréncia de reatividade cruzada.
Diante destes resultados, conclui-se que ndo € possivel discriminar,
sorologicamente PCM causada por P. brasiliensis daquela causada por P.

lutzii.

Palavras-chave: Paracoccidioidomicose, imunodiagndstico, P. lutzii,

antigenos.



Abstract

Paracoccidioidomycosis (PCM) is caused by fungi of the genus
Paracoccidioides: Paracoccidioides brasiliensis and P. lutzii. Mycosis has
high endemicity in South America and approximately 80% of the described
cases are registered in Brazil. P. lutzii, has been reported as a causative
agent of PCM, especially in the Midwest and North regions. However, some
groups have reported the absence of serological reactivity of the patients
against the reference antigen of P. brasiliensis, known to present in its
composition to the 43 kDa molecule. This study has as main objective to
establish a protocol for the production of P. lutzii antigens that can be used
as reference in serological tests for this species. The antigenic preparations
were obtained from three isolates (01, 66 and 8334) grown at 37°C using two
different culture media, modified Fava-Netto agar and Sabouraud-dextrose
agar, according to the protocols described by Freitas (2005 ) and Assis et al.
(1989), and a third protocol was proposed during the development of this
project. Antigens were obtained after five (5), 10 and 20 days of culture and
were evaluated in natura, 10 and 20 times concentrated by lyophilization.
Considering the different evaluated points, this project generated the
production of 90 antigenic preparations. The screening of the antigenic
preparations with potential applicability in the PCM immunodiagnosis caused
by P. lutzii allowed the selection of six antigens: four produced from the
protocol described by Freitas (2005), three being obtained on modified Fava-
Netto agar and one on Sabouraud-dextrose agar and two obtained according
to the proposed protocol during the development of this project, both
obtained in modified Fava-Netto. All six antigenic preparations were cross-
reactive to sera from patients with confirmed PCM and resident in a region
not endemic to P. lutzii, as well as to sera from patients with confirmed PCM
or with clinical suspicion of mycosis residing in endemic regions for P. lutzii. It
was observed that the use of immunoblotting improved the sensitivity of the
PCM diagnosis, but reaffirmed the occurrence of cross reactivity among the
species of Paracoccidioides sp, since several serum samples recognized

both the serological markers of infection by P. brasiliensis (gp43 and gp70),



as well as several fractions of P. lutzii, with emphasis on the fraction of 60
kDa. The comparison of the electrophoretic profile, by SDS-PAGE, confirmed
the sharing of antigenic components between both species of
Paracoccidioides, thus justifying the occurrence of cross-reactivity. In view of
these results, we conclude that it is not possible to discriminate serologically

PCM caused by P. brasiliensis from that caused by P. lutzii.

Key words: Paracoccidioidomycosis, immunodiagnosis, P. lutzii, antigens
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1.0. Introducéo

1.1. Paracoccidiodomicose e seu agente etioldgico

A paracoccidiodomicose (PCM) é uma doenca fungica negligenciada
causada por fungos do género Paracoccidioides spp: P. brasiliensis (Sla,
Sib, PS2, PS3 e PS4) (Matute et al., 2006; Mufioz et al., 2016) e P. lutzii
(Texeira et al., 2009, Teixeira et al., 2014), endémicos nas regides
subtropicas da América Latina. Recentemente, uma analise molecular e
morfologica prop6s o reconhecimento das espécies cripticas PS2, PS3 e
PS4 em novas espécies nomeadas de P. americana, P. restrepiensis e P.
venezuelensis, respectivamente (Turissini et al., 2017).

1.2. Historico

A primeira descricdo do agente ocorreu em 1908, por Adolfo Lutz. Na
ocasido, Lutz identificou no exame histopatolégico de lesdes da cavidade
oral a presenca de células redondas, mono e polinucleadas, observando
também a presenca de elementos micoéticos livres bem como de células
gigantes, classificando, baseado nestes achados a micose como
pseudococcidica (Lutz, 1908). Em 1912, o patdégeno foi classificado como
pertencente ao género Zymonena por Afonso Splendore que em razéo disso
0 nomeou de Zymonema brasiliensis. No entanto, em 1930, a classificacéo e
denominacdo passaram por novas mudancas; Floriano Paulo de Almeida
criou 0 género Paracoccidioides mantendo para a espécie a mesma
denominacédo usada por Splendore, estabelecendo assim a nomenclatura
empregada até os dias atuais; ou seja, Paracoccidioides brasiliensis (Lacaz,
2002).
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1.3. Formas Clinicas

Desde sua descricdo, a micose ja foi nomeada de blastomicose sul-
americana, doenca de Lutz e doenca de Lutz-Splendore-Almeida (Lacaz,
2002). Entretanto, em 1972, durante uma reunido realizada em Medelin,
Colébmbia convencionou-se o nome Paracoccidioidomicose para se referir ao
agravo. Na mesma ocasido, a PCM foi classificada de acordo com as
manifestacdes clinicas. Deste modo, a micose divide-se em PCM-infeccao e
PCM-doenca (Shikanai-Yasuda et al., 2017; Mendes et al., 2017). Essa
Ultima, por sua vez, € classificada em aguda, também chamada de juvenil,

ou crbnica. Ha ainda a forma sequelar, algumas vezes incapacitante.

1.3.1. Paracoccidioidomicose infeccéo

E considerada a forma assintomatica da doenca e compreende os
casos de individuos sem manifestacdo clinica da PCM. Nestes casos, a
infeccdo €é confirmada por uma reacdo intradérmica positiva a
paracoccidioidina ou identificacdo de focos latentes na autdpsia de
individuos que morreram por outras causas. (Shikanai-Yasuda et al., 2017;
Mendes et al., 2017)

Em relacéo aos testes intradérmicos, deve-se salientar, que do ponto
de vista da Vigilancia Sanitéria, a utilizacdo da paracoccidioidina e de outros
antigenos, constituem-se em agentes de risco para a saide humana, visto a
falta de qualidade e padronizacdo da grande maioria destes
imunobiolégicos. Desta forma, com a publicagéo da Portaria n° 686/ MS/SVS
(Ministério da Saude/Servigo de Vigilancia em Saude) de 27 de agosto de
1998, até que os centros produtores de imunobiolégicos atendam as normas
técnicas de seguranca e controle de qualidade, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), deixou de recomendar a utilizacdo de

preparacdes antigénicas, incluindo a paracoccidioidina, para a avaliacdo da
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reacdo de hipersensibilidade do tipo tardio (disponivel em www.anvisa.org.

Acesso em 14 de fevereiro de 2018).
1.3.2. Paracoccidioidomicose Doenca

1.3.2.1. Forma Juvenil

Acomete individuos predominantemente jovens de ambos 0s sexos,
mas pode também ocorrer em adultos imunocomprometidos (de Macedo et
al., 2017; Ferreira Rocha e de Araujo Torres, 2017). Desenvolve-se a partir
de uma leséo pulmonar primaria, ndo detectada que progride rapidamente
com disseminacao linfatica e hematogénica para oOrgdos do sistema
monocitico-macrofagico, como baco, figado, linfonodos e medula éssea
(Franco et al., 1987). Um estudo de coorte retrospectivo foi realizado por de
Macedo et al. (2017) no periodo de 2001 a 2009, incluindo pacientes
portadores da forma aguda de um centro de referéncia no Rio de Janeiro. Os
autores observaram que os linfonodos foram os 6rgdos mais afetados
(100%), seguidos pela pele e pelo baco (31% cada), sendo que a sequela
observada com maior frequéncia foi a baixa reserva adrenal. Ainda segundo
0s autores, 0 sequenciamento parcial dos genes arf e gp43 de quatro (4)
pacientes com cultura fangica viavel, permitiu a identificacdo de P.

brasiliensis S1.

Na forma juvenil da doenca, geralmente, os sintomas surgem apos
semanas ou meses apoés a infeccéo tornando os casos indicadores de areas

endémicas (Blotta et al., 1999).

Apesar de corresponder a apenas 5-25% dos casos, 0s indices de
letalidade relacionados a PCM estdo particularmente associados a essa
forma clinica (Fortes et al., 2011; Shikanai-Yasuda et al.,, 2017).
Normalmente os pacientes acometidos pela mesma apresentam altos titulos
de anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis e depressao da resposta imune
celular (Fortes et al., 2011). Observa-se ainda, que nestes individuos a

inflamacéo granulomatosa € desorganizada, com grande numero de fungos
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e os granulomas frouxos, mal definidos, apresentando exudagéo supurativa

e areas de necrose (Franco et al., 1987; Fortes et al., 2011).

1.3.2.2. Forma crbnica

A forma cronica corresponde a 74-96% dos casos da doenca
(Shikanai-Yasuda et al., 2017). Nesta apresentacéo clinica, acredita-se, que
o individuo infecta-se nas primeiras décadas de vida entre os 10 e 20 anos,
sendo que a mesma desenvolve-se lenta e silenciosamente, levando anos
até que ocorra a manifestacdo dos primeiros sintomas. Apenas na vida
adulta, a maioria dos pacientes, entre 30 e 60 anos, irA desenvolver o
periodo ativo da doenca, a partir da reativacao de foco endégeno latente. Os
sinais e sintomas podem variar de intensidade e gravidade entre leve,
moderado e grave (Franco et al., 1987; Mendes et al., 2017), sendo que em
90% dos casos ha comprometimento pulmonar. As lesGes podem
permanecer no foco primario (unifocal) ou disseminar-se para varios 6rgaos
e sistemas (multifocal). O exame histopatologico, diferentemente ao
observado para a forma juvenil, apresenta mais granulomas epitelibédes

compactos com menor quantidade de leveduras.

1.3.2.3. Forma residual

A forma residual diz respeito as sequelas de cunho anatémico ou
funcional que podem ocorrer apés o tratamento da doenca (Shikanai-Yasuda
et al., 2017). Essas alteracdes sado consequéncias do processo inflamatoério
intenso, da fibrose e calcificacédo do tecido lesado. Restricdo cardiopulmonar,
dispnéia, estenose de glote e de traquéia e disfonia sdo as principais

sequelas associadas a PCM (Brummer, 1993).
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1.4. Epidemiologia

Geograficamente, o0s casos autoctones da PCM encontram-se
restritos as areas subtropicais da América Latina, estendendo-se do sul do
México ao norte da Argentina (Colombo et al., 2011; Mendes et al., 2017,
Giusiano et al., 2018). Nestas regides a PCM é a segunda micose endémica
de maior prevaléncia, além disso, estima-se que aproximadamente 10
milhdes de pessoas encontrem-se infectadas e que 1-2% da populacéo
possa apresentar alguma das formas clinicas da doenca semanas a varias

décadas apds a exposicao (Queiroz-Telles et al., 2017).

Apresenta distribuicdo heterogénea, com é&reas de alta e baixa
endemicidade (Shikanai-Yasuda et al., 2017). Entre 1930 e 2012, mais de
15.000 casos autéctones de PCM foram descritos, sendo o Brasil o
responsavel pela maioria dos casos registrados. Chile, Guiana, Suriname,
Guiana Francesa, Belize, e Nicaragua ndo reportam casos autéctones da
doenca (Martinez, 2015).

As regides com registro de casos possuem temperaturas médias
anuais que variam de 17 a 24°C, altitudes acima do nivel do mar de 1.500
metros e indice pluviométrico anual entre 500 a 2.500 mm/ano (Marques,
2003; Martinez, 2015).

Entre as espécies cripticas de P. brasiliensis, S1 tem sido descrita
com maior frequéncia no Brasil, Argentina, Paraguai, Uruguai, Peru e
Venezuela (Teixeira et al., 2014; de Macedo et al., 2016a; de Macedo et al.
2017), a ocorréncia de PS2 foi documentada na Venezuela e Brasil (Teixeira
et al.,, 2014, de Macedo et al. 2016b), enquanto que, PS3 encontra-se
restrita a Coldémbia (Theodoro et al., 2012) assim como PS4 a Venezuela
(Teixeira et al., 2014 ).

Na analise filogenética realizada por Teixeira et al., (2009), entre as

17 amostras de P. lutzii avaliadas, 16 pertenciam a regido Centro-Oeste,
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mais precisamente aos estados de Mato Grosso e Goias, sugerindo,
portanto, que a regido seja endémica para esta espécie. Porém estudos
recentes indicam que apesar de endémica na regiao centro-oeste, P. lutzii
nao € exclusiva da mesma (Marques-da-Silva et al., 2012; Arantes et al.,
2016; Mendes et al. 2017).

Marques-da-Silva et al. (2012) evidenciaram a circulacédo de P. lutzii
na regido amazonica, através da reacdo em cadeia de polimerase (PCR)
empregando os primers para HSP70 (Heat shock protein/proteina de choque
térmico de 70 kDa), que de acordo com Teixeira et al. (2009) amplifica uma
sequéncia do DNA presente somente em isolados de P. lutzii. Para tanto, o
grupo amplificou essa regido em duas (2) amostras fungicas isoladas de dois
(2) pacientes que apresentavam sintomas compativeis com PCM, porém,
com auséncia de reatividade frente ao antigeno de P. brasiliensis. Perante
os resultados, os autores concluiram que os casos de PCM na regido
encontram-se subestimados em razdo do polimorfismo antigénico de
Paracoccidioides e apontam a necessidade da realizacdo de um estudo
retrospectivo empregando antigenos obtidos de isolados provenientes da
regido amazonica, afirmando assim, que a incidéncia da PCM poderia ser

melhor estimada.

Arantes et al. (2016) visando obter novas informacdes sobre a
distribuicdo geografica e dinamica da distribuicdo de Paracaccidioides spp
no meio ambiente coletaram amostras de aerossois e solo de tocas de tatus,
bem como capturaram estes animais de areas endémicas e nao endémicas
para PCM nos estados de Minas Gerais, Goias e Rondonia, verificando que
as amostras de solo de Goids e Rondbnia foram positivas para P. lutzii
empregando a metodologia de Nested PCR enquanto que no estado de
Minas Gerais apenas amostras de aerossol foram positivas. DNA de P.
brasiliensis foi amplificado em apenas quatro (4) amostras de aerossol
coletadas em Goias. Utilizando a metodologia de hibridizacdo in situ foi

possivel observar a presenca de P. brasiliensis nas trés areas estudadas,
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enquanto a presenca de P. lutzii foi observada nos estados de Goias e
Rondobnia. Segundo os autores a ndo detecgédo de fragmentos de DNA em
sete tatus capturados em regibes com alta prevaléncia de infeccao por P.
lutzii, sugere uma possivel diferenca ecolégica entre ambas as espécies em
relacdo a seus hospedeiros selvagens. Apesar disso, o estudo revelou a
circulacdo de ambas as espécies nas areas estudadas e a ocorréncia de P.

lutzii na regido sudeste.

Recentemente, Mendes et al. (2017) pesquisaram anticorpos
circulantes IgG anti-P. lutzii, por ELISA indireto, em amostras de soro de 481
animais domeésticos e silvestres do Rio Grande do Sul empregando como
antigeno cell free antigen obtido a partir do isolado 208 de P. lutzii. Os
autores observaram que do total de animais avaliados, 105 (21,8%)
apresentaram reatividade frente ao antigeno de P. lutzii sugerindo, portanto,
a circulacédo da espécie na regido sul do Brasil, uma vez que esses animais

nunca sairam do estado.

Paracoccidioides spp na natureza pode ser isolado no solo onde vive
de forma saprofitica produzindo conidios infectantes (Franco et al., 1987;
Restrepo et al., 2001; Arantes et al., 2016). Dessa forma, os casos de PCM
estdo, na grande maioria das vezes, relacionados a profissdes cuja atividade
laboral leve ao contado direto com o solo, como agricultores, jardineiros,
tratoristas, entre outros. Fatores como alcoolismo e tabagismo séao

frequentemente associados com a doenca (Shikanai-Yasuda et al., 2006).

Mesmo sabendo que o fungo pode ser encontrado no solo, pouco se
sabe sobre as caracteristicas desse nicho ecolégico (Wanke e Londero,
1994).

P. brasiliensis também ja foi isolado em tatus da espécie Dasypus

novemcinctus, e a presenca dessa espécie se sobrepfe geograficamente

com os casos de PCM humana (Bagagli et al., 1998).
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Sano et al. (1998) encontraram gendtipos semelhantes de isolados
clinicos e isolados de tatu por meio da técnica de RAPD (Random Amplified
Polymorfic DNA) e em razdo disso, sugerem que o0 contato com esses
animais possam infectar humanos. O mesmo estudo comprovou que um

anico tatu pode portar células de diferentes genoétipos de Paracoccidioides.

Naiff et al. (1986) encontraram o patdogeno em quatro (4) de 20 tatus
analisados ndo encontrando, porém, sinais da doenca. No entanto, Bagagli
et al. (1998) ao realizarem autopsia em tatus positivos para P. brasiliensis
observaram a presenca de lesGes pulmonares e linfonodos mesentéricos
aumentados. Segundo os autores, no exame histopatoldgico observou-se
granulomas epitelidides contendo células fungicas sugerindo que o tatu néo
apenas albergue o fungo, mas também desenvolva a doenca. Pesquisando
a infeccdo em tatus de diferentes cidades foi possivel associar animais

positivos a ambiente com agua e areas desmatadas.

Abordagens soroepidemioldgicas jA demonstraram a ocorréncia da
PCM infeccdo em animais domésticos e selvagens entre 0s quais pode-se
citar: caes, gatos, galinhas, porcos, cavalos, ovelhas, coelhos e macacos.
Porém, ndo foram identificadas lesbes anatomopatoldogicas associadas a
doenca nos animais reagentes em testes soroldgicos ou a paracoccidioidina
sugerindo que a chance de progressao da mesma € menor nesses animais
(Martinez, 2015).

No Brasil, a PCM nao é doenca de notificacdo compulséria o que
torna dificil estabelecer dados sobre sua real prevaléncia, incidéncia e
morbidade (Shikanai-Yasuda et al., 2017). Como existem areas de alta e
baixa endemicidade h& variagdo na incidéncia dos casos, desta forma,
estima-se que nas regides sul e sudeste ocorram 0,71 até 2,70 novos casos
por ano a cada 100.000 habitantes (Belissimo et al., 2011). Enquanto que no
estado de Ronddnia a média entre os municipios é de 9,40 a cada 100.000
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habitantes (Vieira et al., 2014). A variagcdo de endemicidade existente nas
diferentes regides do territério nacional pode ser observada na Figura 1.

Segundo Shikanai-Yasuda et al. (2006) o aumento de casos da
doenca nas regides centro-oeste e norte esta provavelmente relacionado a
expansao da agricultura como observado nos estados do Maranhéo e Para,
bem como devido ao desmatamento, no caso de Rondbénia. Martinez (2017)
demonstrou que a expansdo da PCM pelo territério brasileiro encontra-se
intima e diretamente relacionada a cafeicultura na regido sudeste, a
expansdo da fronteira agropecuaria e construcdo de malhas viarias nas

regides centro-oeste e amazonica.
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Figura 1. Areas geograficas endémias para a;acoccidioidomicose na
América Latina: (m) Areas de alta endemicidade (m) alta endemicidade
observada desde as ultimas décadas do século 20 (m) areas com algumas
evidéncias recentes de endemicidade crescente (m) areas de endemicidade
moderada( ) areas de baixa endemicidade ( ) nenhum caso ou raro. Fonte:
Martinez, 2017.

Coutinho et al. (2002) analisaram 3.181 6bitos por PCM no Brasil, no
periodo de 1980 a 1995 registrados no Sistema de Informacdo sobre
mortalidade (SIM-DATASUS) e Censo Nacional (IBGE), revelando que a
micose mostrou grande magnitude e baixa visibilidade, destacando-se como
oitava causa de mortalidade por doenca predominantemente crénica ou

repetitiva, entre as infecciosas e parasitarias, e a mais elevada taxa de
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mortalidade entre as micoses sistémicas. A taxa de mortalidade média anual
foi de 1,45/milhdo de habitantes, seguido por criptococose com 0,33;
pneumocistose com 0,13 e histoplasmose com 0,04/milhdo de habitantes.
Estes dados revelam claramente a falta de notificagdo, comum em doencas
negligenciadas, ndo apenas para a PCM, mas para as demais doencas
fungicas, visto que no periodo estudado ndo se observou dados de
mortalidade por candidiase, e baixo indice para criptococose, doencas
sabidademente de grande impacto. A distribuicdo espacial de mortalidade
nao foi homogénea entre as diferentes regides e estados. Os cincos estados
com maiores registros pertencem as regides sul e sudeste, sendo Sao Paulo

o responsavel por 30% dos casos.

Bittencourt et al. (2005) avaliaram a taxa de mortalidade por PCM,
entre 1980 a 1998, no estado do Parana. No periodo avaliado, pode-se
observar a ocorréncia de 551 6bitos, sendo que a taxa de mortalidade média
anual foi de 3,48 por milhdo de habitantes com prevaléncia do sexo
masculino, na faixa etaria compreendida entre 30 a 59 anos. A exemplo do
observado por Coutinho et al. (2002), este trabalho reforca a variacdo nas
taxas de mortalidade entre os diferentes estados brasileiros, uma vez que o
estado do Rio de Janeiro apresentou no mesmo periodo a menor taxa de

mortalidade (1,18 por milh&o de habitantes).

Santo (2008) analisou a tendéncia da mortalidade relacionada a PCM
no estado de S&do Paulo pela avaliacdo das causas mdultiplas de morte,
considerando todos o0s Obitos ocorridos entre 1985 e 2005, cujas
declaracbes de causa-mortis informassem a micose em qualquer linha ou
parte do atestado meédico, relatando a ocorréncia de 1.950 Obitos, com
coeficiente médio de 2,73 por 1.000.000 habitantes. Segundo o autor, os
indices de mortalidade foram mais elevados em pacientes do sexo
masculino com idade avancada, observando ainda uma tendéncia de

elevacdo no inverno.
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Coutinho et al. (2015) avaliaram a morbidade hospitalar e mortalidade
por PCM, no Brasil, no periodo de janeiro de 1998 a dezembro de 2006,
observando que no periodo estudado ocorreram 1.523 6bitos, com média de
169/ano. Segundo os autores, todos os estados brasileiros registraram pelo
menos um Obito por PCM, sendo que a maioria (88%) dos pacientes era do
sexo masculino, com faixa etaria superior a 50 anos. Os autores observaram
ainda que em relacdo a atividade profissional, 60% eram trabalhadores

rurais.

Kamikawa et al. (2012) demonstraram que 60% dos municipios do
estado de S&o Paulo apresentam ao menos um paciente com anticorpos
circulantes anti-P. brasiliensis, detectados por imunodifusdo dupla em gel de
agarose. Os autores observaram que a maioria dos pacientes
sorologicamente reagentes para P. brasiliensis concentra-se nas macro-
regides de Campinas, S8o Paulo e Grande Sao Paulo, Sorocaba e Sdo Jodo
da Boa Vista, enquanto as maiores taxas de reatividade foram observadas
nos municipios de Piracicaba, Franca, Aragatuba e Presidente Prudente.
Contudo, os autores ressaltam que os resultados estao subestimados, uma
vez que ndo foram incluidas no estudo, amostras de pacientes atendidos
nos servicos de referéncia de importantes pélos endémicos da doenca como

Botucatu, Ribeirdo Preto, Araraquara e Bauru.

1.5. Tratamento

Paracoccidioides spp sado suscetiveis a maioria dos agentes
antifingicos sistémicos, existindo, portanto, uma gama de farmacos
disponiveis para o tratamento da PCM. Drogas como itraconazol,
sulfametoxazol trimetropin  (cotrimoxazol) e anfotericina B sé&o
frequentemente utilizadas na prética clinica (Shikanai-Yasuda et al., 2017,
Mendes et al., 2017). Apesar do tratamento dispor de farmacos

considerados eficazes, a toxicidade, as interacdes medicamentosas e o alto
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custo, devem ser sempre considerados (Marques, 2003; Mendes et al.,
2017).

Para o tratamento de pacientes acometidos pela forma leve e
moderada da doenca recomenda-se a administracdo de 200 mg de
itraconazol/dia. A vigéncia do tratamento dura em média um ano, mas pode
se prolongar até 18 meses (Shikanai-Yasuda et al.,, 2017). Estudos
retrospectivos demonstraram que o0 tratamento com itraconazol € mais
vantajoso quando comparado ao tratamento com a cotrimoxazol (Borges et
al., 2014). Por ter atividade fungistética, a eficacia do cotrimoxazol encontra-
se diretamente ligada a um maior tempo de tratamento. Entretanto, esta
medicacdo pode ser utilizada em pacientes sob tratamento concomitante
para tuberculose (Cavalcante et al., 2014) ou nos casos onde o itraconazol é
contra-indicado, como no caso de pacientes com envolvimento do sistema
nervoso central visto que o farmaco ndo é capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica ou ainda em pacientes com o0 envolvimento do trato
gastrointestinal, uma vez que a medicacdo apresenta absorcdo erratica
(Mendes et al., 2017)

Para os casos de PCM severa ou disseminada a anfotericina B
(deoxicolato ou lipossomal) tem sido o farmaco de escolha. Contudo, se o
uso desse medicamento ndo for possivel, recomenda-se o uso de
cotrimoxazol intravenoso na dose de 800 mg/160 mg a cada oito horas
(Shikanai -Yasuda et al., 2017).

Em relacdo aos corticosterdides, o uso dos mesmos durante o
tratamento anti-fungico parece reduzir a inflamacéo e por consequéncia as
lesGes nos ganglios, traquéia e pulméo evitando ou minimizando o quadro
de insuficiéncia respiratoria. Bernard et al., (2012) demonstraram que 0S
pacientes podem ser beneficiados com a administracdo de corticosteroides
especialmente em casos de inflamag&o exacerbada, mesmo ap0os aparente

melhora clinica.
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Segundo o Consenso Brasileiro em Paracoccidiodomicose, todos o0s
casos confirmados e provaveis da doenca devem ser tratados. A conduta
terapéutica deve obrigatoriamente incluir medidas de suporte as
complicac@es clinicas associadas ao envolvimento de diferentes 6rgaos pela
micose, aporte nutricional adequado, além da terapéutica antifingica
especifica (Shikanai-Yasuda et al., 2006; Mendes et al., 2008; Shikanai-
Yasuda et al, 2017). Os pacientes deverdo ser acompanhados
periodicamente até apresentarem os critérios de cura (Shikanai-Yasuda et
al., 2017; Mendes et al., 2017).

Finalmente, é importante salientar, que até o presente momento, nao
h& evidéncias in vitro ou in vivo demonstrando que paracoccidiodomicose
causada por P. brasiliensis ou por P. lutzii responda de forma diferente aos
agentes antifiingicos utilizados no tratamento da doenca (Shikanai -Yasuda
et al., 2017).

1.6. Paracoccidioides sp

Paracoccidioides sp sdo fungos termodimorficos, por essa razdo, em
temperatura ambiente apresentam-se na forma de micélio com colonias
brancas aderidas ao meio apresentando crescimento lento (3-4 semanas). A
microscopia Optica revela filamentos micelianos hialinos, finos, septados com
esporos terminais ou intercalares. A 37°C as células sdo leveduriformes e
formam colbnias cerebriformes. Ao exame microscopico apresentam células
arredondadas com multiplos brotamentos e algumas apresentam tubos

germinativos (Lacaz, 2002).

Taxonomicamente pertencem ao reino Fungi, filo Ascomycota, classe
Plectomyceto, Ordem Onigenales, Familia Ajellomycetaceae, género
Paracoccidioides, espécies Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidioides
lutzii (San-Blas et al. 2002; Texeira et al., 2009; Bocca et al., 2013).
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Desde a primeira publicacdo relacionada a PCM, acreditava-se que o
género era composto por uma Unica espécie: Paracoccidioides brasiliensis.
Porem, Matute et al. (2006) demonstraram através da analise filogenética de
65 isolados de seis areas endémicas que Paracoccidioides brasiliensis é
dividido em quatro (4) espécies cripticas, nomeadas S1, PS2, PS3 e PS4
(Texeira et al., 2014). Ambos os trabalhos confirmaram o que outros grupos
ja haviam observado, ou seja, 0 género Paracoccidioides apresenta uma

grande variabilidade genética (Molinari-Madlum et al., 1999).

Carrero et al. (2008) ao realizarem andlise filogenética de 14 genes
obtidos a partir de 21 isolados de Paracoccidioides spp, verificaram que
duas (02) amostras fangicas, Pb0l e IFM54648 nao agruparam-se em
nenhuma espécie criptica de P. brasiliensis proposta anteriormente por
Matute et al. (2006). Diante destes resultados, os autores levantaram a
hipétese do isolado PbOl pertencer a uma nova espécie, entretanto,
concluiram que para ter este grau de certeza varios isolados semelhantes a
Pb01-like deveriam ser encontrados e analisados. A partir da ideia lancada
por Carrero et al. (2008), Texeira et al., (2009), analisaram molecularmente
82 isolados identificando 17 amostras que nas andlises filogenéticas
agrupavam-se com Pb01-like e separavam-se das espécies cripticas de P.
brasiliensis. Neste mesmo trabalho, os autores, analisaram a morfologia
dessas amostras fangicas e concluiram que havia diferencas, por exemplo, a
producdo de conidios mais alongados de Pb01-like quando comparado a P.
brasiliensis.

A partir dessas observacfes foi proposta a criacdo da nova espécie
de Paracoccidioides, visto as diferencas genéticas entre esses grupos. A
nova espécie foi nomeada de P. Ilutzii em homenagem a Adolfo Lutz, por

seu pioneirismo na descricdo da PCM (Texeira et al., 2014).

A partir dos trabalhos de Matute et al. (2006), Teixeira et al. (2009) e
Teixeira et al. (2014), diversos estudos tém sido conduzidos com o objetivo
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de averiguar as possiveis diferencas clinicas e diagndsticas que o complexo

P. brasiliensis e P. lutzii tenham eventualmente entre si.

De acordo com Theodoro et al. (2012) a disperséo de P. brasiliensis
(S1, PS2, PS3) e P. lutzii ocorreu ha 21,6 milhdes de anos na regiao
noroeste da América do Sul. Segundo os autores, ndo h& barreiras
geogréficas entre S1/PS2 e P. lutzii, de modo que provavelmente houve uma
especiacado pariapatrica, no qual a umidade, temperatura e recursos
ambientais foram suficientes para estimular divergéncias entre as espécies.
Por outro lado, a divergéncia de S1 e PS3 parece ter ocorrido devido a
existéncia de barreias geograficas, causadas possivelmente, pela elevacéo
dos Andes e as incursdes maritimas provocadas por variacdes do nivel do

mar.

Desjardins et al. (2011) analisaram resultados de predicdes génicas e
de montagem do genoma de Paracoccidioides sp demonstrando que entre
si, os isolados de P. brasiliensis (Pb03 e Pb18) compartilham 96% de
similaridade de sequéncia, e quando comparados com P. lutzii (Pb01) esse
percentual cai para 90% mostrando uma divergéncia entre as espécies.
Segundo os autores, o tamanho do genoma dos isolados Pb03 e Pb18 sdo
semelhantes, 29,1Mb e 30,0Mb, respectivamente enquanto o de Pb0l
possui 32,9Mb.

Estudos indicam que Paracoccidioides tem um ciclo de vida sexuado
devido a deteccdo de eventos de recombinacdo génica dentro dessa
populacdo. Dentro deste contexto, é importante ressaltar que ha isolados
gue alteram seu agrupamento de acordo com o0 gene analisado, ora com P.
brasiliensis e ora com P. lutzii (Teixeira et al., 2009). Uma explicagao para
este fendmeno baseia-se na ocorréncia de cruzamentos entre as espécies,
ou seja, celulas hibridas (Teixeira et al., 2009). Theodoro et al. (2012)

sugerem que a auséncia de barreiras geograficas pode contribuir para a
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ocorréncia de isolados hibridos e que por essa razéo, a hipotese ndo pode
ser descartada.

Barbosa et al. (1968) relataram que pacientes oriundos do estado de
Goias, hoje sabidamente regido endémica para P. lutzii apresentam com
maior frequéncia a forma linfatico-abdominal da doenca. Essa diferenca
clinica relacionada a espécie ndo pode ser ignorada, porém ndo pode ser
afirmada categoricamente e ndo podera ser até que o diagnostico diferencial
seja realizado possibilitando que médicos observem em grande escala as
peculiaridades clinicas entre seus pacientes. Porém, atualmente o simples
diagnoéstico de agente causal da PMC representa uma dificuldade para
varios centros clinicos, distanciando ainda mais o estudo comparativo entre

as espécies.

Hahn et al. (2014) relataram um caso atipico de PCM por P. lutzii no
estado do Mato Grosso. O paciente, do sexo masculino, 51 anos de idade,
trabalhador rural ndo apresentava nenhuma evidéncia de imunossupressao,
sem comorbidade, porém era etilista e tabagista. A pesquisa de anticorpos
circulantes anti-P. brasiliensis apresentou auséncia de reatividade frente a
filtrado de cultura obtido a partir da cepa B-339, entretanto, a reatividade foi
detectada quando se utilizou uma preparacdo antigénica produzida a partir
de um isolado autdctone. O fungo foi isolado de hemocultura e a espécie foi
confirmada por identificacdo filogenética. Os autores ressaltaram que
mesmo na vigéncia de tratamento especifico e cuidados intensivos, a
doenca evoluiu rapidamente, culminando com o 6bito do paciente 39 dias
apos a admissao hospitalar. O caso foi classificado, pelos autores, como

fungemia fatal por P. lutzii.

1.7. Fisiopatologia e fatores de viruléncia

Paracoccidioides sp no ambiente esta presente no solo na forma de

micélio produzindo conidios. Uma vez inalados, os conidios ou fragmentos
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de hifa atingem os bronquios terminais e alvéolos onde a temperatura
elevada (36-37°C), os hormoénios do hospedeiro e o sistema imune geram
pressbes sobre o fungo fazendo com que o mesmo altere sua morfologia,
assumindo aspecto de levedura, também conhecida como forma parasitaria
(Gonzéales-Ochoa, 1956).

McEwen et al. (1987) demonstraram experimentalmente o curso do
processo infeccioso causado por P. brasilienisis. Camundongos BALB/c
adultos de ambos os sexos foram infectados por via intranasal com 10
conidios viaveis de P. brasiliensis. Os animais foram sacrificados em
intervalos de até seis (6) meses e avaliados por histopatologia e cultura de
orgaos. Os autores verificaram que no tecido pulmonar os conidios
provocaram uma resposta inflamatoria em um periodo que variou de 3 a 6
horas apds a infecgdo. Inicialmente o infiltrado celular era composto de
polimorfonucleares e apos 6h evidenciou-se a presenca de linfécitos que
permaneceram em grande quantidade até o fim do experimento (24
semanas). Verificaram também, que ap6s 12 horas algumas leveduras ja
eram observadas no tecido pulmonar e apés 18 horas o dimorfismo flngico
estava completo. A formacdo do granuloma, caracteristico do processo
infeccioso causado por P. brasiliensis, foi evidenciada apds seis (6) dias,
porém, era mais notavel em orgaos secundarios (linfonodos, baco e figado)

apos seis (6) meses da infeccao.

Mais raro, porém possivel, € o contagio por inoculacdo traumatica do

fungo no tegumento (Franco et al., 1987).
O termodimorfismo é essencial para a sobrevivéncia e perpetuacao
do patdgeno no hospedeiro, podendo ser comparado a uma adaptacado

(Oliveira et al., 2015).

Diversos autores tém demonstrado que o 17-B estradiol impede a

transformacdo de micélio para levedura dificultando assim o

40



desenvolvimento da doenca nas mulheres. Segundo, Restrepo et al. (1984)
e Salazar et al. (1988), o 17-B estradiol atua inibindo a sintese de proteinas
de P. brasiliensis importantes para a transformacdo/reversdao da fase
infectante para a parasitaria. Por outro lado, na auséncia de niveis
adequados deste hormonio observa-se a mesma prevaléncia da infecgédo em
ambos 0s sexos, especialmente em pacientes com idade inferior a 13 anos

ou em mulheres menopausadas (Shankar et al., 2011).

Durante a transicdo da forma de micélio para levedura, no tecido
hospedeiro, ocorrem mudangas na composi¢do polissacaridica da parede
celular de Paracoccidioides sp. San-Blas e San-Blas (1977) demonstraram
que a B-(1,3) glucana, presente no micélio, € espontaneamente reduzida e
substituida por a-(1,3) glucana na forma parasitaria por ser uma molécula
imunogénica e susceptivel as B-glucanases produzidas por leucécitos e
macréfagos. Um estudo sobre a composicdo da parede celular de P.
brasiliensis e P. lutzii revelou que ndo ha aumento de a-(1,3) glucana em P.
lutzii na presenca de soro de cavalo enquanto em P. brasiliensis este
aumento é observado. Essa diferenca de expressdo de moléculas entre as
duas espécies pode impactar na viruléncia desses fungos (Camacho e Nifio-
Vega, 2017).

No parénquima pulmonar, as células leveduriformes podem ser
destruidas e a infeccdo controlada ainda no foco primario antes que o
individuo manifeste qualquer sintoma, o que ocorre na maioria dos casos,
guando leva-se em consideracéo os indices de paracoccioidina positivos em

areas endémicas (McEwen et al., 1995).

No entanto, a relagdo parasito-hospedeiro € multifatorial e depende
nao apenas da resposta imune, da susceptibilidade e fatores de risco do
individuo entre os quais pode-se citar: desnutricdo, tabagismo, etilismo ou

doenca de base, assim como do tempo de exposicdo ao patdgeno, carga
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fungica e viruléncia do mesmo que envolve a capacidade de adesao,

evasao, colonizagéo e invasao (Oliveira et al., 2015).

Paracoccidioides sp desenvolveu tais mecanismos com destaque a
adesdo as células epiteliais, dessa forma, a eliminag¢édo através do muco de
células ciliadas € evitada (Hernandez et al., 2015). Deste modo, o foco inicial
pode regredir, mas mantendo leveduras viaveis, formando um foco
quiescente que pode expandir-se meses ou até anos apds o contato inicial

gerando a forma cronica da doenca (Franco et al., 1987).

Muitas moléculas vém sendo estudadas com o objetivo de
compreender a patogénese da PCM. Entre elas destaca-se a glicoproteina
de 43 kDa caracterizada, em 1986, por Puccia et al. Trata-se da primeira
adesina descrita em P. brasiliensis atuando como receptor de laminina
(Vicentini et al.,, 1994) e fibronectina (Mendes-Gianini et al., 2006). Esta
relacionada a evasao do sistema imune, pois diminui a capacidade fungicida
de macrofagos in vitro (Popi et al.,, 2002) e a efeitos proteoliticos sobre a
elastina e colageno, auxiliando a invaséo tecidual (Mendes-Gianini et al.,
1990). Esta presente na parede celular fungica, mas também é secretada
para o meio extracelular (Straus et al., 1996). A gp43 possui importancia
diagnostica ja que é considerada o antigeno imunodominande de P.

brasiliensis (Puccia et al., 1986; Puccia e Travassos, 1991).

P. lutzii possui uma gp43 ortéloga chamada Plp43 que possui alguns
epitopos em comum com a gp43 de P. brasiliensis. A sequéncia de
aminoacidos da gp43 é 81% idéntica a de Plp43, entretanto, dados da
literatura sugerem, que a ortdloga ndo deva ser empregada para fins
diagnosticos visto ser pouco expressa durante a infeccdo (Leitdo et al.,
2014).

A glicoproteina de 70 kDa, ou gp70, também pode ser utilizada como
marcador da progressdo da doenca causada por P. brasiliensis. Estudos
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mostram que a molécula esta associada a evasdo do sistema imune através
da diminuicdo da atividade macrofagica por receptores de manose e
fagocitose por opsonizacédo, além de diminuir a liberacdo de oxido nitrico e
peroxido de hidrogénio por macréfagos in vitro (Matto Grosso et al., 2003). A
gp70 é reconhecida por aproximadamente 95,0% dos soros de pacientes
com PCM em atividade (Puccia et al., 1986; Camargo et al.,1989; Silva et al.,
2008). No entanto, segundo observacdo de Camargo et al. (1989), a terapia
antifangica pode estar envolvida na reducdo do reconhecimento desta

fracao.

Outro potencial fator de viruléncia de Paracoccidioides spp € a
formacéo de biofilme. Diversos autores tém demonstrado que a capacidade
de formacédo de biofilmes por alguns patégenos € extremamente importante
para a sobrevivéncia dos mesmos no tecido hospedeiro, visto que o biofilme
confina o patégeno a uma membrana extracelular, dificulta a acdo de
farmacos e possibilita a evasdo do microorganismo da resposta imune do
hospedeiro (Pitangui et al., 2012; Sardi et al.; 2014; Sardi et al., 2015;
Cattana et al., 2017).

Sardi et al. (2015) foram pioneiros na descricdo da formacdo de
biofilmes por P. brasiliensis. Segundo os autores, P. brasiliensis conseguiu
formar um biofilme maduro em 144 horas com uma espessura de 100 ym. A
presenca do biofiime foi associada ha um aumento na expressdo de
adesinas e enzimas. Os genes GP43, enolase, GAPDH (Glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase) e aspartii proteinase encontravam-se
expressivamente aumentados, enquanto que a fosfolipase foi regulada
negativamente no biofilme. A caracterizacdo do biofilme formado por P.
brasiliensis pode contribuir para uma melhor compreensdo da patogénese
da paracoccidioidomicose, bem como para a busca de novas alternativas

terapéuticas.
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Recentemente, Cattana et al. (2017) relataram a formacéo de biofilme
em uma protese vascular de paciente com um quadro de PCM disseminada.

GOomez et al. (2001) foram os primeiros a demonstrar que P.
brasiliensis é capaz de produzir melanina tanto in vitro quanto in vivo. No
experimento, conidios e células leveduriformes, crescidas em meio de
cultura, e células leveduriformes coletadas de animal infectado foram
reagentes com anticorpos contra melanina por imunofluorescéncia. A
presenca de melanina em P. brasiliensis, provavelmente, assim como em
outros fungos patogénicos, representa um mecanismo de defesa do
patdogeno a resposta imune do hospedeiro e a farmacos (Tarborda et al.,
2008; Baltazar et al.,, 2015). A melanizacdo aumenta a resisténcia a
fagocitose diminuindo a ligacdo entre os componentes da parede celular aos
receptores do macréfago (Silva et al., 2006) além de proteger o patégeno
das injurias causadas por espécies reativas de oxigénio e reativos de
nitrogénio, tornando-o mais resistente a morte intracelular (Silva et al., 2009;
Baltazar et al., 2015).

1.8. Diagnéstico Soroldgico

O diagndéstico definitivo da PCM baseia-se na observacao direta das
células leveduriformes com mudltiplos brotamentos em fluidos corporais ou
tecidos bem como pela cultura do agente etiol6gico seguido da reversao da
fase miceliar para leveduriforme (Mendes-Giannini e Melhem, 2001; Mendes
et al., 2008). Entretanto, os métodos classicos de diagnostico baseados nas
caracteristicas fenotipicas e na cultura do patégeno sdo demorados e pouco
sensiveis; e a avaliacdo histopatologica pode ser inviavel para alguns
pacientes, pelo risco durante o procedimento de coleta do espécime ou
ainda pela inacessibilidade ao local da lesdo (Teles e Martins, 2011). Por
estas razdes, o diagndstico soroldégico, mesmo ndo sendo o padrdo ouro,
tornou-se uma importante ferramenta tanto de diagnéstico quanto de
seguimento da doenca (Mendes Gianini et al., 2004; Vicentini, 2008;
Camargo, 2008).
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Ha diversos testes soroldgicos disponiveis visando o diagndstico da
PCM, entre os quais pode-se citar: imunodifusdo dupla de gel de agarose
(ID), contraimunoeletroforese (CIE), ELISA indireto, Dot-Blot e
immunoblotting (IB). Entretanto, a sensibilidade e especificidade destas
técnicas, parametros imprescindiveis para a obtencdo de um resultado
confidvel, estdo diretamente relacionadas a preparacdo antigénica
empregada (Vicentini, 2008; Camargo, 2008; Telles e Martins, 2011; da Silva
et al., 2016; Mendes et al. 2017).

A ID foi primeiramente utilizada para o diagnéstico da PCM por Ferri
(1961) e desde entdo, permanece como o método de escolha para o
diagnéstico inicial de pacientes com suspeita clinica da doenca (da Silva et
al., 2016; Shikanai-Yasuda et al., 2017).

A metodologia € empregada rotineiramente pelos laboratérios devido
a sua simples execucao e baixo custo operacional visto que ndo necessita
de automacao (Vicentini, 2008). Além disto, a técnica consente que 0s
clinicos realizem o acompanhamento soroldgico dos pacientes, verificando a
diminuicdo dos titulos de anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis,
permitindo também avaliar a eficacia da terapia anti-fungica (Do Valle et al.,
2001; Camargo, 2008; Vicentini, 2008; Mendes et al., 2017). Além destas
vantagens, possui elevada especificidade e valor preditivo positivo,
entretanto, a sensibilidade da técnica encontra-se intimamente relacionada
ao tipo de antigeno utilizado, podendo variar entre 65 e 100% (Camargo,
2008; da Silva et al., 2016).

Do Valle et al. (2001) avaliaram, por ID, amostras de soro de 245
pacientes, antes do inicio do tratamento com anti-fungico, frente a antigeno
de filtrado de cultura de leveduras concentradas e dialisadas a partir de um

pool de isolados de P. brasiliensis, demonstrando 90,2% de sensibilidade.
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A mistura antigénica denominada Ag7, composta por
aproximadamente 90% de gp43, tem fornecido resultados com sensibilidade
de 84,3% e especificidade de 98,9% em diferentes centros de diagndstico,
no entanto, apresenta menor valor preditivo na avaliacdo do
acompanhamento sorolégico durante e depois do tratamento (Marques,
2003).

Silva et al. (2006) avaliaram, por ID, 75 amostras de soro de pacientes
com PCM comprovada frente a diferentes preparacdes antigénicas,
demonstrando 90% de reatividade para antigeno soméatico e componentes
soluveis da superficie externa da parede celular de P. brasiliensis, 86,6%
para cell-free antigen, 83,3% para antigeno metabdlico, 80% para antigeno
obtido em caldo NGTA (Neoptona-glicose-tiamina e asparagina) e 76,6%
para antigeno obtido em caldo Negroni.

Na ID, quando se utiliza como antigeno filtrado de cultura obtido a
partir de células leveduriformes de P. brasiliensis frente a soros de pacientes
com suspeita clinica da doenca, € possivel detectar até trés linhas de
precipitacdo. O aparecimento de uma linha préxima ao orificio do antigeno é
observado em aproximadamente 95 a 98% dos soros de pacientes
portadores de doenca ativa, sendo esta, a Ultima a desaparecer apés a
instauracdo da terapia antifingica. O numero de linhas de precipitacdo
observadas esté intimamente relacionado a severidade da doenca (Siqueira,
1982; Mendes Giannini et al., 1994).

Segundo Do Valle et al. (2001) situacdes entre as quais podem-se
citar: a) o efeito pro-zona, devido ao excesso de antigenos decorrentes da
disseminagao/gravidade da doenca; b) a formacao de imunocomplexos com
oclusdo de epitopos; c) a presenca de anticorpos assimétricos inibindo a
ligacdo secundaria em reacdes de precipitacdo; e d) niveis de anticorpos
abaixo do limite de deteccédo da técnica, podem interferir na sensibilidade e

eficacia da metodologia.
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Neves et al. (2003) sabendo que a ID possui sensibilidade variavel
avaliaram 28 amostras de soros de pacientes com PCM confirmada, porém,
com auséncia de reatividade, por ID, frente ao antigeno cell free antigen
obtido a partir da cepa B-339 de P. brasiliensis. A andlise dos resultados
revelou que a falta de reatividade destes soros pode estar relacionada a
producdo de titulos baixos de anticorpos 1IgG2 de baixa avidez dirigidos
contra epitopos de carboidratos. Neste mesmo trabalho, os autores citaram
que para evitar a liberacdo de resultados falsos negativos, muitos
laboratérios tém utilizado ensaios com especificidade elevada, como a ID,
associados a técnicas com sensibilidade elevada, como ELISA indireto,
sendo as reacdes cruzadas abolidas pelo uso de antigenos tratados com
metaperiodato de sodio. Entretanto, os autores verificaram que para alguns
pacientes que produzem preferencialmente anticorpos anti-P. brasiliensis,
is6tipo 1gG2, de baixa avidez, o tratamento com metaperiodato de sodio
também aboliu a reatividade em ELISA, prejudicando assim a sensibilidade

do ensaio.

A CIE pode ser utilizada no diagnéstico precoce da PCM, porém, por
ser uma técnica mais onerosa ndo é utilizada rotineiramente em muitos
laboratorios de rotina (da Silva et al., 2016). A exemplo da ID, a metodologia
€ Util para 0 monitoramento de rotina de pacientes com PCM durante o
tratamento. Segundo Ferreira et al. (2016) a técnica apresenta sensibilidade
entre 77 e 97% e especificidade de 95%.

Por meio da técnica de immunoblotting (IB), Camargo et al. (1989) e
Restrepo (1992) verificaram que anticorpos IgG anti-P. brasiliensis reagiram
com quatro componentes fangicos principais, a saber: proteinas de 70, 52,
43 e 20-21kDa, presentes no antigeno Ag7, obtido a partir da cepa B-339;
predominando a glicoproteina de 43 kDa (gp43), reconhecida por 100% dos
soros de pacientes com PCM.

47



Silva et al. (2008) analisaram 23 amostras de soro de pacientes com
suspeita clinica de PCM e verificaram que 65% apresentaram, por ID,
auséncia de reatividade para P. brasiliensis. A anélise por immunoblotting,
destes soros ndo reagentes por ID, revelou 95,4% de reatividade frente a
gp43 e 100% frente a gp70, empregando-se antigeno obtido no 5° dia de
cultura da amostra 113 de P. brasiliensis. Estes resultados demonstraram
que o0 emprego desta metodologia aumentou substancialmente a
sensibilidade do imunodiagnostico da PCM. Os autores sugerem, inclusive, a
adocdo de, pelo menos, dois (2) ensaios sorologicos para deteccdo de
anticorpos, nos casos de diagnéstico duvidoso.

Perenha-Viana et al. (2012) avaliaram a seguranca e sensibilidade
sorologica da metodologia de immunoblotting visando o diagndstico rapido e
eficaz da PCM. O desempenho da técnica foi avaliado frente a 517 amostras
de soro de pacientes com suspeita clinica da doenca, empregando
exoantigeno bruto da cepa B-339 de P. brasiliensis. Os resultados
sorolégicos foram comparados aqueles obtidos pela reacao de imunodifusao
dupla. Do total de amostras avaliadas, 250 (48,4%) apresentaram
reatividade por IB enquanto por ID a reatividade foi de 27%. Dentre as 337
amostras com auséncia de reatividade por ID, 29% foram reconhecidas pela
preparacdo antigénica, comprovando uma maior sensibilidade da técnica
quando comparada a ID. Neste estudo, a metodologia de immunoblotting
apresentou uma sensibilidade maior (95,5% para soros diluidos a 1:50 e
91,8% para os diluidos a 1:400) quando comparada a sensibilidade de 80%
(soro puro) da imunodifusdo dupla. Entretanto, a especificidade do IB foi
inferior (54,5% para soros diluidos a 1:50 e 63,5% para os diluidos a 1:400)
aguela obtida pelo teste padréo ouro soroldgico (93,6%).

Bertoni et al. (2012) demonstraram o potencial do IB no diagndstico
diferencial entre tuberculose pulmonar e paracoccidioidomicose ao avaliarem
amostras de soro de 134 pacientes triados clinica e radiologicamente para
estas patologias. A pesquisa de anticorpos circulantes anti-gp43 de P.
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brasiliensis, por IB, impediu que seis pacientes recebessem terapia empirica
para tuberculose; por outro lado permitiu que outros seis pacientes, que nao
reagiram frente a gp43, fossem encaminhados para investigacéo laboratorial

e tratamento adequado.

Passos (2012) avaliando os parametros intrinsecos dos ensaios de 1D
e IB, frente a 36 amostras de soro de pacientes com PCM ativa e 49 soros
de doadores de sangue, demonstraram para ID sensibilidade de 81% e
eficiéncia de 92%. Para o IB, a sensibilidade foi de 94% e eficiéncia de 98%.
Para ambas as técnicas a especificidade foi de 100%. A analise de
concordancia (indice kappa de Cohen) entre ambas foi considerada boa
(k=0,76). A autora concluiu que as metodologias sdo complementares para o
diagndstico presuntivo, prognéstico da doenca e possivel deteccdo precoce

do processo infeccioso.

O teste de ELISA tem sido utilizado para a deteccdo de anticorpos em
guase todas as micoses sistémicas, sendo em todas. Apesar disso, em
relacdo ao imunodiagndstico da paracoccidioidomicose, a técnica, devido
sua elevada sensibilidade e baixa especificidade, ainda oferece grande
porcentagem de reatividade cruzada, principalmente frente a soros de
pacientes com histoplasmose, candidiase, Doenca de Jorge Lobo e,
também, frente a soros de pessoas aparentemente sadias, residentes em
areas endémicas para PCM (Maluf et al., 2003; Albuquerque et al., 2005;
Mendes et al., 2017).

Cano et al. (1986) avaliaram o desempenho do ensaio de ELISA
empregando antigeno citoplasmatico de P. brasiliensis, demonstrando que
66% dos soros analisados reagiram a titulos maiores ou iguais a 1:128.
Apenas 4 a 5% dos soros de individuos sadios doadores de banco de
sangue, pacientes com histoplasmose e outras micoses sistémicas reagiram

a essa diluicao, conferindo 95% de especificidade ao teste.
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Sylvestre et al. (2014) avaliaram o desempenho do teste de ELISA
empregando como preparagéo antigénica filtrado de cultura obtido a partir da
cepa B-339 de P. brasiliensis frente a 200 amostras de soro de pacientes
com paracoccidioidomicose e 200 amostras de soro de individuos sadios,
doadores de banco de sangue. Foram avaliados dois cut-offs distintos, ou
seja, 0,710 e 0,850, observando-se valores de sensibilidade, especificidade,
valor preditivo positivo, valor preditivo negativo e acuracia de 96%, 95%,
95%, 96% e 95,5% para o primeiro ponto de corte e de 96,9%, 95,1%, 95%,
97% e 96% para o segundo ponto de corte. Os autores observaram ainda,
elevada prevaléncia de resultados falso-positivos em amostras de outras
doencas, principalmente quando a densidade oOptica de 0,710 foi utilizada
como cut-off, encontrando 41,4% de reatividade cruzada para tuberculose,

35,8% para histoplasmose e 43,5% para bola fungica aspergilar.

Silva (2014) otimizou e validou a metodologia de ELISA indireto
visando sua aplicabilidade como método de triagem dos soros com suspeita
clinica para PCM comparando-a com o ensaio de imunodifusdo dupla.
Foram avaliadas 425 amostras de soro (111 amostras obtidas de individuos
saudaveis, 55 amostras de pacientes com PCM confirmada, 54 amostras de
pacientes com outras micoses e 205 amostras de pacientes com suspeita
clinica para PCM). A andlise dos resultados do grupo controle demonstrou
sensibilidade de 67% e 96% e especificidade de 100% e 95% para a ID e
ELISA indireto, respectivamente. A comparacdo das duas técnicas, sendo a
ID considerada como padrdo ouro soroldgico, resultou em co-positividade de
100% e co-negatividade de 70%. A concordancia entre as técnicas foi
classificada como boa segundo indice kappa. A analise das amostras de
soros de pacientes com outras doencas pulmonares (aspergilose,
histoplasmose e tuberculose) demonstrou 50% de reacdo cruzada. Os
resultados demonstram que, a metodologia de ELISA indireto, devido sua
alta sensibilidade, pode ser aplicada como teste de triagem soroldgica;
conferindo assim maior rapidez na liberacdo dos laudos de pacientes com

auséncia de reatividade para P. brasiliensis.
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Taborda e Camargo (1994), empregaram a metodologia de Dot-blot
para avaliar 50 amostras de soros de pacientes com PCM, durante o periodo
de tratamento com anti-fungico, utilizando como antigeno a fracéo de 43 kDa
(gp43) purificada. A andlise dos resultados demonstrou sensibilidade e

eficiéncia da metodologia, uma vez que revelou 100% de reatividade.

Martins et al. (1997), avaliaram pelas técnicas de Dot-blot, ELISA e
immunoblotting utilizando pool de antigenos (somatico e filtrado de cultura),
o perfil de anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis em amostras de soro de
pacientes com doenca ativa na fase pré-tratamento e durante o tratamento
com itraconazol. Na fase de pré-tratamento, a deteccdo de anticorpos
circulantes no soro de pacientes com titulo elevado de anticorpos IgG foi de
81,5% pelo Dot-blot e 84% pelo ELISA. Por outro lado, as porcentagens de
soros pre-tratamento com titulos elevados para anticorpos IgA e IgM foram
menores (51,9% e 51,8%, respectivamente para Dot-blot e 16% e 36% para
ELISA) com tendéncia a se tornarem negativos. A técnica de DB apresentou
decréscimo na fase poOs-tratamento para 61% ap6s um ano e 50% apos trés

anos.

Correa et al. (2007) objetivando melhorar a eficacia da metodologia de
Dot-blot avaliaram a aplicabilidade da proteina recombinante do gene p27 de
P. brasiliensis subclonado. Cinquenta amostras de soro foram analisadas: 10
soros de sete pacientes com PCM, 10 com histoplasmose, 10 com
aspergilose, 10 com tuberculose e 10 soros de individuos com auséncia de
reatividade para P. brasiliensis por imunodifusédo dupla. Apesar da afirmativa
dos autores de que o processo de obtencdo antigénica € mais facil, menos
oneroso e util, o estudo envolveu apenas sete soros de pacientes com a
confirmacéo da doencga, o que resulta em valores altos de sensibilidade e

especificidade (100 e 98%, respectivamente).

Recentemente, Kamikawa et al. (2017) padronizaram e validaram o

ensaio de Dot-blot visando o diagndstico rapido da PCM. Foram avaliadas
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300 amostras de soro de pacientes com suspeita clinica da doenca. A
sensibilidade do ensaio, empregando como antigeno, filtrado de cultura
obtido a partir da cepa B-339, foi de 91% e a especificidade de 95,4%,
resultados superiores aos da ID, que frente as mesmas amostras e com o

mesmo antigeno apresentou 72,7% e 98,5%, respectivamente.

Em relacdo a P. lutzii, por tratar-se de uma espécie descrita
relativamente a pouco tempo, poucos sao os trabalhos direcionados ao
diagndstico sorologico da PCM causada por esta espécie. Neste sentido, 0s
dois Unicos trabalhos publicados por Queiroz et al (2014) e Gegembauer et
al (2014), concentram-se muito mais na busca de preparacfes antigénicas
com aplicabilidade diagndstica do que na avaliacdo sorolégica propriamente

dita. Diante do exposto, este assunto sera tratado no préximo tépico.

1.9. Antigenos de Paracoccidioides sp

Vérias preparacdes antigénicas ja foram e/ou ainda séo utilizadas no
diagndstico sorolégico da PCM. Entre elas filtrado de cultura, antigenos
citoplasmaticos ou somaticos, componentes sollveis da superficie externa
da parede celular de P. brasiliensis (CSSEPC de Pb), cell free antigen
(CFA), antigenos purificados e antigenos recombinantes. Porém, a obtencao
dos mesmos ndo € padronizada e com a vasta quantidade de técnicas
disponiveis com este propdsito, o estudo e a padronizacdo de métodos de
extracdo tornam-se tdo importantes quanto a avaliacdo e determinacao do

melhor (es) isolado (s) e meio (s) de cultura que devem ser empregados.
Na verdade, ha diversos protocolos disponiveis e utilizados por
centros de diagndésticos de modo que o resultado sorolégico nem sempre é

reproduzido entre as instituicdes (Camargo, 2008; Vidal et al., 2014).

Restrepo (1985) preconizou que diferentes preparacdes antigénicas

possuem variagcdes de qualidade dependendo do isolado empregado, da
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fase morfoldgica, das condigbes de cultura, da técnica de obtencdo e
quantidade de repiques apds o isolamento.

Segundo Negroni e Negroni (1968) o antigeno ideal deve ser de facil
preparo, apresentar alta estabilidade, conferir bons indices de sensibilidade
e especificidade, permitir a repetitividade e reprodutibilidade dos resultados,

além de poder ser utilizado em diferentes métodos sorolégicos.

O historico de producéo de antigenos de Paracoccidioides sp € vasto
e tem inicio com o trabalho de Moses (1916) que avaliou o desempenho de
um extrato de levedura empregando a técnica de fixacdo do complemento. A
partir de entdo, surgiram diversos métodos de obtencdo de antigenos e com
eles, os estudos de caracterizacédo de perfil antigénico que possibilitaram
melhorias ao diagndstico e instrumentos para a compreensao dos resultados

sorologicos.

Restrepo e Moncada (1974) utilizando filtrado de cultura de células
leveduriformes de P. brasiliensis como antigeno para avaliar, por
imunodifusédo dupla, soros de pacientes com PCM descreveram a
visualizacao de trés (3) linhas de precipitacdo. Segundo os autores, a linha 1
localizada proxima ao orificio do antigeno estava presente em 85,1% dos
soros avaliados, a linha 2 localizada em um posicao intermediaria em 83,3%
das amostras e por fim a linha 3, mais préxima ao orificio do soro em 64,8%
das amostras avaliadas. Estes pacientes foram acompanhados por até trés
(3) anos e os autores observaram que as linhas de precipitacdo 2 e 3
diminuiram de intensidade ou até mesmo deixaram de aparecer no decorrer
do tratamento e com a melhora clinica dos pacientes, entretanto, a linha 1

permaneceu evidente mesmo nos casos de melhora clinica substancial.
Em 1977, Yarzabal et al. purificaram o antigeno responsavel pela

formacdo do arco E, previamente descrita pelo grupo como sendo uma

fracdo importante para o diagnéstico devido a especificidade e frequéncia
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que ocorre em soros de pacientes com PCM. O grupo observou que o arco
E era composto por dois componentes, E1 e E2, sendo o ultimo identificado
por meio da imunoeletroforese como especifico para P. brasilienisis. A
fracao purificada foi avaliada frente a 14 amostras de soro de pacientes com
PCM e duas (2) amostras de soros de pacientes com histoplasmose. O
resultado confirmou a especificidade da fracdo E2 visto que n&o foi
observada reacdo cruzada, mantendo reagente todas as amostras de soro

de pacientes com PCM.

Em 1986, Puccia et al.,, estudaram a natureza do antigeno E2.
Utilizando filtrado de cultura e cromatografia em coluna de gel filtracéo,
obtiveram trés fracdes denominadas de F1, F2 e F3. Dentre estas, apenas a
fracdo F1 era imunorreativa frente a soros de pacientes com PCM pelo
ensaio de imunodifusdo dupla e apresentava afinidade pela Concanavalina-
A. A eluicdo desta fracdo em coluna de afinidade forneceu componentes que
analisados por SDS-PAGE apresentavam massas moleculares de 43, 55 e
70 kDa. Estudos de imunoprecipitacdo empregando soros destes pacientes
demonstraram que apenas a fracdo antigénica com massa molecular de 43
kDa era imunoprecipitada por 100% dos soros de pacientes com PCM e nao
reativa com soros de individuos normais (Puccia et al., 1991). Os mesmos
autores verificaram posteriormente, que a glicoproteina de 43 kDa (gp43) era
o0 principal componente antigénico presente nas fragcdes anteriormente

descritas por Restrepo e Moncada (1974) e Yarzabal et al. (1977).

Kaufman e Standard (1978), obtiveram exoantigenos de Blastomyces
dermatitidis, Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum e P. brasiliensis
em agar Saubouraud utilizando solugéo 1:5000 de thimerosal. O antigeno de
P. brasiliensis foi concentrado 50 vezes e avaliado por imunodifusdo dupla
frente a soro de referéncia. Os autores, a exemplo de Restrepo e Moncada
(1974) verificaram a formacao de trés (3) linhas de precipitacdo e auséncia
de reatividade cruzada frente a soros de pacientes com outros processos

infecciosos, sugerindo que esta metodologia de obtencdo de antigeno pode
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ser empregada para producdo de imunobiologico visando o diagnostico

rapido e especifico do agravo.

Camargo et al. (1989) relataram o preparo de um antigeno exocelular
demoninado Ag7, que, segundo o0s autores, poderia ser usado como
antigeno padréo visando o imunodiagnostico da PCM. Para tanto,
escolheram a amostra B-339, cultivada em caldo Negroni, a 36°C por 7, 10,
15, 20, 25 e 30 dias, observando que as preparacdes antigénicas obtidas
com 7, 10, 15 e 20 dias de cultivo apresentaram melhor padrdo de
reatividade, pela prova de ID, frente a soros de pacientes com PCM quando
comparada as obtidas com 25 e 30 dias, verificando ainda, que a prova de
ID apresentou 97,1% de sensibilidade e 100% de especificidade quando
empregaram como antigeno a preparacdo obtida com sete (7) dias de
cultivo. Os autores observaram que além de conferir altos indices de
sensibilidade e especificidade, que o exoantigeno de sete (7) dias manteve
sua atividade por varios anos quando mantido sob liofilizagcdo sugerindo
assim, o emprego deste protocolo para a producdo de reagentes estaveis
com aplicabilidade no diagndstico confirmatério da PCM.

Apesar de apresentar bons resultados o antigeno obtido por Camargo
et al. (1989) apresentava uma obtencdo laboriosa, composta por varias
etapas, de modo que laboratérios com pouca infraestrutura e poucos
recursos financeiros ndo conseguiam produzi-lo. Desta forma, em 2003
Camargo et al., baseados no protocolo anteriormente descrito, padronizaram
um método simplificado, passivel de ser utilizado por todos os laboratorios
de mico-sorologia da América do Sul. Segundo os autores, todos os lotes de
Ag7 simplificado revelaram por SDS-PAGE grandes quantidades de gp43.
Além disso, todas as preparagfes antigénicas reagiram, por ID, frente as
amostras de soro de pacientes com paracoccidioidomicose confirmada, nado
sendo evidenciada reatividade cruzada frente a soros de pacientes com

outras infecgdes fungicas.
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Assis et al. (1989) obtiveram antigenos solluveis, aos quais denominou
de componentes soluveis da superficie externa da parede celular de P.
brasiliensis (CSSEPC de Pb) a partir das amostras 2, 18, 265, 113, B- 339,
192, ADEL, G, PTL, S, SN e U em NacCl 0,85%, verificando que 0os mesmos
apresentaram reatividade pela imunodifusdo dupla e imunoeletroforese,
frente a soros de pacientes com PCM e soros anti-antigeno particulado de P.
brasiliensis. Empregando a técnica de immunoblotting, o autor observou que
0s antigenos apresentaram diferentes bandas de precipitacdo e que a
preparacgdo antigénica obtida da amostra 113 apresentou 0 maior nimero de
bandas protéicas, incluindo a gp43, sugerindo assim, que essas fracdes
proteicas estdo presentes na superficie externa da parede celular, sendo

soltveis em solucdo de NaCl 0,85%.

Camargo et al. (1991) propuseram um novo método de obtencdo de
exoantigeno de P. brasiliensis ao qual denominaram de cell free antigen
(CFA) ou extrato livre de células. Trata-se de uma preparacdo antigénica
composta por proteinas fungicas que encontram-se fracamente ligadas a
parede celular do patdgeno e que sdo facilmente obtidas a partir da
suspensao de células em solugdo tamponada com fosfatos (PBS),
homogeneizadas vigorosamente em agitador de tubos (vortex). Os autores
observaram por SDS-PAGE que a preparacao antigénica obtida a partir da
cepa B-339 de P. brasiliensis, cultivada durante trés dias (3) e sete (7), em
adgar Sauboroud, a 35°C apresentou um intenso perfil eletroforético,
apresentando fragcbes com massa molecular aparente migrando entre 10 e
110 kDa. Neste mesmo trabalho, verificaram por immunoblotting que soros
de pacientes acometidos pela forma cronica reconheceram
preferencialmente as fracdes de 20, 43, 45, 55 e 70 kDa enquanto 0s soros
de pacientes portadores da forma aguda reagiram apenas com a fracao de
43 kDa.

Blotta e Camargo (1993) empregaram a metodologia de
immunoblotting para avaliar as fracfes antigénicas presentes no CFA obtido
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a partir da cepa B-339 de P. brasiliensis. Para tanto selecionaram 60
amostras de soro de pacientes com PCM confirmada, 30 de cada forma
clinica, ou seja, aguda e cronica. A analise do perfil eletroforético, por SDS-
PAGE, revelou que a preparacdo antigénica apresentava 42 fracoes
migrando entre 18 a102 kDa. Os autores verificaram por immunoblotting que
31 fracOes diferentes foram reconhecidas, sendo que 23 fragbes foram
reconhecidas por soros de pacientes da forma crénica e 30 fracdes por
soros de pacientes da forma aguda. As frac6es antigénicas mais frequentes
em pacientes da forma aguda foram: 24 e 28 kDa (20%), 20, 22, e 78 kDa
(25%), 76 kDa (28%), 80 kDa (30%), 70 kDa (45%), e 43 kDa (100%),
Enquanto para as amostras de soro de pacientes com a forma crbnica as
fracOes frequentes foram: 28 kDa (20%), 22 e 88 kDa (25%), 70 kDa (35%),
e 43 kDa (100%). Segundo os autores, 0 antigeno CFA é composto por uma
grande variedade de moléculas e independente da forma clinica 0 mesmo
pode ser empregado na andlise da resposta imune humoral de pacientes
com PCM.

Apesar de todos os trabalhos acima citados considerarem a fragéo 43
kDa de P. brasiliensis imunodominante e por essa razdo importantissima
para o diagnéstico soroldgico, ainda em 1995 Del Negro et al relataram a
nao reatividade de alguns soros de pacientes com suspeita clinica de PCM
frente a essa fracdo. Uma das hipéteses levantadas pelos autores para
explicar a auséncia de reatividade baseou-se nas diferentes isoformas de
gp43. Tal especulacdo baseou-se no trabalho de Campos et al. (1995) que
ao analisarem, por SDS-PAGE, 13 isolados de P. brasiliensis verificaram
auséncia da molécula de 43 kDa em trés (3) preparacbes antigénicas. Os
autores verificaram ainda que em duas (2) preparacfes apesar de ser
possivel a visualizacdo da gp43, a mesma se apresentava na forma de uma
linha de fraca intensidade, enquanto que e em oito (8) preparacdes, a
molécula era visivel, sugerindo que era expressa/secretada em grandes

quantidades. Estas oito (8) preparacdes antigénicas foram submetidas a
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avaliacdo isoelétrica que revelaram quatro (4) perfis distintos de isoformas
de gp43.

Algumas pesquisas sugerem que nem todos 0s epitopos expressos
pela molécula de 43 kDa encontram-se presentes de maneira uniforme nas
amostras de P. brasiliensis (Souza et al., 1997). Além disso, sabe-se que P.
lutzii ndo produz uma gp43 idéntica aquela produzida por P. brasiliensis e
gue provavelmente a expressa pouco durante a infeccdo de modo que, para
o diagnostico de pacientes infectados com P. lutzii essa molécula parece

nao ter a mesma importancia (Leitao et al.,2014)

Outra questdo a ser observada na producdo de antigenos e que
dificulta a padronizacéo é a variabilidade antigénica e bioguimica entre lotes
produzidos pelo mesmo protocolo como demonstrado por Franco et al.,
(1996). No estudo, trés amostras (Btl, Bt2 e Bt3) isoladas de pacientes
atendidos pelo Hospital Universitario da Faculdade de Medicina de Botucatu
(UNESP) foram utilizadas para o preparo de antigenos (filtrado de cultura)
empregando-se dois meios de cultura distintos: McVeigh & Morton (MMM) e
PYG (protease de peptona, extrato de levedura e glicose). Cada antigeno foi
preparado duas vezes com o0 objetivo de obter-se dois lotes diferentes da
mesma preparacao antigénica. A analise dos resultados revelou diferencas
entre os lotes de antigenos obtidos a partir do mesmo isolado e diferencas
entre antigenos de isolados distintos. Quando avaliada por SDS-PAGE a
preparacao antigénica obtida da amostra Bt2 produzida em PYG revelou 13
fracGes protéicas no primeiro lote e 24 no segundo lote, sendo que 12 eram
comuns a ambas as preparacdes antigénicas. Em relacdo a preparacéo
antigénica obtida no meio MMM observou-se 21 fragbes no primeiro lote e
15 fragcbes no segundo lote, sendo que 13 fracbes eram compartilhadas
entre ambos. Deve-se ressaltar que nove (9) fracdes proteicas/glicoproteicas
em comum foram identificadas nas preparacdes antigénicas obtidas a partir
do isolado Bt2, independentemente do lote e meio de cultura. Em relagéo ao

conjunto de preparacdes antigénicas obtidas, observou-se por SDS-PAGE
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gue apenas seis (6) fracdes (43, 21, 19, 17, 14 e 13 kDa) eram comuns a
todos independentemente do meio de cultura utilizado e isolado empregado.
Segundo os autores, uma hipotese para as variacdes entre os preparados
antigénicos possa estar relacionada a instabilidade fenotipica do fungo ou

ainda da atividade residual proteolitica.

Alguns centros de diagndstico empregam em Seus ensaios
sorologicos pool de isolados de P. brasiliensis na tentativa de melhorar a
sensibilidade dos mesmos (Vidal et al., 2014). Da Silva et al. (1991)
avaliaram a sensibilidade da mistura, em partes iguais, de filtrado de cultura
e antigeno somatico sendo seu desempenho comparando aos mesmos
antigenos individualmente. Os autores verificaram, por microimunodifuséo,
que 100% dos soros avaliados reagiram frente a mistura dos antigenos,
enquanto que 99,4% e 97,5% reagiram frente aos antigenos somético e
fitrado de cultura, respectivamente. Neste mesmo trabalho, os autores
avaliaram 26 amostras de soro de pacientes com PCM que haviam
apresentado anteriormente auséncia de reatividade frente ao antigeno
somatico, observando que 26,9% apresentaram reatividade frente ao filtrado
de cultura, 34,6% ao antigeno somatico e 38,5% a mistura dos antigenos.
Os autores concluiram que a mistura antigénica proporcionou uma maior
sensibilidade ao teste quando comparada a sensibilidade obtida com o uso

individual dos antigenos, e sem aumentar a reatividade cruzada.

Atualmente alguns grupos tém se dedicado em identificar e produzir
antigenos recombinantes de P. brasiliensis visto que 0s mesmos possuem a
vantagem de reduzir a reacdo cruzada com outras infeccdes, o que pode
ocorrer com antigenos brutos (Brummer et al., 1993), além de conferir maior
reprodutibilidade a obtencdo de antigenos (Ortiz et al., 1996; Peron et al.,
2017). A exemplo ao observado para antigenos brutos, a associagdo entre
antigenos recombinantes diferentes tém aumentado a sensibilidade e a

eficacia dos ensaios (Diez et al., 2003; Fernandes et al., 2011).
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A proteina de 27 kDa de P. brasiliensis foi escolhida por Ortiz et al.
(1996) para ser expressa em Escherichia coli. Das 44 amostras de soro de
pacientes com PCM confirmada avaliadas, por immunoblotting, 41 (91%)
foram reagentes frente ao antigeno recombinante, ndo sendo observadas

reacdes cruzadas com outras micoses e tuberculose.

Carvalho et al. (2008) avaliaram trés isoformas da gp43 que foram
expressas em Pichia pastoris (gp43rA, gp43rD e gp43rE) e compararam seu
desempenho empregando os ensaios de ID e Dot-blot avaliando 90 soros de
78 pacientes diferentes. Por ID, verificaram que a positividade utilizando as
isoformas gp43rD e gp43rE foi de 100% enquanto que para gp43rA foi de
98%, sendo que a especificidade foi de 100% para todas as isoformas. Os
autores concluiram que estes antigenos recombinantes podem ser
empregados no diagnostico da PCM sem a necessidade da associacdo de
antigenos, e que a isoforma gp43rE aparentemente produz o resultado mais
préximo aquele obtido com gp43 purificada/nativa. Em relacdo ao Dot-blot,
0s autores obtiveram sensibilidade e especificidade elevada (100%) apenas
quando os antigenos foram previamente tratados com metaperiodato de
saodio.

Fernandes et al. (2011) avaliaram, por ELISA, o desempenho da
associacao de duas proteinas recombinantes (rPb27 e rPb40) no diagndstico
da PCM. Verificando que a sensibilidade do rPb27 e rPb40 utilizados
individualmente foi de 89 e 54%, respectivamente. Quando associados, a
sensibilidade do ensaio aumentou para 96%. A especificidade em relacédo a
outras micoses foi de 100% quando empregados juntos diminuindo para
75% (rPb40) e 78% (rPb27) quando utilizados individualmente.

Peron et al. (2017) avaliaram o uso do antigeno recombinante HSP60
(Heat shock protein/proteina de choque térmico de 60 kDa) em associacdo a
recombinante gp43 no diagnostico da PCM. Empregando a metodologia de

immunoblotting observaram que 90,9% dos soros apresentaram reatividade
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frente a gp43 e 77,3 % frente a rHSP60 (proteina de choque térmico de 60
kDa recombinante), além disso, 27% das amostras obtidas de individuos
saudaveis reconheceram esta proteina. Em contra partida, quando
empregaram o0 ensaio de ELISA verificaram que a sensibilidade foi de
90,91% e a especificidade de 100% para gp43 e 73,33 e 77,27%,
respectivamente para rHSP60. Em raz&o ao alto indice de reagdes cruzadas
a rHSP60 ndo mostrou ser uma boa opcao para diagnoéstico. Segundo os
autores os resultados falso positivos podem ser explicados pela semelhanca
que a proteina de choque térmico de 60 kDa de P. brasiliensis possui com
outros patdégenos como B. dermatitidis, H. capsulatum e A. fumigatus. Os
autores discutem ainda sobre a possibilidade de soros de pacientes
infectados por P. lutzii estarem incluidos na amostragem analisada, sendo,

portanto, responsaveis pelos poucos casos ndo reagentes a gp43.

A producéo de antigenos recombinantes requer o pleno conhecimento
das fracfes antigénicas do fungo como um todo para que a melhor proteina
possa ser escolhida como alvo a fim de ser expressa e aplicada no
diagnéstico, conferindo assim alta sensibilidade e especificidade ao ensaio.
Entretanto, deve-se lembrar de que ao contrario de P. brasiliensis, P. lutzii
nao encontra-se bem caracterizado e pouco se sabe sobre suas fracdes e
quais moléculas sdo compartilhadas pelo género. Por essa razdo, o uso de
antigenos purificados ou ainda recombinantes podem ndo contemplar o

diagnéstico de diversos pacientes infectados com P. lutzii.

Isso corrobora a necessidade de estudos que caracterizem o0s
isolados com potencial de serem aplicados em testes diagndsticos visto que
resultados falso negativos podem ocorrer. Apesar dos trabalhos pioneiros
sobre P. lutzii pouco de sabe sobre suas fragbes immunogénicas e perfil

proteico.

Queiroz et al. (2014) visando conhecer o perfil antigénico e

imunogénico de trés (3) amostras de P. lutzii isoladas de pacientes
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provenientes do estado de Mato Grosso, obtiveram antigenos a partir dos
isolados Pl 2875, Pl 9840 e Pl 2912. A andlise, por SDS-PAGE, do perfil
proteico/glicoproteico dos antigenos, cultivados em caldo Fava-Netto,
durante sete dias a 37°C, revelou perfil diferente entre si, revelando que o
antigeno obtido do isolado PI 9840 foi o que apresentou um maior numero
de fracdes distintas. Por outro lado, os antigenos Pl 2875 e Pl 2912
apresentaram bandas mais difusas, sendo que uma fracdo de forte
intensidade foi observada entre 50 e 60 kDa. Segundo os autores, 0 soro
9840, colhido do paciente com PCM por P. lutzii s6 foi capaz de reconhecer,
por ID, seu proprio antigeno, ou seja, Ag-Pl 9840 ndo reconhecendo os
outros antigenos de P. lutzii. Os autores concluiram que os isolados de P.
lutzii apresentam uma variabilidade antigénica significativa, sugerindo assim,
a possibilidade da mesma estar relacionada as divergéncias observadas nos
padrées de reatividade soroldgica, por ID, dos pacientes infectados por
Paracoccidioides sp quando utilizados antigenos obtidos de isolados de
outras regifes frente a antigenos obtidos de isolados do estado de Mato

Grosso.

Gegembauer et al. (2014) avaliaram amostras de soro de pacientes
com PCM comprovada, por exames direto a fresco ou histopatoldgico,
oriundos da regido centro-oeste do Brasil frente a preparacfes antigénicas
de P. brasiliensis e P. lutzii. Inicialmente, todas as amostras foram avaliadas
frente a antigeno de P. brasiliensis e gp43 a fim de selecionar soros de
pacientes com PCM por P. brasiliensis daqueles com PCM por P. lutzii. Os
Soros nao reagentes, nesta primeira etapa, foram entdo avaliados frente a
trés (3) preparacdes antigénicas diferentes de P. lutzii, a saber: exoantigeno,
antigeno precipitado com &cido tricloroacétilco (AgTCA) e cell-free antigen
(CFA). Das 89 amostras de soros avaliadas, por ID, frente ao antigeno bruto
e gp43 de P. brasiliensis, 72 apresentaram reatividade, sendo classificados
como sendo de pacientes com PCM por P. brasiliensis. Os 17 soros com
auséncia de reatividade, foram avaliados, por ID, frente exoantigeno, AGTCA
e CFA de P. lutzii. O exoantigeno forneceu 58% de reatividade soroldgica,
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entretanto, as reagbes foram muito fracas; o AgQTCA 17% de reatividade,
apresentando também, reacdes de fraca intensidade e o CFA forneceu
100% de reatividade, permitindo a identificacdo de quatro linhas de
precipitacdo. Ainda neste mesmo estudo, foi possivel, empregando-se o
ensaio de ELISA, diferenciar as amostras de soros de pacientes com PCM
por P. lutzii daqueles por P. brasiliensis utilizando como antigeno o CFA
obtido a partir da amostra EPM 208 de P. lutzii. Os soros dos pacientes com
PCM por P. lutzii apresentaram altos titulos de anticorpos circulantes quando
comparados com soros de PCM por P. brasiliensis e soros heterdlogos. Por
immunoblotting, os autores demonstraram que amostras de soros de
pacientes com PCM por P. lutzii reconheceram varios antigenos homalogos,
enquanto soros de pacientes com PCM por P. brasiliensis néo
reconheceram antigenos de P. lutzii. Os autores concluiram, que a
preparacao antigénica CFA de P. lutzii demonstra ser um excelente antigeno

para o diagndstico da PCM por P. lutzii.

Recentemente, Morais (2017) visando melhorar os parametros de
diagnéstico sorologico bem como do acompanhamento terapéutico dos
pacientes infectados por Paracoccidioides sp produziu, duas preparacdes
antigénicas distintas, exoantigeno e cell free antigen, a partir de dois
isolados (01 e 66) de P. lutzii. Estas preparacbes antigénicas foram
avaliadas, por ID e contraimunoeletroforese, frente a amostras de soro de
pacientes residentes em regido potencialmente endémica para P. lutzii e
frente a amostras de soro de pacientes residentes em regides endémicas
para P. brasiliensis. Diferente ao descrito por Gegembauer et al, (2014), a
autora demonstra néao ter sido possivel a diferenciacdo entre as espécies de
Paracoccidioides empregando ambos 0s ensaios soroldgicos. A autora
demonstra ainda, gue mesmo apresentando grande variabilidade antigénica,
os isolados de P. lutzii avaliados no refrerido trabalho, apresentam fracdes

em comum com P. brasiliensis.
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Sendo o Instituto Adolfo Lutz, Laboratério de Referéncia Estadual
para o imunodiagnostico das micoses, incluindo a PCM, tornou-se
necessario, apesar do estado de Sdo Paulo, ndo ser considerado regido
endémica para P. lutzii, que o Instituto Adolfo Lutz dispusesse desta
preparacdo antigénica para atender eventuais demandas visando a pesquisa

de anticorpos circulantes anti-P. lutzii.

Diante do exposto, este trabalho, buscando autonomia na producao
de preparacbes antigénicas de P. lutzii, uma vez que a mesma nhao
encontra-se disponivel para comercializagdo, tem como objetivos: avaliar o
perfil antigénico de P. lutzii e sua aplicabilidade no imunodignéstico da PCM
causada por esta espécie de Paracoccidioides.

Para tanto, tendo conhecimento do baixo desempenho do filtrado de
cultura de P.lutzii produzido por Queiroz Junior et al. (2014), Gegembauer et
al. (2014) e Morais (2017), uma das estratégias adotadas no
desenvolvimento deste trabalho, foi a producdo de antigenos de P. lutzii e P.
brasiliensis empregando a metodologia descrita inicialmente por Kaufman e
Standard (1978) e posteriormente otimizada e padronizada no Laboratorio
de Imunodiagnéstico das Micoses por Freitas (2005) para a producdo de
antigenos de H. capsulatum. E importante salientar que a metodologia
padronizada por Freitas (2005) confere grandes vantagens econémicas aos
laboratérios, uma vez que para a obtencdo das preparacdes antigénicas,
ndo ha necessidade do emprego de estufa incubadora com agitacao,
equipamento com um custo relativamente alto e que necessita de
manutencdo preventiva com certa frequéncia, uma vez que estes
imunobiolégicos podem ser obtidos em fase estacionaria. Soma-se a esta
observacéo, os resultados obtidos pela autora, que demonstram claramente
que o emprego da solucdo thimerosal-borato (1:5.000) permitiu a extragcéo
de proteinas fungicas com potencial antigénico em um curto periodo de
tempo, ou seja, 24 horas, quando comparado aos demais protocolos

existentes. Além disso, o emprego da solugédo thimerosal-borato (1:5.000)
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contribuiu para a obtencdo de preparacdes antigénicas especificas e
estaveis. Sabendo ainda, da dificuldade orcamentaria que muitos
laboratorios enfretam em diferentes regiées do Brasil, este trabalho propde,
em substituicdo ao cell free antigen (extrato livre de células), preparacao
antigénica descrita por Camargo et al. (1991) a avaliacdo de uma
preparacao antigénica denominada, por Assis et al. (1989), de componente
soluvel da superficie externa da parede celular de P. brasiliensis (CSSEPC
de Pb). A metodologia em questéao utiliza solucdo de NaCl 0,85% para a
extracdo das proteinas fungicas aderidas a parede celular do patégeno,
enquanto que Camargo et al (1991) preconizam o emprego de solucéo
salina tamponada com fosfatos, pH 7,4 para a extracdo destas proteinas.
Corrobora para o emprego dos CSSEPC de Paracoccidioides sp, o estudo
conduzido no Laboratério de Imunodiagnéstico das Micoses do Instituto
Adolfo Lutz, por Silva (2005) e Silva et al. (2008), que demonstra que 0s
antigenos produzidos por Assis et al (1989), além de serem especificos,

apresentavam alta estabilidade, mais de 15 anos, apds a sua obtencéao.
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2.0. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

O objetivo central deste estudo foi 0 estabelecimento e padronizacdo de um

protocolo visando a producdo de antigeno de Paracoccidioides lutzii que

possa ser utilizado em ensaios sorolégicos visando o diagnostico presuntivo

e/ou confirmatorio da paracoccidoidomicose causada por P. lutzii.

2.2. Objetivos Especificos

Avaliar os aspectos fenotipicos (macro e micromorfologicos) das
amostras de P. lutzii cultivadas a 37°C, durante 5, 10 e 20 dias em
agar Fava-Netto modificado e em agar Sabouraud-dextrose a fim de
averiguar o possivel efeito do meio de cultura na producdo de
antigenos;

Caracterizar e avaliar por imunodifusdo dupla e immunoblotting
antigenos de P. lutzii obtidos segundo Freitas (2005), cultivados em
agar Fava-Netto modificado,a 37°C, durante 5, 10 e 20 dias;

Caracterizar e avaliar por imunodifusdo dupla e immunoblotting
antigenos de P. lutzii obtidos segundo Freitas (2005), cultivados em
agar Sabouraud-dextrose, a 37°C, durante 5, 10 e 20 dias;

Caracterizar e avaliar por imunodifusdo dupla e immunoblotting
antigenos de P. lutzii obtidos segundo Assis et al. (1989) cultivados
em agar Fava-Netto modificado, a 37°C, durante 5, 10 e 20 dias;

Caracterizar e avaliar por imunodifusdo dupla e immunoblotting
antigenos de P. lutzii obtidos segundo Assis et al. (1989) cultivados
em agar Sabouraud-dextrose, a 37°C, durante 5, 10 e 20 dias;

Avaliar e comparar o perfil eletroforético das diferentes preparacdes
antigénicas de P. lutzii e P. brasiliensis.

Avaliar a estabilidade das preparagcdes antigénicas de P. brasiliensis
e P. lutzii
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3.0. Delineamento experimental

Amostras fangicas cultivadas em agar Fava-Netto modificado e agar
Sabouraud-dextrose por 5, 10 e 20 dias.

v/

Obtencédo de exoantigenos segundo Freitas (2005), exoantigeno "
do tipo CSSEPC proposto por Assis et al.,(1989) e CSSEPC

modificado |

Testes para screening dos antigenos

¥ |

o \I

Dosagem
protéica

SDS-PAGE

> !I

Soro policlonal anti-antigeno de: )
Anti P. lutzii ’I

Anti P. brasiliensis "

Anti A. fumigatus ’l

Anti H. capsulatum "

Soro saudavel ’I

v/

Testes realizados nos antigenos selecionados a partir do screening

—

—— i

Soro de pacientes reagentes para histoplasmose e aspergilose

o |

Regido endémica para P. brasiliensis ’|
PCM comprovada/PCM suspeita

Regido potencialmente endémica para P. lutzii fl
PCM comprovada/PCM suspeita

Immunoblotting ‘l

S— e’
—_——
Avaliacdo macromorfolégica e
Selecdo dos melhores antigenos micromorfolégica dos isolados
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4.0. Material e métodos

4.1. Amostras de Paracoccidioides spp

As amostras utilizadas para o desenvolvimento deste trabalho foram
mantidas em agar Fava-Netto modificado, a 37°C por meio de subcultivos
quinzenais no Laboratorio de Imunodiagnostico das Micoses, Unidade
Técnica de Doencas Respiratorias e Zoondéticas, Centro de Imunologia,
Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo.

4.1.1. Amostras de P. lutzii

Foram utilizadas trés amostras de P. lutzii, a saber:

1. Amostra 01: isolada na cidade de Goiania, Goias, Brasil em 1992 a partir
de pele humana de paciente com paracoccidoidomicose. ATCC, sob o n°®
MYA-826. (Texeira et al., 2009; Almeida Junior et al., 2015)

2. Amostra 66: isolada na cidade de Goiania, Goias, Brasil a partir de tecido
pulmonar de paciente com paracoccidoidomicose (Machado et al., 2011;
Almeida Junior et al., 2015), e

3. Amostra 8334: isolada na cidade de Goiania, Goias, Brasil de paciente
com paracoccidoidomicose (Machado et al., 2011; Almeida Junior et al.,
2015).

4.1.2. Amostras de P. brasiliensis

Foram utilizadas duas amostras de P. brasiliensis, a saber:

1. Cepa B-339 isolada em Séo Paulo, Brasil de paciente portador da
forma crénica de paracoccidiodomicose. Esta amostra encontra-se

registrada junto ao Mycology and Botany Department, American Culture
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Colletion, ATCC, USA, sob o n® 32069. Por apresentar grande quantidade da
glicoproteina de 43 kDa (gp43), a mesma tem sido utilizada como amostra
de referéncia para a producéo de diversos tipos de antigenos obtidos a partir
de células leveduriformres de P. brasiliensis (Blumer et al., 1984; Camargo
et al.,1989; Camargo et al., 1991; Panuto-Castelo et al., 2003; Camargo et
al., 2003; Batista et al., 2010; Silveira-Gomes et al., 2012; Perenha-Viana et
al., 2012; Machado et al., 2013; Gegembauer et al., 2014, Vidal et al., 2014;
dos Santos et al., 2015; Kamikawa e Vicentini, 2015; Kamikawa et al., 2017)

2. Amostra 113: isolada em Manaus, Brasil em 1971 de paciente com leséo
bucal. Por apresentar grande quantidade das glicoproteinas de 43 kDa
(gp43) e 70 kDa (gp70), a mesma tem sido utilizada, também, para a
producdo de antigenos obtidos a partir de células leveduriformres de P.
brasiliensis (Mendes-Gianinni et al, 1984; Mendes-Gianinni et al., 1989; Del
Negro et al., 1995; Silva et al., 1989; Assis et al., 1997; Del Negro et al.,
2000; Silva et al., 2008).

As amostras de P. lutzii utilizadas neste estudo foram gentilmente
cedidas pela Profa. Dra. Gilda Maria Barbaro del Negro do Laboratério de
Micologia Médica (LIM-53) do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Séo Paulo. A cepa B-339 e a amostra 113 de
P. brasiliensis foram gentiimente cedidas pelo Prof. Dr. Zoilo Pires de
Camargo do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da
Universidade Federal de Sédo Paulo (UNIFESP).

Para a obtencdo dos antigenos de Paracoccidioides spp, foram
utilizados os meios de cultura agar Fava-Netto modificado Anexo B, item 1
e agar Sabouraud-Dextrose (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) Anexo B,

item 2.
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4.2. Obtencao de Antigenos de Paracoccidioides spp

4.2.1. Exoantigeno de Paracoccidioides spp, segundo Freitas (2005)

Cada uma das trés amostras de P. lutzii foi semeada em tubos de
ensaio 20x200 mm, contendo 20,0 mL de agar Fava-Netto modificado ou
agar Sabouraud-Dextrose (Difco Laboratories, Detroit, Ml, USA). As culturas
foram mantidas em estufa bacteriolégica (Fanem modelo 002 CB, Séao
Paulo, Brasil) a 37°C por 5, 10 e 20 dias. Finalizado o periodo de incubacio
as culturas foram cobertas com 10,0 mL de solucdo thimerosal-borato a
1:5000 (Anexo C) e deixadas em repouso por 24 horas a temperatura
ambiente. Apos este periodo, a solucao foi cuidadosamente aspirada com o
auxilio de uma pipeta sorolégica estéril de 10,0 mL em capela de seguranca
biolégica e posteriormente filtrada em unidade filtrante estéril de 0,22 ym
(Millipore Corporation, Billerica, MA, USA). O produto resultante foi
concentrado 10 e 20 vezes por liofilizacdo (Edwards, Dongen, Netherlands)

e armazenado a - 20°C até o momento do uso.

A obtencdo dos exoantigenos empregando-se a cepa B-339 e a
amostra 113 de P. brasiliensis foi realizada nas mesmas condi¢des descritas
acima, porém considerando-se a experiéncia prévia do Laboratério de
Imunodiagnéstico das Micoses, as leveduras permaneceram em cultura por

um periodo de sete (7) dias.

4.2.2. Componente Soluvel da Superficie Externa de Paracoccidioides
spp (CSSEPC de Paracoccidioides spp)

A obtencdo do antigeno denominado Componente Soluvel da
Superficie Externa de Paracoccidioides spp foi realizada empregando-se
dois protocolos distintos, o primeiro descrito por Assis et al. (1989) e o

segundo a partir de uma versao modificada do mesmo.
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4.2.2.1. Componente Soluvel da Superficie Externa de Paracoccidioides

spp (CSSEPC de Paracoccidioides spp), segundo Assis et al. (1989)

Cada uma das trés amostras de P. lutzii, foi semeada em tubos de
ensaio 20x200 mm, contendo 20,0 mL de &gar Fava-Netto modificado ou
agar Sabouraud-Dextrose (Difco Laboratories, Detroit, Ml, USA). As culturas
foram mantidas em estufa a 37°C por 5, 10 e 20 dias. Apés o tempo de
crescimento as células leveduriformes foram delicadamente retiradas do
meio de cultura com o auxilio de al¢ca de inoculagdo descartavel (Global
Plast, China) e ressuspendidas em solucédo salina 0,85%, utilizando-se a
proporcdo de dois tubos de cultura para 1,0 mL de salina 0,85%. Essa
solucédo foi vigorosamente agitada em vortex (Agitador de tubos-TE162,
Phoenix, Brasil) por 5 minutos e centrifugada a 3000 rpm (Super T 21,
Sorvall, Miami, FL, USA) por 30 minutos. O sobrenadante, contendo as
proteinas fungicas fracamente ligadas a parede celular de cada uma das
amostras, foi coletado e filtrado em unidade filtrante estéril de 0,22 ym
(Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) e armazenado em geladeira (6 a
10°C) até o momento do uso.

4.2.2.2. Componente Soluvel da Superficie Externa de Modificado

de Paracoccidioides spp

Cada uma das trés amostras de P. lutzii, foi semeada em tubos de
ensaio 20x200 mm, contendo 20,0 mL de agar Fava-Netto modificado ou
agar Sabouraud-Dextrose (Difco Laboratories, Detroit, MIl, USA). As culturas
foram mantidas em estufa a 37°C por 5, 10 e 20 dias. Apés o tempo de
crescimento as células leveduriformes foram delicadamente retiradas do
meio de cultura com o auxilio de al¢ca de inoculagdo descartavel (Global
Plast, China) e ressuspendidas em solucdo aquosa de thimerosal-borato
(1:5.000), utilizando-se a proporcéo de dois tubos de cultura para 1,0 mL de
solucdo aquosa de thimerosal-borato. Essa solucdo foi vigorosamente

agitada em vortex (Agitador de tubos-TE162, Phoenix, Brasil) por 5 minutos
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e centrifugada a 3000 rpm (Super T 21, Sorvall, Miami, FL, USA) por 30
minutos. O sobrenadante, contendo as proteinas fungicas fracamente
ligadas a parede celular de cada uma das amostras, foi coletado e filtrado
em unidade filtrante estéril de 0,22 um (Millipore Corporation, Billerica, MA,

USA) e armazenado em geladeira (6 a 10°C) até o momento do uso.

Nota: Os procedimentos descritos foram executados igualmente para todos
os isolados, diferindo que para o meio agar Sabouraud-Dextrose (Difco
Laboratories, Detroit, MI, USA) as amostras fungicas foram previamente
adaptadas por meio de repiques no mesmo.

4.2.3. Antigeno de referéncia de P. lutzii

Foi utilizado como antigeno de referéncia para P. lutzii, o extrato livre
de células (CFA) obtido a partir da amostra EPM 208 por Gegembauer et al.
(2014). Este antigeno foi gentiimente cedido pelo Prof. Dr. Zoilo Pires de
Camargo do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da
Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP).

4.3. Liofilizagao

As preparacdes antigénicas produzidas empregando-se o método
proposto por Freitas (2005) foram aliquotadas em frascos do tipo penicilina
(2,5 mL/frasco) previamente esterilizados em forno Pasteur (Precision
Scientific Co, Tamilnadu, india) a 180°C por 1h. Os frascos foram selados
com Parafilm M® (Bemis NA, Neenah, WI, USA) que foi inteiramente furado
com o auxilio de uma agulha, a fim de permitir a formacdo de vacuo. Os
antigenos foram primeiramente congelados por 24 horas a - 20°C, sendo
posteriormente transferidos para freezer a - 80°C durante 24 horas, de onde
foram retirados apenas no exato momento da liofilizagédo (Edwards, Dongen,

Netherlands). Apés a disposicdo dos frascos na plataforma do equipamento,
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uma cuba de acrilico foi acondicionada sobre os frascos contendo as
preparacdes antigénicas congeladas, isolando-as do ambiente externo e a
bomba de vacuo foi acionada. A pressdo negativa criada dentro do sistema
fez com que a agua presente no material, ainda em estado solido, passasse
ao estado gasoso, realizando a desidratacdo dos antigenos com a
manutencdo de seu soluto. Passado o periodo de 24h o material foi retirado
do aparelho e armazenado a - 20°C até o momento do uso. Cada antigeno
obtido foi avaliado in natura e 10 e 20 vezes concentrados, sendo, neste

caso, reconstituido em 125 pl ou 250 pl de agua destilada, respectivamente.

Em razdo da grande quantidade de amostras, a liofilizacdo foi
gentilmente realizada, com mesmo rigor e método, no Nucleo de Colecao de
Microorganismos e no Centro de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, e
também no Laboratério de Investigacdo Médica em Micologia (LIM-53) do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao

Paulo.

4.4. Dosagem Proteica

O conteudo protéico dos antigenos foi determinado pelo método de
Bradford (1976), através do equipamento NanoDrop® Spectrophotomer ND-
1000 (Thermo Fisher Scientific, DE, USA). Foram realizadas trés dosagens
para cada preparacao antigénica e a concentracao proteica foi determinada

pela média aritmética dos valores encontrados.

4.5. Aspectos morfoldégicos das amostras de Paracoccidioides spp

Tubos de ensaio 20x200 mm, contendo 20,0 mL de agar Fava-Netto
modificado ou agar Sabouraud-Dextrose (Difco Laboratories, Detroit, Ml,
USA), foram inoculados com P. lutzii e P. brasiliensis e mantidos a 37°C,

durante 5, 10 e 20 dias. Células leveduriformes cultivadas nestas condi¢gdes
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foram avaliadas quanto aos aspectos macromorfologicos e

micromorfolégicos.

A andlise macromorfolégica foi realizada através da observacdo a
olho na das colbnias leveduriformes, sendo observados o0s seguintes

parametros: pigmentacéo, textura e relevo das colbnias.

Para a analise das caracteristicas micromorfologicas, as células
leveduriformes de cada um dos isolados foram coletadas cuidadosamente
da superficie dos meios de cultura com o auxilio de alca de inoculagéo
descartavel (Global Plast, China), sendo colocadas na superficie de uma
lamina para microscopia, contendo uma gota de corante azul de algodao.
(Inlab, Sao Paulo, SP, Brasil), sendo homogeneizado cuidadosamente. Em
seguida, uma laminula foi colocada sobre a mistura “células leveduriformes e
corante”, sendo selada com a aplicagdo de esmalte. Laminas assim
preparadas foram examinadas em microscopio optico (Olympus Bx40, Latin

American Inc) empregando objetivas de 10 e 40 vezes.

4.6. Amostras de soro

4.6.1. Soros Humanos
Foram analisados quanto a presenca de anticorpos circulantes anti-

Paracoccidioides spp um total de 150 amostras de soros assim distribuidas:

o 24 amostras de soro de pacientes com paracoccidioidomicose
confirmada, residentes no estado de Sao Paulo e encaminhadas ao
Laboratério de Imunodiagnostico das Micoses, para acompanhamento
sorologico;

o 10 amostras de soro de pacientes com historico de reatividade para
P. brasiliensis, residentes no estado de Sdo Paulo, porém com
auséncia de reatividade na Ultima avaliagdo sorologica;
encaminhadas ao Laboratério de Imunodiagnéstico das Micoses, para

acompanhamento sorologico;
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10 amostras de soro de pacientes com suspeita clinica de
paracoccidioidomicose, residentes no estado de Sdo Paulo, porém,
com auséncia de reatividade frente ao antigeno de P. brasiliensis
(filtrado de cultura obtido a partir de leveduras da cepa B-339),
encaminhadas ao Laboratorio de Imunodiagnéstico das Micoses para
a pesquisa de anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis;

51 amostras de soro de pacientes com suspeita clinica de
paracoccidioidomicose, residentes nos estados de Mato Grosso e
Mato Grosso do Sul, regides consideradas “potencialmente”
endémicas para P. lutzii e encaminhadas ao Laboratério de
Imunodiagndstico das Micoses pelos Laboratorios Centrais de Saude
Plblica dos respectivos estados para a pesquisa de anticorpos
circulantes anti-P. brasiliensis;

05 amostras de soro de pacientes com paracoccidioidomicose
confirmada por métodos micoldgicos e/ou histopatolégico residentes
no estado de Mato Grosso do Sul, regido considerada
“potencialmente” endémica para P. lutzii e gentilmente cedidas pela
Prof® Dra. Anamaria Mello Miranda Paniago da Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul;

21 amostras de soro de pacientes com paracoccidioidomicose
confirmada por métodos micol6gicos e/ou histopatologico residentes
no estado de Rondbnia, regido considerada “potencialmente”
endémica para P. lutzii e gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Rui
Durlacher do Centro de Medicina Tropical de Ronddnia
(CEMETRON);

20 amostras de soro de pacientes com confirmacdo sorologica de
histoplasmose (10) e aspergilose (10), encaminhados ao Laboratorio

de Imunodiagndstico das Micoses, para acompanhamento sorolégico;

9 amostras de soro de individuos aparentemente sadios, doadores

de banco de sangue.
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4.6.2. Anticorpos policlonais anti-exoantigeno de Paracoccidioides
Spp

Empregou-se como controle positivo das reacdes (imunodifusdo dupla
em gel de agarose e immunoblotting), os seguintes anticorpos policlonais: a)
anti-exoantigeno de P. brasiliensis obtido em coelho e produzido pelo
Laboratério de Imunodiagnéstico das Micoses e b) anti-exoantigeno de P.
lutzii obtido em coelho e gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Gil Benard do
Laboratério de Investigagdo Médica em Micologia (LIM-53), Hospital das

Clinicas, Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo.

4.6.3. Anticorpos policlonais anti-exoantigeno de Histoplasma

capsulatum e Aspergillus fumigatus

Visando avaliar a especificidade das preparacdes antigénicas de
Paracoccidioides spp, anticorpos policlonais anti-exoantigenos de H.
capsulatum e A. fumigatus também foram utilizados para o desenvolvimento
das provas soroldgicas, com énfase na reacdo de imunodifusdo dupla em

gel de agarose.

4.7. Caracterizagcdo dos Antigenos de Paracoccidioides spp

4.7.1. Eletroforese em Gel de Poliacrilamina contendo Duodecil Sulfato
de Sédio (SDS-PAGE)

Os procedimentos para eletroforese vertical em gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de sodio (SDS) (Sigma-AldrichCo.,St. Louis, MO,
USA) foram conduzidos segundo metodologia proposta por Laemmli (1970),
com gel de separacao linear a 10% e gel de empilhamento a 3% de

acrilamida com espessura de 1,5 mm; empregando equipamento Mini-
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Protean 1l Electrophoresis Cell (Bio-RadLaboratories, Inc., Hercules, CA,
USA).

Com o objetivo de tornar as proteinas provenientes dos antigenos
de Paracoccidioides sp lineares, as diferentes preparacfes antigénicas
foram aquecidas por trés minutos a 100°C com tampé&o de ruptura (62 mM
de Tris- HCI pH 6,8 contendo 0,2% (p/v) de SDS, 50 mM de 2-
mercaptoetanol (Sigma-AldrichCo., St. Louis, MO, USA), 0,005% de azul de
bromofenol (Sigma-AldrichCo., St. Louis, MO, USA) e 10% (v/v), de glicerol
(Sigma-AldrichCo., St. Louis, MO, USA), em agua deionizada), sendo
aplicados 20 pL de cada preparacdo antigénica por slot. A visualizacdo do
perfil eletroforético se deu por meio da coloracdo dos géis empregando-se
nitrato de prata (Sigma-AldrichCo., St. Louis, MO, USA), segundo protocolo
descrito por Ansorge (1985).

A corrida eletroforética foi realizada com diferenca de potencial de 80
volts para percorrer o gel de empilhamento e 100 volts para percorrer o gel
de separacdo, empregando-se fonte (Hoefer Power Supply, modelo SX 250,
Hoefer Pharmacia Biotech Inc., Sdo Francisco, CA, USA). Para cada corrida
foi utilizado padrdo de peso molecular (Prestained SDS-PAGE Standards,
Broad Range, Bio-Rad, Inc., Hercules, CA, USA), composto por oito (8)
proteinas com massa molecular entre 6 a 211 kDa.

4.7.2. Western Blotting

A transferéncia eletroforética de proteinas contidas em géis de
poliacrilamida para as membranas de nitrocelulose foi executada conforme
metodologia padronizada por Passos (2012) a partir dos protocolos
estabelecidos por Towbin et al. (1979) e Vicentini (1997), usando
equipamento Trans-Blot System (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,
USA).
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Apés a eletroforese, os géis foram apostos sobre membranas de
nitrocelulose de 0,22 ym (Sigma-AldrichCo. St. Louis, MO, USA), recobertos
com papel de filtro e comprimidos com esponjas de poliuretano. Todo o
material utilizado foi previamente embebido em tampéo de transferéncia
constituido por 25 mM de Tris-HCI 25 mM, glicina 192 mM e metanol 20%
(v/v), sendo em seguida, encaixados em placas acrilicas perfuradas e

mergulhadas na cuba de eletroforese contendo 0 mesmo tampéao.

A transferéncia foi realizada empregando-se voltagem constante de
30 volts por 18 horas, a 4°C. Apés a transferéncia, a fim de verificar a
eficacia do processo, as membranas foram coradas com Ponceau-S (Sigma-
AldrichCo. St. Louis, MO, USA) por cinco minutos e descoradas em agua

destilada.

As solucbes, tampdes e corantes utilizados na técnica de
eletroforese em gel de poliacrilamida e western blotting encontram-se

descritas no Anexo D.

4.7.3. Imudifusdo Dupla em Gel de Agarose (ID)

A 1D foi proposta por Ouchterlony (1949), e foi utilizada no presente
trabalho para verificar a reatividade das preparacdes antigénicas frente aos

diferentes soros.

Neste ensaio, laminas de vidro (26x75 mm) foram limpas com
solugcdo de alcool-éter e cobertas completamente com 1,0 mL de &gar
bacteriologico 1%. Apés 24 horas, desidratando, na estufa (FABBE, modelo
116, Fabrica de Aparelhos Bacterioloégicos e Esterelizadores Ltda, S&o
Paulo, SP, Brasil) a 60°C as laminas foram forradas com 3,0 mL de agar
citrato de sodio sendo armazenadas em camera Umida a temperatura de 6 a
10°C até o momento do uso. Utilizando um molde em forma de roseta, um

orificio central e seis laterais, foram escavados no gel formando os orificios
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em que o0s antigenos, controles positivos e soros testes foram aplicados. A
reacdo antigeno-anticorpo ocorreu durante 48h em camera Umida a
temperatura ambiente. Apos esse periodo foi realizada, com a ajuda de um
negatoscopio, uma leitura prévia das linhas de precipitacdo. As laminas
foram lavadas em solucao citrato de sédio 5% por 45 minutos seguindo-se
de sucessivas lavagens em solucao salina 0,85% por 24 horas. Ao fim das
lavagens os orificios foram cobertos com agar bacteriolégico 1% e as
laminas, apds serem envelopadas com papel filtro, foram colocadas em
estufa a 60°C durante no minino 18h. A leitura definitiva das linhas de
precipitacdo foi realizada apés a coloracdo das laminas com Coomassie
Brilliant Blue R (Sigma-AldrichCo., St. Louis, MO, USA), durante 05 minutos,
e descoradas por 10 minutos, utilizando-se solugdo descorante (10% de

acido acético glacial, 45% de alcool etilico, 45% de agua destilada).

Todas as solucdes, tampdes e corantes usados na ID encontram-se
descritas no Anexo E

4.7.4. Immunoblotting

Membranas de nitrocelulose contendo as proteinas fangicas
transferidas conforme descrito no item 4.7.2 foram identificadas, cortadas
em fitas, de aproximadamente 0,5 cm, e incubadas por 1 hora, a
temperatura ambiente, em solucéo salina tamponada com fosfatos acrescida
de 5% de leite desnatado (PBS -L 5%) a fim de bloquear os sitios de ligacédo

inespecificos.

As fitas contendo as preparacdoes antigénicas de P. lutzii foram
incubadas com 2,0 mL de cada um dos soros testes e soro controle-positivo,
ambos, diluidos na proporcédo de 1:100 em solucdo salina tamponada com
fosfatos acrescida de 3% de leite desnatado (PBS-L 3%). Esta etapa do
ensaio foi realizada a temperatura ambiente sob agitacdo constante, por

duas (2) horas. Finalizado o periodo de incubacéo, as fitas de nitrocelulose
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foram lavadas seis vezes, por 10 minutos cada, em solugcdo salina
tamponada com fosfatos acrescida de 0,1% de Tween 20 (PBS-T 0,1%).
Posteriormente, as membranas foram incubadas com 2,0 mL de anti- IgG
humana conjugada a peroxidase (Sigma-AldrichCo. St. Louis, MO, USA),
diluido a 1:3000 em solucdo PBS-L 3%, sendo mantidas por uma (1) hora e
30 minutos sob agitacdo constante, a temperatura ambiente, protegidas da
luz, e em seguida, novamente lavadas por seis vezes, 10 minutos cada, em
solucéo PBS-T 0,1%.

A reacdo foi revelada empregando-se solucdo de 4-cloro-1naftol
(Sigma- Aldrich Co. St. Louis, MO, USA) e o bloqueio feito por lavagens

sucessivas em agua destilada.

Todas as solucdes, tampdes e corantes usados no immunoblotting
encontram-se descritas no Anexo F.
4.8. Determinagéo de Peso Molecular

Os pesos moleculares (PMs) das bandas protéicas de interesse foram
determinados colocando seus Rf(s) (Reference front) na equacéo da reta

obtida através da curva de calibracdo construida com os padrées de PMs de

cada corrida em programa Excel.

Rf= distancia em mm da migracdo de cada padrédo ou amostra
dividido pela distancia em mm da migracao total do gel
4.9. Estudo da estabilidade dos antigenos de Paracoccidioides spp

A estalidade das preparacdes antigénicas foi avaliada em dois (2)
aspectos, (1) a estabilidade ao longo do tempo de obtencdo e (2) o

comportamento dos antigenos a condi¢cdes adversas de temperatura.
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1. Os antigenos selecionados no screening foram avaliados quanto
a estabilidade apés, 3, 6, e 9 meses de sua obtencéo, por ID, frente ao soro
policlonal anti-antigeno de P.lutzii .

2. Os antigenos obtidos segundo os métodos de Freitas (2005),
Assis et al. (1989) e sua versdo modificada foram deixados sob a bancada, a
temperatura ambiente, por 48h, em duas situacdes distintas: apenas
liofilizados ou reconstituidos em agua destilada. Passado esse periodo, a
estabilidade das preparacdes antigénicas foi avaliada, por ID, frente a

anticorpo policlonal anti-antigeno de P.lutzii.
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5.0. Resultados

5.1. Aspectos macromorfolégicos e micromorfolégicos de P. lutzii.

Isolado 01 de P. lutzii

Cultura em agar Fava-Netto modificado

A avaliagdo dos aspectos macromorfolégicos das células
leveduriformes do isolado 01 de P. lutzii, demonstrou que quando cultivadas
a 37°C em agar Fava-Netto modificado as colénias eram cerebriformes,
distribuindo-se de forma homogénea pela superficie do meio de cultura. De
crescimento rapido, apresentaram pigmentacao creme claro que escureceu
gradativamente com o tempo de cultivo (10 e 20 dias). Durante os repiques
observou-se que apresentou textura cremosa sendo pouco aderida ao meio,
caracteristica comum observada para todos os pontos analisados, ou seja,
cinco (5), 10 e 20 dias. Entre os isolados avaliados, este foi o que
apresentou crescimento mais rapido. Verificou-se que com 20 dias de cultivo
as colbnias tomaram toda a superficie do meio, formando camadas de

células gerando grande volume de massa fungica (Figura 5 A).

Microscopicamente, observou-se a presenca de células maes
globosas a sub-globosas, birrefringentes, com brotamentos clavados e/ou
alongados de base estreita. Verificou-se com 10 dias de cultivo, uma
diminuicAo no numero de brotamentos, sendo que estes apresentaram
morfologia piriforme de base estreita, quando comparados as culturas de
cinco (5) dias, indicando se tratar de células jovens. A analise das leveduras
cultivadas durante 20 dias permitiu a visualizacéo de células mées globosas
com brotamentos piriformes. Observou-se para todos os pontos avaliados, a
presenca de pseudohifas, sendo que as culturas de 20 dias apresentaram
maior quantidade destas estruturas quando comparada aos demais tempos
de cultivo. Quanto a dimenséao das leveduras, observou-se que as mesmas
apresentaram variagdo no diametro, alcancando até 19,38 um (Figura 2).

Cultura em agar Sabouraud-dextrose
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A avaliagdo dos aspectos macromorfolégicos das células
leveduriformes do isolado 01 de P. lutzii, demonstrou que quando cultivadas
a 37°C em agar Sabouraud-dextrose as col6nias mostraram-se
cerebriformes, com textura cremosa e pigmentacdo creme, revelando
discreto escurecimento durante o tempo de cultivo. As culturas
apresentaram crescimento homogéneo, sendo pouco aderidas ao meio.
Notou-se, entretanto, que a velocidade de crescimento foi inferior quando
comparada aquela observada para as células cultivadas em agar Fava-Netto

modificado (Figura 5 A).

Microscopicamente, as células leveduriformes, do isolado 01
cultivadas em agar Sabouraud-dextrose, durante cinco (5) dias
apresentaram-se pleomorficas. Observou-se, porém, o predominio de
células com dimensdes inferiores as observadas quando as leveduras foram
cultivadas em agar Fava-Netto modificado. Verificou-se que células maes
alongadas produziram brotamentos filiformes, enquanto que células maes
globosas apresentaram células filhas globosas a piriformes, tanto de base
estreita, como de base larga, ou seja, pode-se observar a presenca de
células em diferentes estagios de maturacdo. Notou-se aumento da
esporulacdo das células quando cultivadas neste meio de cultura. Por outro
lado, com 10 dias de cultivo verificou-se o predominio de células maduras
soltas, e contrastando ao observado com cinco (5) dias de cultura, as que
possuiam brotamentos, na sua maioria eram de base larga e globosa. Em
relacdo as pseudohifas, apesar de existentes eram raramente visualizadas.
A despeito de ainda apresentarem leveduras brotantes, observou-se que as
culturas de 20 dias apresentaram grandes quantidades de células com
aspecto morfologico de meia lua e com parede celular enrugada/distorcida,
indicando estarem em processo de morte celular. Nos periodos avaliados
observou-se que as leveduras apresentaram variagdo no diametro,

alcancando até 20,53 um (Figura 2).
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Figura 2. Anéalise micromorfologica do isolado 01 de P. lutzii cultivado em agar Fava-Netto modificado e agar
Sabouraud-dextrose durante cinco (5), 10 e 20 dias. A) célula mée globosa, B) brotamento globoso de base
larga, C) célula mé&e alongada, D) brotamento filiforme, E) brotamentos, F) células soltas, G) degeneracdo

celular, H) brotamento piriforme, I) brotamento alongado, K) pseudohifa. Aumento de 400 vezes.
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Isolado 66 de P. lutzii

Cultura em agar Fava-Netto modificado

A avaliacdo dos aspectos macromorfologicos das células
leveduriformes do isolado 66 de P. lutzii cultivado durante cinco (5), 10 e 20
dias a 37°C em agar Fava-Netto modificado revelou a presenca de col6nias
cerebriformes, com textura cremosa e umida. Inicialmente, pode-se observar
que as coldnias desenvolveram-se separadamente e que com o0 tempo a
colénia tomou conta de toda a superficie do meio, porém de forma
heterogénea, pois em alguns pontos pareceu ocorrer um pequeno acumulo
de células, como se as leveduras tivessem se desenvolvido mais naquele

local (Figura 5 B).

Microscopicamente, as leveduras do isolado 66 cultivadas durante
cinco (5) dias revelaram a presenca de células mées birrefringentes,
multinucleadas, com brotamentos alongados filiformes de base estreita.
Observou-se neste periodo, a presenca de tubos germinativos e
pseudohifas. As leveduras apresentaram-se pleomdrficas, tanto em
dimensdo, quanto em formato. Observou-se a presenca de células maes
tanto alongadas como globosas, bem como brotamentos alongados e/ou
clavados, de base estreita. Com 10 dias de cultivo, verificou-se que as
células apresentaram uma grande quantidade de brotamentos. Por outro
lado, com 20 dias de cultivo foi possivel observar a presenca de leveduras
com retracao citoplasmatica e parede celular degenerada; contrastando com
a visualizagdo de células jovens com brotamentos clavados de base estreita.

As dimensfes das células alcancaram 27,71um (Figura 3).
Cultura em agar Sabouraud-dextrose

Os aspectos macromorfolégicos das células leveduriformes do isolado
66 de P. lutzii cultivado durante cinco (5), 10 e 20 dias a 37°C em agar
Sabouraud-dextrose foi semelhante as observadas em agar Fava-Netto

modificado, ou seja, as colonias eram cerebriformes, de pigmentacdo em
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tom bege mais escuro daquele observado em agar Fava-Netto modificado,
cremosas, Umidas e pouco aderidas ao meio de cultura. Deve-se ressaltar
que este isolado também apresentou diferenca na cinética de crescimento
em agar Sabouraud-dextrose. Além de crescer mais lentamente, observou-
se que a massa fangica desenvolvida nesse meio de cultura foi inferior
aquela obtida quando cultivado em agar Fava-Netto modificado, sendo que a

distribuicdo das colénias no meio foi heterogénea (Figura 5 B).

Micromorfologicamente, o isolado 66 cultivado durante cinco (5) dias
em &gar Sabouraud-dextrose revelou a exemplo do observado para o
isolado 01 mantido nas mesmas condi¢cdes, aumento no mecanismo de
esporulacdo. Verificou-se com cinco (5) dias de cultivo, a presenca de
células maes globosas, birrefringentes, com didmetros maiores e riqueza de
brotamentos piriformes a levemente alongados de base estreita. Observou-
se também a presenca de células com parede degenerada, algumas em
meia lua. Leveduras cultivadas durante 10 dias apresentaram padrdo
morfolégico similar ao descrito anteriormente, entretanto, notou-se a
presenca de tubos germinativos. Observou- se nas culturas de 20 dias
diminuicdo do numero de brotamentos e aumento do niumero de células com
retracdo citoplasmatica e degeneracdo celular. As dimensfes das células

alcancaram 19,47 um (Figura 3).
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Figura 3. Analise micromorfol6gica do isolado 66 de P. lutzii cultivada em &agar Fava-Netto modificado e agar
Sabouraud-dextrose durante cinco (5), 10 e 20 dias. A) célula mée globosa, B) célula mée alongada D) brotamento
filiforme, F) células soltas, G) degeneracao celular, H) brotamento piriforme. Aumento de 400 vezes.
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Isolado 8334 de P. lutzii
Cultura em agar Fava-Netto modificado

A avaliagdo dos aspectos macromorfolégicos das células
leveduriformes do isolado 8334 de P. lutzii cultivado a 37°C em &gar Fava-
Netto modificado demonstrou que as colbnias eram cerebriformes de
pigmentacdo bege, secas e aderidas a superficie do meio de cultura

distribuindo-se em grupos compactos (Figura 5 C).

A avaliacdo micromorfolégica deste isolado cultivado por cinco (5)
dias revelou grande quantidade de pseudohifas, além da presenca de
células maes birrefringentes e pleomorficas, com poucos brotamentos, que
variaram de piriformes a alongados de base estreita. Com 10 dias de cultivo
nao se observou alteracdes morfologicas relevantes. A andlise microscopica
das células cultivadas durante 20 dias demonstrou aumento do nimero de
brotamentos. Mereceu destaque, para todos os tempos de cultivo avaliados,
a tendéncia deste isolado na formacdo de agrupamento celular, portanto,
poucas células isoladas foram observadas. As dimensdes das células

alcancaram 14,0 um (Figura 4).

Cultura em agar Sabouraud-dextrose

Observou-se macroscopicamente que as colbnias apresentaram, a
exemplo ao observado quando cultivadas em agar Fava-Netto modificado,
aspecto cerebriforme e pigmentacdo bege, porém, com 20 dias de
crescimento as colbnias, antes dispostas individualmente, coalesceram em
um bloco unico apresentando formacéo exuberante. As colbnias, apesar de
visualmente, aparentarem textura mais cremosa € Umida em agar
Sauboraud-dextrose, eram secas e aderidas ao meio, destacando-se aos

blocos (Figura 5 C).

Microscopicamente, observou-se que as leveduras do isolado 8334

cultivadas com cinco (5), 10 e 20 dias de cultivo, apresentaram grande
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quantidade de pseudohifas, bem como de células mées com paredes
birrefringentes e irregulares, na maioria das vezes apresentando aspecto
sub globoso e catenulado, com brotamentos laterais variando de piriformes a
filiformes de base estreita. Observou-se tendéncia de agrupamento celular

deste isolado. As dimensdes das células alcancaram 14,23 um (Figura 4).
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P18334 10 dias (SAB)

Figura 4. Anéalise micromorfolégica do isolado 8334 de P. lutzii cultivado em agar Fava-Netto modificado e agar
Sabouraud-dextrose durante cinco (5), 10 e 20 dias. A) célula mae globosa, B) brotamento alongado, C)
pseudohifa, D) multiplos brotamentos, E) células catenuladas, G) agrupamento celular. Aumento de 400 vezes.
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Figura 5. Macromorfologia dos isolados 01(A), 66(B) e 8334(C) de P.
lutzii cultivados durante 20 dias. FN) agar Fava-Netto modificado, SAB)

agar Sabouraud-dextrose.

O resumo de todas as caracteristicas observadas nos isolados 01, 66
e 8334 de P. lutzii cultivados em &gar Fava-Netto modificado e &gar
Sabouraud-dextrose a 37°C, bem como o resultado da quantificacdo de
células utilizando a escala 1.0 de McFarland podem ser consultadas na
Tabela 1.
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Tabela 1. Principais caracteristicas macro e microformofégicas observadas nos isolados 01, 66, e 8334 de P. lutzii cultivados a 37°C, por 5, 10 e 20 dias em agar
Fava-Netto modificado e agar Sabouraud-dextrose

Tempo de | Quantificagdo | Diametro Caracteristica Caracteristica Caracteristica Caracteristica
Cresciment : Escala 1,0 das micromorfoldgica micromorfolégica macromorfologica macromorfoldgica
0 McFarland células FN SAB FN SAB
FN/SAB FN/SAB
01
_ 8.8 x 10°/ 8.7x Cél. mées globosas Cél.pleomorficas. e Col. Cerebriformes. e  Col. Cerebriformes.
05 dias ’ 10° ’ e subglobosas. Brotamentos de e Textura cremosa. e Textura cremosa.
19,38um Brotamentos de base larga e estreita. | e  Distribuicdo homogénea. | ¢ Distribuicdo homogénea.
) 8.7 x 10% 12.7x / base estreita. Raras pseudohifas. | e Pigmentagéo * Pigmentag&o inicialmente
10 dias ' 10° ' 20,53 pm Presenca de Presenca de inicialmente clara com clara com escurecimento
pseudohifa. cel.catenuladas escurecimento gradativo.
20 dias 10,9 x 10:/ gradativo. . _\/eIo_cidade de crescimento
11,9x 10 inferior.
66
05 dias 7,2% 1055/ 5,7x Cél. Pleomorficas. Cél, mées globosas. | ¢ Col. Cerebriformes. Col. cerebriformes.
10 27,71 um Brotamentps de Riqueza de e Textura Cremosa. Textura cremosa.
_ 5.3x 10%/ 6.5% ’ / base estreita. brotament(_)s de e Colbnias distri_buem-se Pigmento em tom bege mais
10 dias ' 10° ' 19 47 Presenga de tubo base estreita. por todo 0 meio com escuro do que em Fava-Netto
' germinativo. alguns acumulos. modificado.
20 dias 3,3x 10% 3,9x e Velocidade de crescimento
5 . .
10 inferior.
8334
5 Grande quantidade Grande quantidade e Col. Cerebriformes. e Col. Cerebriformes.
05 dias 5.2x 107 3,5x de pseudohifas. de pseudohifas. o Textura seca. o Textura seca.
10 Cél. Mées Cél. M&@es com e Colb6nias bem aderidas e Col. bem aderias ao meio.
14,0 ym pleomorficas com parede irregular. ao meio. e Col. inicialmente distribuem-
) 12 5% 10% 5.6 / poucos Presenca de cél. e Col. distribuem-se em Se em grupos compactos,
10 dias T 14,23 um brotamentos. catenuladas. grupos compactos de porém com 20 dias de cultivo
Grande quantidade Grande quantidade forma heterogénea. elas coalescem em um bloco
5 de agrupamentos de agrupamentos Unico.
20 dias 8,4x 107/10,5x celulgreg. celul%rez

10°

FN: Fava-Netto Modificado SAB: Sabouraud-dextrose Cél.: células Col.: colbnias.
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5.1.2. Aspectos macromorfoléogicos e micromorfolégicos de
Paracoccidioides brasiliensis.

A avaliacdo macroscopica do isolado 113 de P. brasiliensis cultivado
durante sete (7) dias em agar Fava-Netto modificado revelou que as colbnias
eram cerebriformes, apresentando aspecto cremoso e umido, pigmentacéo
bege, distribuindo-se de forma homogénea pelo meio sendo pouco aderidas
ao mesmo. Por outro lado, a avaliagéo da cepa B-339 cultivada nas mesmas
condigbes, revelou a presenca de colonias secas e aderidas ao meio. Da
mesma forma ao observado para o isolado 113, as colénias da cepa B-339

eram cerebriformes e de pigmentacao bege.

A analise micromorfologica do isolado 113 revelou a presenca de
células leveduriformes pequenas, pleomorficas e birrefringentes. As células
maes globosas possuiam brotamentos que variaram de piriformes a
globosos, por outro lado, as células mdes com aspecto disforme
apresentavam brotamentos alongados. Notou-se ainda, grande quantidade
de pseudohifas bem como a presenca de tubos germinativos. Quanto a
dimensdo das leveduras, observou-se que as mesmas apresentaram

variacdo no diametro, alcancando até 16,16 um (Figura 6).

Microscopicamente, observou-e que as leveduras da cepa B-339
apresentaram células mées globosas e soltas e os brotamentos variaram de
piriformes a globosos. Além de tubos germinativos, observou-se a presenca
de grande quantidade de pseudohifas que conferiram a este isolado uma
tendéncia a agrupar-se. As células apresentaram diametro de até 15,07 um
(Figura 6). O resumo de todas as caracteristicas observadas nos isolados

de P. brasiliensis pode ser consultado na Tabela 2
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kS M.

Figura 6. Analise micromorfolégica das amostras de P. brasiliensis

cultivadas em agar Fava-Netto modificado durante sete (7) dias. Onde: 1)

isolado 113, 2) cepa B339, A) célula mée globosa, B) brotamento piriforme,

C) brotamento de base larga, D) célula pleomorfica, E) célula solta. Aumento

de 400 vezes.

Tabela 2. Principais das caracteristicas macro e micromorfolégicas

observadas nos isolados 113 e B-339 de P. brasiliensis cultivados a 37°C.

por 7 dias em agar Fava-Netto modificado.

Isolado de P.

Caracteristica
micromorfolégica

Caracteristica
macromorfolégica

Diametro maximo

brasilisensis EN EN observado
cél Pleomérficas | Col. Cerebriformes.
birréfringentes e Textura cremosa.
Grande quantidade ° A_spgcto_ u~m|do
113 de pseudohifas e Distribuigdo 16,16 um

Presenca de tubos h(')mogene:il.
germinativos e Pigmentagéo bege
Grande quantidade
de pseudohifas e Col. Cerebriformes.
Presenca de tubos | e Textura seca e

B-339 germinativos aderida ao meio de 15,07 um

Tendéncia a
agrupar-se

cultura
Pigmentcao bege

FN: Fava-Netto modificado Col: Colénias Cél: Células
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5.2. Screening dos Antigenos de Paracoccidioides lutzii

Considerando-se os diferentes pontos avaliados para obtencdo de
antigenos de P. lutzii a partir dos isolados 01, 66 e 8334, ou seja, meios de
cultura distintos (agar Fava-Netto modificado e agar Sabouraud-dextrose),
protocolos de obtencéo [Freitas et al (2005), Assis et al. (1989) e sua verséo
modificada)], tempo de cultura das células fungicas (5, 10 e 20 dias) e
concentracdo dos antigenos (in natura, 10 e 20 vezes concentrados), o
desenvolvimento deste projeto gerou a producdo de 90 preparacoes

antigénicas.

Para a selecdo das preparacdes antigénicas com potencial
aplicabilidade no imunodiagndstico da paracoccidioidomicose causada por
P. lutzii, os mesmos tiveram seu conteddo proteico avaliado pela
metodologia proposta por Bradford (1976), foram avaliados pelo ensaio de
imunodifusdo dupla em gel de agarose (ID) e o perfil eletroforético analisado
por SDS-PAGE.

A fim de facilitar a leitura do presente trabalho, visto a grande
quantidade de antigenos obtidos, propusemos uma nomenclatura
simplificada para a identificagdo dos mesmos. A identificagdo de cada
preparacdo antigénica foi composta primeiramente pela metodologia de
obtencéo, sendo os antigenos obtidos segundo Freitas (2005) denominados
de (Th) e os antigenos obtidos segundo Assis et al. (1989) de CSSEPC
convencional (CSSEPC-C) e sua versao modificada (CSSEPC-M) seguido
do isolado utilizado, do tempo de cultivo e a respectiva concentracgéo,

guando aplicavel, e por ultimo do meio de cultura abreviado.

A titulo de ilustracdo, tomou-se, como exemplo todas as preparacdes

antigénicas originadas a partir do isolado 01 com cinco (5) dias de cultivo.

Th 01 5d in natura (FN)
Th 01 5d 10x [] (FN)
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Th 01 5d 20x [ ] (FN)
CSSEPC-C 01 5d (FN)
CSSEPC-M 01 5d (FN)
Th 01 5d in natura (SAB)
Th 01 5d 10x [ ] (SAB)
Th 01 5d 20x [ ] (SAB)
CSSEPC-C 01 5d (SAB)
CSSEPC-M 01 5d (SAB)

5.2.1. Dosagem de Proteinas

A dosagem proteica foi realizada, empregando-se o NanoDrop®
Spectrophotomer ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc, Wilmington, DE,
USA), o resultado final foi expresso como a média aritmética do valor obtido

a partir de trés medidas.

Observou-se que nenhum dos antigenos in natura, ou seja, nao
concentrados, obtidos em agar Fava-Netto modificado e agar Sabouraud-
dextrose, segundo protocolo descrito por Freitas (2005) apresentou valores
com padréo de leitura.

Verificou-se que os antigenos obtidos segundo protocolo descrito por
Freitas (2005), cultivados em &gar Fava-Netto modificado e concentrados 10
vezes, por liofilizagdo, demonstraram variabilidade na concentragéo proteica
entre 58,07 mg/mL a 159,09 mg/mL, para as preparacdes antigénicas
obtidas com cinco (5) e 20 dias a partir dos isolados 66 e 8334,
respectivamente. Preparacdes antigénicas obtidas destes mesmos isolados
e cultivadas nas mesmas condicbes, porém, concentrados 20 vezes,
apresentaram valores protéicos entre 133,16 mg/mL a 274,85 mg/mL.
Verificou-se que os antigenos produzidos a partir dos isolados 01 e 66
cultivados em &gar Sabouraud-Dextrose, durante cinco (05) e 20 dias, e
concentrados 10 vezes apresentaram concentracdo proteica entre 25,2

mg/mL a 39,1 mg/mL. Ja as preparacdes antigénicas, obtidas nas mesmas
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condigbes, porém concentradas 20 vezes demonstraram variagdo do

conteudo proteico entre 44,97 mg/mL a 132,94 mg/mL.

Os antigenos do tipo CSSEPC obtidos segundo Assis et al. (1989) em
adgar Fava-Netto modificado apresentaram variagdo proteica entre 8,82
mg/mL a 19,36 mg/mL para os antigenos de cinco (5) e 10 dias obtidos a
partir dos isolados 01 e 8334, respectivamente. Por outro lado, os antigenos
do tipo CSSEPC modificado, nos quais, para a remocdo das fracdes
proteicas fracamente ligadas a superficie da parede celular, a solucdo salina
0,85% foi substituida pela solucao thimerosal-borato (1:5.000), a variacao
proteica foi de 8,82 mg/mL a 24,94 mg/mL para os antigenos de cinco (5) e

20 dias obtidos a partir dos isolados 01 e 8334, respectivamente.

Para as preparacdes antigénicas derivadas do cultivo de leveduras
em agar Sabouraud-dextrose, os antigenos CSSEPC obtidos segundo
protocolo proposto por Assis et al. (1989) a partir do isolado 8334,
apresentaram valores protéicos (minimo e maximo) entre 3,48 mg/mL a 9,
12 mg/mL. Ja os antigenos CSSEPC modificado apresentaram intervalo de
concentracdo protéica entre 2,46 mg/mL a 11,50 mg/mL para antigenos de

cinco (5) e 20 dias dos isolados 66 e 8334, respectivamente.

As tabelas contendo as dosagens individuais de todas as preparacoes
produzidas podem ser consultadas no Anexo G.

5.2.2. Imunodifusao dupla em gel de agarose

O padrao de reatividade dos antigenos obtidos a partir dos isolados
01, 66 e 8334 de P. lutzii cultivados a 37°C durante cinco (5), 10 e 20 dias
em agar Fava-Netto modificado e em agar Sabouraud-dextrose segundo a
metodologia proposta por Freitas (2005), in natura, 10 e 20 vezes
concentrados foram analisadas por imunodifusdo dupla em gel de agarose

(ID) frente a anticorpos policlonais produzidos em coelho anti-antigeno de P.
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lutzii, anti-antigeno de P. brasiliensis, anti-antigeno de anti-H. capsulatum,
anti-antigeno de A. fumigatus, bem como frente a soros de individuos
saudaveis.

As preparacdes antigénicas do tipo CSSEPC convencional obtidos
segundo protocolo proposto por Assis et al. (1989), bem como sua versao
modificada a partir dos isolados 01, 66 e 8334 de P. lutzii cultivados a 36° C
durante cinco (5), 10 e 20 dias em agar Fava-Netto modificado e agar
Sabouraud-dextrose, in natura, foram avaliadas seguindo 0s mesmos

critérios descritos acima.

5.2.2.1. Anticorpo policlonal anti-antigeno de Paracoccidiodes lutzii

Nenhum antigeno in natura obtido segundo metodologia descrita por
Freitas (2005) em &gar Fava-Netto modificado e em &gar Sabouraud-
dextrose apresentou reatividade frente ao anticorpo policlonal espécie
especifico, por outro lado, observou-se que os antigenos cultivados a 37°C
durante 5, 10 e 20 dias em &gar Fava-Netto modificado e concentrados 10 e
20 vezes, por liofilizagéo, foram reconhecidos pelo anticorpo policlonal.

Com excecdo do antigeno Th66 10d 20x[ ] (SAB), que apresentou
duas linhas de precipitacdo, os demais antigenos obtidos a partir dos
isolados 66 e 8334 e cultivados em &gar Sabouraud-dextrose apresentaram
reacdo de fraca intensidade, ja o antigeno obtido a partir do isolado 01 de P.

lutzii ndo apresentou reatividade.

A avalicdo dos antigenos obtidos do isolado 01, cultivados em agar
Fava-Netto modificado, segundo metodologia proposta por Assis et al.
(1989) bem como sua versdo modificada, demonstrou reatividade frente ao
soro policlonal espécie especifico com destaque para as preparacoes
antigénicas produzidas com 20 dias de cultivo que apresentaram duas linhas
de precipitacao de forte intensidade. Em relacdo as preparacdes antigénicas

obtidas a partir dos isolados 66 e 8334, cultivadas nas mesmas condi¢des,
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durante cinco (5), 10 e 20 dias verificou-se que todos apresentaram

reatividade frente ao soro controle positivo.

Verificou-se que as preparacbes antigénicas obtidas segundo
metodologia proposta por Assis et al. (1989) bem como sua verséo
modificada a partir do isolado 8334 cultivadas durante cinco (5), 10 e 20
dias, em agar Sabouraud-dextrose foram reconhecidas pelo anticorpo
policlonal anti-antigeno de P. lutzii. Observou-se ainda, que o anticorpo
policlonal espécie especifico apresentou reatividade de fraca intensidade
frente as preparacdes antigénicas obtidas a partir do isolado 66 e auséncia

de reatividade frente aos antigenos obtidos do isolado 01.

5.2.2.2. Anticorpo policlonal anti-antigeno de P. brasiliensis

Nenhum antigeno in natura obtido segundo metodologia descrita por
Freitas (2005) em &gar Fava-Netto modificado e em &gar Sabouraud-
dextrose apresentou reatividade frente ao anticorpo policlonal anti-antigeno

de P. brasiliensis.

Todos os antigenos cultivados a 37°C durante cinco (5), 10 e 20 dias
em agar Fava-Netto modificado e 10 e 20 vezes concentrados foram
reagentes frente a anticorpo policlonal anti-antigeno de P. brasiliensis, ja os
antigenos cultivados nas mesmas condi¢des, porém em agar Sabouraud-

dextrose apresentaram auséncia de reatividade.

Observou-se gue os antigenos obtidos do isolado 01, cultivados em
agar Fava-Netto modificado durante 10 e 20 dias, segundo metodologia
proposta por Assis et al. (1989) apresentaram reatividade frente ao soro
policlonal anti-antigeno de P. brasiliensis enquanto que sua versao
modificada apresentou reatividade apenas para a preparagdo antigénica
obtida com 20 dias de cultivo. As preparacdes antigénicas produzidas nas
mesmas condicdes empregando-se os isolados 66 e 8334 ndo apresentaram

reatividade.
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Observou-se auséncia de reatividade de todos os antigenos (isolados
01, 66 e 8334) obtidos com cinco (5), 10 e 20 dias de cultivo produzidos
segundo Assis et al. (1989) e sua versdo modificada, frente ao anticorpo
policlonal anti-antigeno de P. brasiliensis quando os mesmos foram

produzidos em agar Sabouraud-dextrose.

5.2.2.3. Anticorpo policlonal anti-antigeno de H. capsulatum e anti-

antigeno de A. fumigatus

Apenas os antigenos obtidos segundo Assis et al. (1989) e sua versao
modificada cultivados por cinco (5), 10 e 20 dias em &gar Sabouraud-
dextrose a partir do isolado 8334 apresentaram reacao de fraca intensidade
frente ao soro policlonal anti-antigeno de H. capsulatum. A avaliacdo dos
demais antigenos produzidos nas diferentes condi¢cdes revelou auséncia de
reatividade frente aos anticorpos policlonais anti-antigeno de H. capsulatum

e anti-antigeno de A. fumigatus.

As Tabelas 3, 4, 5 e 6 resumem o padrdao de reatividade das
preparacdes antigénicas avaliadas frente aos anticorpos policlonais anti-
antigeno de P. lutzii, anti-antigeno de P. brasiliensis, anti-antigeno de H.

capsulatum e anti- antigeno de A. fumigatus.
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Tabela 3. Padréo de reatividade, por imunodifusdo dupla, dos antigenos de P. lutzii
obtidos segundo Freitas (2005), em agar Fava-Netto modificado, 37°C, durante 5, 10
e 20 dias, in natura, 10 e 20 vezes concentrados.

| Ac poli anti- Ac poli anti- Ac poli anti- Ac poli anti-
Antigeno de P. Iutzii {antigeno de P.| antigeno de P. | antigeno de H. antigeno A.
lutzii brasiliensis capsulatum fumigatus
01 in natura 5 dias NR NR NR NR
01 5 dias, 10x[ ] R R NR NR
01 5 dias, 20x[ ] R R NR NR
01 in natura 10 dias NR NR NR NR
01 10 dias, 10x[ ] R R NR NR
01 10 dias, 20x[ ] R R NR NR
01 in natura 20 dias NR NR NR NR
01 20 dias, 10x[ ] R R NR NR
01 20 dias, 20x[ ] R R NR NR
66 in natura 5 dias NR NR NR NR
66 5 dias, 10x[ ] R R NR NR
66 5 dias, 20x] ] R R NR NR
66 in natura 10 dias NR NR NR NR
66 10 dias, 10x[ ] R R NR NR
66 10 dias, 20x] ] R R NR NR
66 in natura 20 dias NR NR NR NR
66 20 dias, 10x[ ] R R NR NR
66 20 dias, 20x[ ] R R NR NR
8334 in natura 5 dias NR NR NR NR
8334 5 dias, 10x[ ] R R NR NR
8334 5 dias, 20x[ ] R R NR NR
8334 in natura 10dias NR NR NR NR
8334 10 dias, 10x[ ] R R NR NR
8334 10 dias, 20x[ ] R R NR NR
8334 in natura 20 dias NR NR NR NR
8334 20 dias, 10x[ ] R R NR NR
8334 20 dias, 20x[ ] R R NR NR

Ac poli : Anticorpos policlonais
10x[ ]: 10 vezes concentrado
20x[ ]: 20 vezes concentrado
R: Reagente

NR: Nao Reagente

R*: Fracamente Reagente
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Tabela 4. Padrdo de reatividade, por imunodifusdo dupla, dos antigenos de P. lutzii
obtidos segundo Freitas (2005), em &gar Sabouraud-dextrose, 37°C, durante 5, 10 e
20 dias, in natura, 10 e 20 vezes concentrados.

| Ac poli anti- Ac poli anti- Ac poli anti- Ac poli anti-
Antigeno de P. lutzii |antigeno de P.| antigeno de P. | antigeno de H. antigeno A.
lutzii brasiliensis capsulatum fumigatus
01 in natura 5 dias NR NR NR NR
01 5 dias, 10x[ ] NR NR NR NR
01 5 dias, 20x[ ] NR NR NR NR
01 in natura 10 dias NR NR NR NR
01 10 dias, 10x[ ] NR NR NR NR
01 10 dias, 20x[ ] NR NR NR NR
01 in natura 20 dias NR NR NR NR
01 20 dias, 10x[ ] NR NR NR NR
01 20 dias, 20x[ ] NR NR NR NR
66 in natura 5 dias NR NR NR NR
66 5 dias, 10x] ] R* NR NR NR
66 5 dias, 20x] ] R* NR NR NR
66 in natura 10 dias NR NR NR NR
66 10 dias, 10x][ ] R* NR NR NR
66 10 dias, 20x[ ] R NR NR NR
66 in natura 20 dias NR NR NR NR
66 20 dias, 10x][ ] R* NR NR NR
66 20 dias, 20x] ] R* NR NR NR
8334 in natura 5 dias NR NR NR NR
8334 5 dias, 10x][ ] R* NR NR NR
8334 5 dias, 20x][ ] R* NR NR NR
8334 in natura 10dias NR NR NR NR
8334 10 dias, 10x[ ] R* NR NR NR
8334 10 dias, 20x[ ] R* NR NR NR
8334 in natura 20 dias NR NR NR NR
8334 20 dias, 10x[ ] R* NR NR NR
8334 20 dias, 20X ] R* NR NR NR

Ac poli : Anticorpos policlonais
10x[ ]: 10 vezes concentrado
20x[ ]: 20 vezes concentrado
R: Reagente

NR: Nao Reagente

R*: Fracamente Reagente
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Tabela 5. Padrdo de reatividade, por imunodifusdo dupla, dos antigenos de P.
lutzii obtidos segundo Assis et al. (1989) e sua versdo modificada em agar
Fava-Netto modificado, 37°C, durante 5, 10 e 20 dias.

Antigeno de P. Ac poli anti- Ac poli anti- Ac poli anti- Ac poli anti-
utzii antl'geno__de P. antige_np de_ P. | antigeno de H. antigeno A.
lutzii brasiliensis capsulatum fumigatus
01,5diasC R NR NR NR
01,10dias C R NR NR
01, 20 dias C R R NR NR
01, 5dias M R NR NR NR
01, 10 dias M R NR NR NR
01, 20 dias M R R NR NR
66, 5 dias C R NR NR NR
66, 10 dias C R NR NR NR
66, 20 dias C R NR NR NR
66, 5 dias M R NR NR NR
66, 10 dias M R NR NR NR
66, 20 dias M R NR NR NR
8334, 5dias C R NR NR NR
8334, 10 dias C R NR NR NR
8334, 20 dias C R NR NR NR
8334, 5 dias M R NR NR NR
8334, 10 dias M R NR NR NR
8334, 20 dias M R NR NR NR

Ac poli : Anticorpos policlonais

R: Reagente
NR: Ndo Reagente

R*: Fracamente Reagente

C :Convencional : Obtido pelo método de Assis et al. (1989)

M: Modificado
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Tabela 6. Padrao de reatividade, por imunodifusdo dupla, dos antigenos de P.
lutzii obtidos segundo Assis et al. (1989) e sua versdo modificada em &agar
Sabouraud-dextrose, 37°C, durante 5, 10 e 20 dias

Antigeno de Ac poli anti- Ac poli anti- Ac poli anti- Ac poli anti-
P |utzil antigeno"de antige.n'o De antigeno de antigeno
P.lutzii P.brasiliensis H.capsulatum A.fumigatus

01,5dias C NR NR NR NR
01, 10dias C NR NR NR NR
01, 20 dias C NR NR NR NR
01, 5dias M NR NR NR NR
01, 10 dias M NR NR NR NR
01, 20 dias M NR NR NR NR
66, 5 dias C R* NR NR NR
66, 10 dias C R* NR NR NR
66, 20 dias C R* NR NR NR
66, 5 dias M R* NR NR NR
66, 10 dias M R* NR NR NR
66, 20 dias M R* NR NR NR
8334, 5 dias C NR NR R* NR
8334, 10 dias C R NR R* NR
8334, 20 dias C R NR R* NR
8334, 5 dias M NR NR R* NR
8334, 10 dias M R NR R* NR
8334, 20 dias M R NR R* NR
Ac poli : Anticorpos policlonais

R: Reagente

NR: Nao Reagente

R*: Fracamente Reagente

C :Convencional: Obtido pelo método de Assis et al. (1989)
M: Modificado
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Visto que os antigenos obtidos dos isolados 01 e 66 cultivados em
agar Sabouraud-dextrose segundo Assis et al. (1989) bem como sua versao
modificada apresentaram auséncia e fraca reatividade respectivamente,
frente ao anticorpo espécie especifico, os mesmos foram retirados das
avaliacOes posteriores. Da mesma forma, ndo foram analisados outros
parametros dos antigenos produzidos a partir dos isolados 01 e 8334 obtidos
segundo metodologia descrita por Freitas (2005) em &agar Sabouraud-
dextrose, visto que o primeiro apresentou reatividade de fraca intensidade e

0 segundo auséncia de reatividade.

5.2.2.4. Soros de individuos saudaveis

Foram avaliados frente a nove amostras de soro de individuos
saudaveis sem historico de contato prévio com Paracoccidioides spp as
seguintes preparacdes antigénicas: antigenos obtidos a partir das amostras
01, 66 e 8334 cultivadas em &gar Fava-Netto modificado, antigeno obtido a
partir do isolado 66 cultivado em &gar Saboraud-dextrose segundo
metodologia descrita por Freitas (2005) e antigenos CSSEPC obtidos
segundo metodologia proposta por Assis et al. (1989) e sua versao
modificada obtidos a partir dos isolados 01 e 8334 e cultivados em agar
Fava-Netto modificado.

A leitura das laminas de imunodifusdo dupla revelou que todas as
amostras de soro avaliadas apresentaram auséncia de reatividade frente aos
antigenos analisados, bem como frente ao antigeno Th 339 7d 10x[ ] (FN) de
P. brasiliensis, obtido segundo Freitas (2005).

5.3. Perfil eletroforético dos antigenos de P. lutzii

5.3.1. Antigenos obtidos em agar Fava-Netto modificado

A separacéo eletroforética sob condi¢do denaturante, empregando-se
10% de acrilamida, revelou que os antigenos produzidos segundo

metodologia descrita por Freitas (2005) apresentaram fracdes proteicas com
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massa molecular aparente migrando entre 14 a 106 kDa. As imagens dos
géis podem ser consultadas no Anexo H.

A coloracéo por nitrato de prata do antigeno obtido a partir do isolado
01 possibilitou a identificacdo de 13 fragcbes para os antigenos de cinco (5) e
10 dias e de 16 fra¢des para o antigeno de 20 dias, com massa molecular
aparente entre 16 a 72 kDa. Verificou-se que 12 fracdes com intervalo de 16

a 72 kDa eram comuns entre as trés (3) preparacdes antigénicas.

A avaliacdo do perfil eletroforético das preparacdes antigénicas
obtidas a partir do isolado 66 com cinco (5) dias de cultivo revelou a
presenca de 18 fracdes protéicas com massa molecular aparente migrando
entre 14 a 106 kDa; para o antigeno obtido com 10 dias de cultura observou-
se 17 fragdes protéicas entre 14 a 80 kDa e para o antigeno de 20 dias
verificou-se uma diminuicdo significativa do numero de fracbes protéicas
sendo possivel identificar apenas oito (8) fragdes com massa molecular

aparente entre 14 a 55 kDa.

A analise do perfil eletroforético dos antigenos obtidos a partir do
isolado 8334 possibilitou a identificacdo de 16 frac6es, com massa molecular
aparente entre 19 a 56 kDa para o antigeno de cinco (5) dias, 16 fracdes,
com massa molecular entre 15 a 74 kDa para o antigeno de dez (10) dias e
16 fracBes entre 15 a 80 kDa para o antigeno de 20 dias. Observou-se que
14 fracbes com intervalo de 15 a 56 kDa eram comuns entre as trés (3)

preparacdes antigénicas.

Por outro lado, verificou-se que independentemente do isolado
utilizado e do tempo de cultivo, as Unicas diferencas entre os antigenos 10 e
20 vezes concentrados obtidos em agar Fava-Netto modificado estavam

relacionadas a intensidade e espessura das fragOes protéicas visualizadas.
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A Tabela 7 resume as fragcdes proteicas compartilhadas entre os
antigenos avaliados. Todas as fracGes identificadas podem ser consultadas

no Anexo L item A

Tabela 7. Massas moleculares estimadas, em kDa, das fracGes
proteicas compartilhadas entre os antigenos obtidos segundo
Freitas (2005) em agar Fava-Netto modificado

Th 01 Th 66 Th 8334
~60 ~61 ~64
~53 ~55 ~56
~48 ~49 ~51
~39 ~40 ~40
~27 ~27 ~26
~24 ~24 ~22
~22 ~21 ~21
~20 - ~19
~16 ~16 ~17

A avaliacdo eletroforérica dos antigenos obtidos segundo Assis et al.
(1989), bem como sua versdo modificada possibilitou a visualizacdo de
fracbes protéicas com massa molecular aparente entre 12 a 116 kDa. As

imagens dos géis podem ser consultadas no Anexo |.

Em relacdo aos antigenos tipo CSSEPC convencional, a avaliacdo do
perfil proteico/glicoproteico apds a impregnacéo do gel de poliacrilamida com
nitrato de prata, permitiu a identificacdo de 28 fragdes para o antigeno obtido
a partir do isolado 01, cultivado durante cinco (5) dias. Destes, 23 tiveram
sua massa molecular estimada migrando entre 13 a 116 kDa. Verificou-se
que o antigeno CSSEPC-C 01 10d (FN) apresentou 13 fracdes com massa
molecular entre 13 a 62 kDa. A preparacéo antigénica obtida com 20 dias de
cultura revelou oito (8) fracbes entre 17 a 62 kDa, que também foram

identificadas nas preparacdes antigénicas obtidas com 5 e 10 dias

A analise do perfil antigénico das preparacbes tipo CSSEPC

modificado revelou a presenca de varias fracées. Onze fracbes com massa
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molecular estimada entre 17 a 62 kDa foram identificadas para o antigeno
CSSEPC-M 01 5d (FN). Verificou-se para o antigeno CSSEPC-M 01 10d
(FN) a presenca de 14 fragcbes com massas moleculares entre 15 a 62 kDa.
A preparacédo antigénica obtida com 20 dias de cultura apresentou inUmeras
fracBes préximas de modo que a delimitacdo de cada uma foi prejudicada
em alguns pontos do gel. Porém, foram visualizadas e claramente
determinadas 19 fracbes com massa molecular aparente entre 13 a 62 kDa.
Observou-se ainda, que nove (9) fracbes eram comuns entre as trés (3)

preparacdes antigénicas avaliadas.

A comparacdo entre as massas moleculares estimadas das
preparacdes antigénicas do isolado 01 obtidas segundo metodologia
proposta por Assis et al. (1989) e sua versdo modificada permitiu a
identificacdo de oito (8) fragcbes comuns entre 0s antigenos.

A avaliacao eletroforética dos antigenos obtidos a partir do isolado 66
empregando-se a metodologia de Assis et al. (1989) cultivados em durante
cinco (5), 10 e 20 dias possibilitou a identificacdo de 26, 27 e 21 fracdes
respectivamente, que migraram entre 12 a 112 kDa. Por outro lado, os
antigenos CSSEPC-M de cinco (5) e 10 dias revelaram um padréao
proteico/glicoproteico distinto, com a visualizacdo de apenas seis (6) fracoes
com massa molecular entre 17 a 101 kDa. O antigeno obtido nas mesmas
condicdes, porém com 20 dias de crescimento apresentou cinco (5) fracdes
migrando entre 24 a 101 kDa cuja presenca foi encontrada nos trés (3)
antigenos de CSSEPC-M.

Observou-se que 21 fracdes protéicas foram comuns entre os
antigenos obtidos segundo Assis et al. (1989) e cultivados durante cinco (5),
10 e 20 dias. Em contrapartida, verificou-se que apenas trés (3) fracoes
puderam ser identificadas em todas as preparacfes antigénicas obtidas
segundo Assis et al. (1989) e sua versao modificada do isolado 66.
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A andlise do perfil eletroforético do antigeno obtido com cinco (5) dias
e 10 dias de cultura do isolado 8334 através da metodologia proposta por
Assis et al (1989) revelou 13 fracGes protéicas com intervalo de 14 a 63 kDa.
Ja o antigeno obtido nas mesmas condicbes, porém com 20 dias de
crescimento demonstrou amplo perfil eletroforético, sendo nitidamente
identificados pelo menos 15 fra¢des protéicas com intervalo entre 14 a 116
kDa. O CSSEPC-M 8334 10d (FN) apresentou um perfil glicoproteico
variado, sendo que a abundancia e proximidade de fracBes dificultou a
estimativa da massa molecular. Porém, claramente foram identificadas 10
frac6es com intervalo entre 16 e 60 kDa. Ja na preparacao antigénica obtida
com 20 dias somente trés (3) fragcdes foram observadas em um intervalo
entre 16 a 44 kDa.

A Tabela 8 resume as fragcdes proteicas compartilhadas entre os

antigenos avaliados.

Tabela 8. Massas moleculares estimadas, em kDa, das fracdes
proteicas compartilhadas entre os antigenos obtidos segundo Assis et
al (1989) e sua versdo modificada produzidos em agar Fava-Netto
modificado

CSSEPC-|CSSEPC-[CSSEPC-|[CSSEPC-| CSSEPC- | CSSEPC-
C o1 M 01 C 66 M 66 C 8334 M 8334
~62 ~62 ~62 - ~63 ~60
~55 ~54 ~56 - ~58 ~54
~52 ~52 - - - -
~49 ~50 ~49 - - -
~42 ~42 ~41 - - .
~37 ~37 ~37 ~39 ~39 -
~34 ~34 ~35 ~35 ~34 ~35
~30 ~31 ~30 - ~30 ~30
~29 ~28 ~28 - - ~27
~23 ~24 ~23 ~24 ~23 -
~21 ~22 ~22 - ~21 ~22
~17 ~17 ~18 ~17 - ~18
~16 ~16 ~16 - ~16 ~16
~13 ~13 - - - -
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O perfil eletroforético completo dos antigenos obtidos em &gar Fava-
Netto modificado pode ser consultado no Anexo M item A.

5.3.2. Antigenos obtidos em agar Sabouraud-dextrose

A anadlise do perfil eletroforético, empregando-se 10% de acrilamida
revelou que os antigenos produzidos segundo metodologia de Freitas (2005)
em agar Sabouraud-dextrose apresentaram fracdes protéicas como massa
molecular aparente entre 18 a 64 kDa. As imagens dos géis podem ser

consultadas no Anexo J.

Utilizando a coloracao de nitrato de prata foi possivel observar para a
preparacao antigénica obtida a partir do isolado 01, duas (2) fracGes para o
antigeno de cinco (5) dias, nove (9) fracdes o de 10 dias e cinco (5) fracdes
o de 20 dias, sendo que trés (3) fracbes com intervalo de 41 a 19 kDa eram

comuns entre as trés (3) preparacodes.

A analise o perfil eletroforético dos antigenos obtidos apartir do
isolado 66 revelaram 2 (duas), 1 (uma) e 3 (trés) fracbes para os antigenos
de cinco (5), 10 e 20 dias respectivamente. As fracbes observadas nos
antigenos de cinco (5) e 20 dias apresentaram massa molecular aparente
entre 37 a 53 kDa e apenas a fragdo de 41 kDa foi comum a todas as

preparacdes antigenicas desse isolado.

A avaliacao dos antigenos obtidos do isolado 8334 com 5 (cinco) e 10
dias revelaram cinco (5) fracBes glicoprotéicas com massa molecular
aparente entre 18,5 a 64 kDa. Verificou-se somente quatro (4) fracdes
glicoprotéicas na preparacao antigénica de 20 dias de obtencdo dentro do

mesmo intervalo.

A Tabela 9 resume as fragches proteicas compartilhadas entre os
antigenos obtidos segundo Freitas(2005) obtidos em agar Sabouraud-
dextrose. O perfil eletroforético completo dessas preparacdes podem ser

consultadas no Anexo L item B
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Tabela 09. Massas moleculares estimadas das fragbes protéicas em
comum entre 0os antigenos obtidos segundo Freitas (2005) obtidos em
agar Sabouraud-dextrose

Th 01 Th66 Th 8334
- 53 53
41 41 -
37 37 -
35 - 36
23 - 23
19 - 18

A avaliacao eletroforetica dos antigenos obtidos segundo Assis et al.
(1989), bem como sua versdo modificada em agar Sabouraud-dextrose
permitiu a visualizacdo de fragbes proteicas/glicoproteicas com massa
molecular aparente entre 8 a 144 kDa. As imagens dos géis podem ser

consultadas no Anexo K.

A impregnacdo com nitrato de prata revelou um variado perfil
eletroforético dos antigenos do tipo CSSEPC convencional, desta forma, na
analise das preparacdes antigénicas do isolado 01, nitidamente foram
observadas trés (3) frac6es para o antigeno de cinco (5) dias, 30 fracdes
para o de 10 dias e 24 fracOes para o de 20 dias. Por outro lado, a verséo
modificada, nos mesmos periodos de obtencéo, apresesentou trés (3), uma
(1) e cinco (5) fracBes respectivamente. O intervalo proteico das fracdes dos
antigenos de cinco (5) dias da versdao modificada e convencional foi
semelhante (19 a 40 kDa). Porém as fracdes obtidas com 10 e 20 dias da
versao convencional apresentaram fracdes entre 8 a 139 kDa enquanto o
intervalo das fragbes da versao modificada foi menor, apenas entre 19 a 40
kDa.

A avaliacao eletroforética dos antigenos obtidos a partir do isolado 66
empregando-se a metodologia proposta por Assis et al. (1989) cultivados
durante cinco (5), 10 e 20 dias possibilitou a identificacdo de 21,18 e 23

fracOes respectivamente, migrando entre 11 a 121 kDa. Em contrapartida, 0os

111



antigenos de cinco (5) e 10 dias obtidos segundo a versdo modificada
apresentaram sete (7) e oito (8) fracbes respectivamente com migracao
aparente entre 13 a 45 kDa. Ja para o antigeno CSSEPC-M 66 20 d (SAB)

verificou-se 12 fracfes entre 13 a 55 kDa.

A analise do perfil eletroforético do antigeno obtido com cinco (5), 10
e 20 dias de cultura do isolado 8334 através da metodologia proposta por
Assis et al. (1989) revelou 28, 28 e 27 fracdes respectivamente, com fracdes
proteicas/glicoproteicas migrando entre 8 a 144 kDa. J4 as preparacdes
antigénicas obtidas segundo a versdo modificada, apresentaram uma
reducdo no perfil proteico, sendo identificadas 12 fragcbes no antigeno de
cinco (5) dias, migrando entre 8 a 50 kDa e 14 e 10 fracbes para as
antigenos de 10 e 20 dias, respectivamente, apresentando intervalo entre 8
a 42kDa.

A Tabela 10 resume as fracdes proteicas compartilhadas entre os
antigenos obtidos segundo Assis et al. (1989) e sua versao modificada em
dgar Sabouraud-dextrose. Todas as fracbes identificadas nestas
preparacdes antigénicas podem ser consultadas no Anexo M item B
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Tabela 10. Massas moleculares estimadas, em kDa, das fragGes proteicas
compartilhadas entre os antigenos obtidos segundo Assis et al (1989) e sua
versdo modificada produzidos em &gar Sabouraud-dextrose

CSSEPC- [ CSSEPC- [ CSSEPC- C [ CSSEPC- | CSSEPC- | CSSEPC-
co1 M 01 66 M 66 C 8334 M 8334
~81 - - - ~81 -
~80 - ~80 : -
~58 - ~59 - ~58 -

- - ~54 ~55 ~56 -
~50 - ~51 : ~50 ~50
~48 - ~47 ~47 ~47 :
~40 ~40 ~42 ~41 ~39 ~39
~37 - ~36 ~35 ~36 -
~32 ~34 ~33 - ~33 -
~30 ~30 - ~30 ~30 ~31
~27 ~28 ~28 - ~28 ~28
~25 ~26 ~26 - ~25 -
~23 ~23 ~23 ~22 ~23 ~23
~21 - ~21 - - ~21
~20 - ~20 ~20 ~20 -
~19 ~19 ~19 - ~21 ~19
~16 - ~16 ~15 - ~15
~14 ~14 ~14 ~14 ~14 ~14
~13 ~13 ~13 ~13 ~13 ~13
~12 - ~12 - - ~12
~10 - ~11 - ~11 ~10
~9 - - - ~9 ~9

5.4. Antigenos selecionados

A partir da interpretacdo do conjunto de resultados obtidos pela
dosagem proteica, avaliacdo do perfil eletroforético e perfil de reatividade
dos antigenos, por ID, frente a anticorpos policlonais anti-antigeno de P.
lutzii, anti-antigeno de P. brasiliensis, anti-antigeno de H. capsulatum, anti-
antigeno de A. fumigatus e soros de individuos saudaveis as seguintes

preparacdes antigénicas foram selecionadas:
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Tabela 11. Antigenos selecionados:

Reatividade, | Reatividade, por | Reatividade, por . Intervalo de Peso
Reatividade, ,
. por ID, frente | ID, frente a Ac ID, frente a Ac Molecular/ Numero
Antigenos Dosagem . . . . . . por ID, frente ~
) : a Ac poli poli anti- poli anti- antigeno de fracdes por SDS-
selecionados Proteica . ; . a soros
anti- antigeno antigeno de de H. capsulatum . PAGE
. S ) saudaveis
de P. lutzii P. brasiliensis e A. fumigattus
16 a 72 kDa
Th 01 20d 10x[] (FN) | 71,09 mg/mL R R NR NR
(16 fracoes)
Th 66 5d 20x [ (FN) | 65,34 mg/mL R R NR NR R A
(18 fracdes)
Th 66 10d 20x [ ]
65,34 mg/mL 41 kDa
(SAB) J R NR NR NR (1 fracéo)
Th 8334 10d 20x
U1 230,10 mgimL R R NR NR 93a18kDa
(FN) (14 fracoes)
CSSEPC-M 01 20d
17,70 mg/mL R R NR R 14 a 62 kDa
(FN) (19 fracdes)
CSSEPC-M 8334 10d
13,77 mg/mL R NR NR NR 16260 kba
(FN) (10 fracdes)

FN: 4gar Fava-Netto modificado
SAB: agar Sabouraud-dextrose

CFA-M: CFA modificado
10x[ ]: 10 vezes concentrado
20x[ ]: 20 vezes concentrado
R: reagente

NR: Nao reagente

-: N&o realizado

114



Desta forma os antigenos selecionados foram reavaliados, por ID, frente
a: a) amostras de soro de pacientes com paracoccidioidomicose confirmada e
com reatividade frente ao filtrado de cultura da cepa B-339 de P. brasiliensis
residentes em regido de alta endemicidade para P. brasiliensis, b) amostras de
soro de pacientes com supeita clinica de paracoccidioidomicose, porém com
auséncia de reatividade frente ao filtrado de cultura da cepa B-339 de P.
brasiliensis, ¢) soro de pacientes com historico de reatividade para antigeno de
P. brasiliensis, porém, com a dUltima amostra ndo reagente, ou seja, em
processo de cura clinica e/ou sorologica, d) amostras de soro de pacientes
com paracoccidioidomicose comprovada por meio de exame micoldgico direto
e/ou histopatolégico, porém sem avaliacdo sorolégica para Paracoccidioides
spp e residentes em regido potencialmente endémica (Rondonia) para P. lutzii,
e) amostras de soro de pacientes com PCM comprovada por meio de avaliacao
histopatologica, porém, com auséncia de reatividade para P. brasiliensis
residentes em regido potencialmente endémica (Mato Grosso do Sul) para P.
lutzii, f) amostras de soro de pacientes com suspeita clinica de
paracoccidioidomicose residentes em regides potencialmente endémicas (Mato
Grosso e Mato Grosso do Sul) para P. lutzii e g) amostras de soro de pacientes

com histdrico sorolégico (acompanhamento) para histoplasmose e aspergilose.

5.4.1. Soros de pacientes com paracoccidioidomicose confirmada e com
reatividade frente ao filtrado de cultura da cepa B-339 de P. brasiliensis

residentes em regiéo de alta endemicidade para P. brasiliensis.

Os antigenos selecionados foram avaliados frente a 24 amostras de soro
de pacientes com PCM comprovada e com historico soroldgico de reatividade,
por ID, empregando-se como antigeno, filtrado de cultura da cepa B-339 de P.
brasiliensis. A descricdo das amostras utilizadas para a realizacdo deste

ensaio pode ser consultada no Anexo L.
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A avaliacdo das preparagfes antigénicas obtidas em &gar Fava-Netto
modificado cultivadas durante cinco (5), 10 e 20 dias, a 37°C, segundo
metodologia proposta por Freitas (2005) e pela versdao modificada do protocolo
proposto por Assis et al. (1989), revelou que do total de amostras avaliadas,
21(87,5%) apresentaram reatividade frente ao antigeno Th 01 20d 10x[ ] (FN),
16 (66,66%) ao antigeno Th 66 5d 20x[ ] (FN), 14 (58,33%) ao antigeno Th 66
10d 20x[ ] (SAB), 20 (83,33%) ao antigeno Th 8334 10d 20x[ ] (FN), enquanto
21 (87,5%) amostras apresentaram reatividade frente ao antigeno CSSEPC-M
01 20d (FN) e 16 (66,66%) amostras ao antigeno CSSEPC-M 8334 10d (FN)
(Figura 7).

Th 01 10d 20x [ ] (FN)
Th 66 5d 20x[ ] (FN)
Th 66 10d 20x [ ] (SAB) W Reagentes

Th 8334 10d 20x [ ] (FN) Ndo reagentes

CSSEPC-M 01 20d (FN)

CSSEPC-M 8334 10d (FN)

Z

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura 7. Padrdo de reatividade, por imunodifusdo dupla, das 24
amostras de soro de pacientes com reatividade sorolégica para P. brasiliensis

frente aos antigenos de P. lutzii.

Trés amostras de soro foram selecionadas aleatoriamente a fim de que
pudéssemos avaliar o titulo de anticorpos circulantes anti-Paracoccidioides
spp. As amostras foram diluidas em solugéo salina 0,85% na razdo dois (2) até

o titulo de 1:1024 e avaliadas frente ao antigeno de P. brasiliensis [(Th 339 7d
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10 x| ] FN)] obtido segundo metodologia proposta por Freitas (2005) e as seis

(6) preparacdes antigénicas de P. lutzii.

Os titulos de anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis obtidos para as
trés amostras (AM1, AM2 e AM3) foi de 1:32, 1:128 e 1:256, ou seja,
considerados segundo Moreto (2010) como pacientes com altos titulos de
anticorpos circulantes para esta espécie fungica. Quando estes soros foram
avaliados frente as preparacfes antigénicas de P. lutzii, observou-se que os
titulos variaram de 1:16 (moderado) a 1:256 (alto) (Tabela 12).

O conjunto de resultados demonstra que as amostras de soros de
pacientes com PCM com histérico sorolégico de reatividade ao antigeno de P.
brasiliensis também apresentaram reatividade frente aos antigenos de P. lutzii.
A avaliacdo dos ensaios qualitativo e semi-quantitativo, sugerem fortemente,
que ambas as espécies, ou seja, P. brasiliensis e P. lutzii apresentem fraces

antigénicas comuns.

Tabela 12. Comparacéo, por imunodifusdo dupla, do titulo de anticorpos
circulantes anti-P. brasiliensis e P. lutzii em amostras de soro de pacientes

com paracoccidioidomicose confirmada.

Antigenos de AM1 AM2 AM3
Paracoccidioides spp
Th 339 7d (FN) 1:32 1:128 1:256
Th 01 20d 10x [] (FN) 1:64 1:128 1:256
Th 66 5d 20x [] (FN) 1:16 1:128 1:64
Th 66 10d 20x [ ] (SAB) 1:16 1:128 1:64
Th 8334 10d 20x [] (FN) 1:16 1:16 1:128
CSSEPC-M 01 20d (FN) 1:64 1:64 1:128
CSSEPC-M 8334 10d (FN) 1:16 1:128 1:128
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5.4.2. Soros de pacientes com suspeita clinica de paracoccidioidomicose,
porém com auséncia de reatividade frente ao filtrado de cultura da cepa
B-339 de P. brasiliensis

Para este ensaio foram selecionados 10 soros de pacientes com
suspeita clinica de PCM que possuiam historico, no minimo, de duas (2)
sorologias com auséncia de reatividade para P. brasiliensis. Tais amostras
foram avaliadas, por ID, frente aos antigenos Th 01 20d 10x[ ] (FN); Th 8334
10d 20x [ ] (FN); Th 66 5d 20x [ ] (FN) e CSSEPC-M 01 20d (FN) de P. lutzii. A
descricdo das amostras utilizadas para a realizacdo deste ensaio pode ser

consultada no Anexo M.

Observou-se gque apenas uma (1) amostra apresentou reatividade frente
aos antigenos Th 01 20d 10x [ ] (FN) e Th 66 5d 20x [ ] (FN) de P. lutzii. Esta
Unica amostra reagente aos antigenos de P. lutzii, aqui identificada de NEGS,
apresentava histérico soroldgico prévio demonstrando auséncia de reatividade,

por ID, para P. brasiliensis em trés avaliacdes soroldgicas.

Visando confirmar o resultado sorol6gico obtido pelo ensaio de ID, a
amostra foi avaliada por immunoblotting (IB) empregando-se os antigeno Th 01
20d 10x[ ] (FN) e CSSEPC-M 01 20d (FN) e o filtrado de cultura da amostra
113 de P. brasiliensis. A andlise dos resultados revelou o reconhecimento,
mesmo que de fraca intensidade, de quatro (4) e trés (3) fracdes antigénicas,
respectivamente, para Th 01 20d 10x[ ] (FN) e CSSEPC-M 01 20d (FN),
evidenciando-se que as fracGes proteicas identificadas distribuiam-se em um
intervalo entre 36 e 78 kDa. Por outro lado, quando avaliada por IB a amostra
reconheceu de forma especifica a fracdo de 43 kDa, conhecida por ser

imunodominante em P. brasiliensis.
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5.4.3 Soros de pacientes com historico de reatividade frente ao antigeno
de P. brasiliensis, porém, com a Gltima amostra ndo reagente, ou seja, em

processo de cura clinica e/ou soroldgica.

Foram avaliadas, por ID e frente aos antigenos Th 01 20d 10x[ ] (FN),
66 5d 20x[ ] (FN), Th 8334 10d 20x[ ] (FN) e CSSEPC-M 01 20d (FN), 10
amostras de soro de pacientes com historico soroldgico de reatividade para P.
brasiliensis, porém com auséncia de reatividade na Ultima avaliagdo soroldgica,
Ou seja, soros de pacientes que possivelmente encontram-se em processo de
cura clinica elou sorologica. A descricdo das amostras utilizadas para a

realizacdo deste ensaio pode ser consultada no Anexo N.

Observou-se que uma amostra (AM5H) apresentou reatividade apenas
frente ao antigeno Th 01 20d 10x[ ] (FN). Por outro lado, uma amostra (AM2H)
foi reagente frente a todas as preparagfes antigénicas de P. lutzii. As demais
amostras de soro, a exemplo do observado para P. brasiliensis, né&o

apresentaram reatividade para P. lutzii.

Diante deste resultado, optou-se por avaliar, por immunoblotting, a
resposta soroldgica da amostra AM2H, aos antigenos Th 01 20d 10x[ ] (FN) e
CSSEPC-M 01 20d (FN), bem como frente ao filtrado de cultura de P.
brasiliensis. A interpretacdo dos resultados revelou reatividade soroldgica aos
antigenos de P. lutzii, sendo possivel identificar o reconhecimento de quatro (4)
fracGes proteicas distribuidas em um intervalo entre 36 e 78 kDa para ambos
os antigenos. Observou-se, que esta amostra reconheceu, independentemente
da intensidade da reacédo, a fragdo com massa molecular estimada de 60 kDa
presente em ambas preparacdes de P. lutzii, entretanto, para CSSEPC-M 01
20d (FN) apenas a fragcdo de 60 kDa pode ser visualizada com nitidez.
Verificou-se ainda, reatividade frente a fracdo de 43 kDa de P. brasiliensis,
evidenciando-se que mesmo apos a cura clinica e/ou sorolégica, empregando-

se técnicas mais sensiveis, ainda € possivel a detec¢cdo da mesma (Figura 8).
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Figura 8. Avaliacdo, por immunoblotting, da amostra de soro (AM2H) de
paciente com histérico de reatividade soroldgica frente a antigeno de P.
brasiliensis, porém com auséncia de reatividade na ultima avaliacdo soroldgica.
A) filtrado de cultura de P. brasiliensis, B) antigeno Th 01 20d 10x [ ] (FN), C)
antigeno CSSEPC-M 01 20d (FN). Onde: cPb*: anticorpo policlonal anti-
antigeno de P. brasiliensis, cPI*: anticorpo policlonal anti-antigeno de P. lutzii,
SPb: soro reagente de paciente com paracoccidioidomicose por P. brasiliensis

e S: amostra de soro de individuo saudavel

5.4.4. Soros de pacientes com paracoccidioidomicose comprovada por
meio de exame micolégico direto e/ou histopatoldégico, porém sem
avaliacdo soroldgica para Paracoccidioides sp e residentes em regido

potencialmente endémica para P. lutzii
As 21 amostras de soro de pacientes residentes no estado de Rondénia,

gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Rui R. Durlacher do Centro de Medicina
Tropical de Rondbnia (CEMETRON) foram avaliadas frente a dois (2)
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antigenos de P. brasiliensis, a saber: Th 339 7d 10 x[ ] (FN) e Th 113 7d 10 X[ ]
(FN) e cinco (5) antigenos de P. lutzii, quatro produzidos no presente trabalho,
ou seja, Th 01 20d 10x[ ] (FN), 66 5d 20x [] (FN), Th 8334 10d 20x [ ] (FN) e
CSSEPC-M 01 20d (FN) e um produzido por Gegembauer et al., (2014),
considerado neste estudo, como antigeno de referéncia para P. lutzii. A
descricdo das amostras utilizadas para a realizagcdo deste ensaio pode ser

consultada no Anexo O.

Do total de amostras avaliadas frente as preparacdes antigénicas de P.
brasiliensis, 16 (76,19%) foram reagentes ao antigeno Th 113 7d 10 x[ ] (FN) e
13 (61,90%) para Th 339 7d 10 x[ ] (FN). Em relacdo ao padrao de reatividade
destas amostras frente as preparacdes antigénicas de P. lutzii, observou-se
que 18 (85,71%) amostras apresentaram reatividade aos antigenos Th 01 20d
10x[ ] (FN), Th 66 5d 20x[ ] (FN), CSSEPC-M 01 20d (FN), 16 (76,19%) ao
antigeno Th 8334 10d 20x[ ] (FN) e 17 (80,05%) frente ao antigeno de
referéncia para P. lutzii (Figura 9).

Th Pb 113 10x[ ] (FN)

Th Pb B 339 10x [ ] (FN)

Th 01 20d 10x [ ] (FN)

ER t
Th 66 5d 20x [ ] (FN) eagentes
. N3o reagentes

Th 8334 10d 20x[ ] (FN)

CSSEPC-M 01 20d (FN)

Antigeno de Referéncia

Z

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura 9. Padrao de reatividade por imunodifusdo das 21 amostras de soro de
pacientes com PCM comprovada oriundos de uma regido potencialmente

endémica para P. lutzii frente aos antigenos de P. brasiliensis e P. lutzii.
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Verificou-se ainda que duas (2) amostras (2RO e 18RO0O), néo
apresentaram, por ID, reatividade frente a nenhuma das preparagdes

antigénicas avaliadas (Tabela 13).

A fim de verificar se estes pacientes realmente ndo apresentavam
infeccdo por Paracoccidioides spp, ambas as amostras foram avaliadas pela
metodologia de immunoblotting, empregando-se como antigeno filtrado de
cultura da amostra 113 de P. brasiliensis. Apds a revelacdo das fitas de
nitrocelulose, comprovou-se que a amostra 2RO apresentava auséncia de
reatividade para P. brasiliensis e a amostra 18RO apresentava reatividade
frente a glicoproteina de 43 kDa de P. brasiliensis, sugerindo fortemente que

este paciente tenha sido exposto ao patdgeno em algum momento da sua vida.

Por outro lado, trés (3) amostras de soro (1RO, 13RO e 21RO0), foram
reagentes, por ID, apenas frente as preparacfes antigénicas de P. lutzii. Estas
amostras também foram avaliadas, por immunoblotting, empregando-se como
antigeno filtrado de cultura de P. brasiliensis. A andlise dos resultados
demonstrou que a amostra de soro 1RO reconheceu de forma especifica a
fracéo de 43 kDa, enquanto a amostra de soro 13RO reconheceu as fra¢des de
43 e 70 kDa, ambas consideradas marcadoras sorolégicas de P. brasiliensis.
Em relacdo a amostra 21RO observou-se auséncia de reatividade frente a
preparacdo antigénica de P. brasiliensis, sugerindo que este paciente possa

estar infectado por P. lutzii (Tabela 13).

Diante do resultado obtido frente ao filtrado de cultura de P. brasilienisis,
o padrdo sorolégico da amostra 21RO (Figura 10 A), foi avaliado, por
immunoblotting, empregando-se duas preparagfes antigénicas de P. lutzii,
sendo possivel verificar reatividade frente a quatro fracdes para o antigeno Th
01 20d 10x[ ] (FN) e cinco (5) fracbes para CSSEPC-M 01 20d (FN), todas
distribuidas em um intervalo entre 36 e 78 kDa, em ambos os antigenos

avaliados (Figura 10 B e C).
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Observou-se ainda, que do total de amostras avaliadas, 12 (57,14%)
foram reagentes a todos os antigenos avaliados, ou seja, antigenos de P.
brasiliensis e de P. lutzii. Quatro (19,04%) amostras apresentaram auséncia de
reatividade frente a pelo menos um antigeno avaliado, entretanto,
apresentaram reatividade para outras preparacdes obtidas a partir da mesma
espécie (B3RO, 7RO, 9RO e 12R0). Nenhuma das amostras avaliadas
apresentou reatividade apenas para antigenos obtidos a partir de isolados de
P. brasiliensis. Os resultados detalhados de cada amostra de soro nos ensaios
de ID e immunoblotting podem ser consultados na Tabela 13 e o padrdo de
reatividade das amostras de soro, por ID, podem ser observadas nas Figuras
11,12 e 13.

Entre as 12 amostras de soros reagentes (4RO, 5RO, 6RO, 8RO, 10RO,
11RO, 14RO, 15RO, 16RO, 17RO, 19RO e 20RO) frente a todas as
preparacdes antigénicas de P. brasiliensis e P. lutzii, verificou-se que oito
(67,67%) amostras apresentaram titulos de anticorpos circulantes maiores para
P. lutzii do que para P. brasiliensis; duas (16,67%) apresentaram titulos iguais
para ambas as espécies de Paracoccidioides e duas (16,67%) apresentaram

titulos maiores para P. brasiliensis (Figura 14).

Analisando-se 0s oito casos em que o titulo de anticorpos circulantes
anti-Paracoccidioides spp foi maior para P. lutzii do que para P. brasiliensis,
verificou-se que para cinco (5) amostras essa diferenca foi de dois (2) titulos,
para duas (2) amostras a diferenca foi de apenas um (1) titulo, enquanto que
para uma (1) amostra observou-se quatro (4) titulos de diferenca sendo 1:16

para P. brasiliensis e 1:256 para P. lutzii.

Foram escolhidas aleatoriamente, para serem avaliadas por
immunoblotting empregando-se o antigeno CSSEPC-M 01 20d (FN), duas
amostras de soro que apresentaram reatividade, por ID, para as preparacdes
antigénicas de ambas as espécies de Paracoccidioides. A andlise do padréo de

reatividade da amostra 5RO revelou a presenca de 17 fracdes protéicas com
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massa molecular aparente distribuidas entre 78 e abaixo de 17 kDa, ja na
amostra 15RO foi possivel identificar reatividade de nove (9) fracbes
distribuidas entre 78 e 17 kDa (Figura 10 C)

As amostras avaliadas por IB frente as preparacfes antigénicas de P.
lutzii, ou seja, 5RO, 15 RO e 21RO, bem como o anticorpo policlonal anti-
antigeno de P. lutzii, utilizado como controle positivo da reagdo apresentaram
reconhecimento de forte intensidade frente a fracdo antigénica com massa
molecular estimada de 60 kDa. Entretanto, merece destaque especial o fato de
que a amostra de soro de paciente com alto titulo (1:1024) de anticorpo
circulante oriundo de regido endémica para P. brasiliensis também apresentar

reatividade frente a fracdo de 60 kDa de P. lutzii (Figura 10 B e C)
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Figura 10. Avaliacao, por immunoblotting, das amostras de soro (5RO, 15RO e
21R0O) de pacientes de regido potencialmente endémica para P. lutzii. A)
filtrado de cultura de P. brasiliensis, B) antigeno Th 01 20d 10x [ ] (FN), C)
antigeno CSSEPC-M 01 20d (FN). Onde: cPb*:anticorpo policlonal anti-
antigeno de P. brasiliensis, cPI*:anticorpo policlonal anti-antigeno de P. lutzii, S:

amostra de soro de individuo saudavel
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Tabela 13. Analise da reatividade de soros de pacientes com PCM comprovada residentes em area potencialmente endémica para
P. lutzii por imunodifusdo dupla e immunoblotting, frente a antigenos de P. brasiliensis e P. lutzii

ID ‘ ID titulacdo IB
Th339 Th113 Th 01 Th66 Th 8334 . Th 113 CSSEP . .
Soros 7d 7d 20d 5 10d CSSEPC Antigeno 7d  C-M o1 Antigeno Filtrado de
10x[]  10x[] 10x[] 20x[] =20x[] _MO1 d  ox[] 20d de cultura
(FN) (FN) (FN) (FN) (FN) 20d FN referéncia (FN) (FN) referéncia Pb113
1RO NR NR NR R NR R R - 1.2 1.2 43
2RO NR NR NR NR NR NR NR - - - -
3RO R R R NR NR R NR 1:8 1:2 - 43+70
4 RO R R R R R R R 14 1:16 - 43+70
5RO R R R R R R R 1.8 1:16 - 43+70
6 RO R R R R R R R 1.64 1.64 - 43+70
7RO NR R R R R R R 1:64 1:128 - 43
8 RO R R R R R R R 1:4 1:16 - 43
9 RO NR R R R NR R R 14 1:32 - 43+70
10 RO R R R R R R R 1.8 1:16 - -
11 RO R R R R R R R 1:128 1:32 - 43+70
12 RO NR R R R R NR NR 1:64 18 43+70
13RO NR NR R R R R R - 1:32 1:16 43+70
14 RO R R R R R R R 18 1:32 - 43+70
15RO R R R R R R R 1:16 1:256 - 43
16 RO R R R R R R R 1.2 1.8 - 43
17 RO R R R R R R R 1.8 1.8 - 43
18 RO NR NR NR NR NR NR NR - - - 43
19 RO R R R R R R R 1:4 1:2 - 43
20RO R R R R R R R 1.2 1.8 - 43
21 RO NR NR R R R R R - 1.8 1.8 -

(R) Reagente;

(NR)N&o Reagente;

- (n&o realizado);

(FN) agar Fava Netto
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Figura 11. Reatividade por imunodifusdo dupla das amostras de soro (1RO a 8RO) de pacientes com PCM confirmada,
residentes em area potencialmente endémica para P. lutzii frente a antigenos de P. brasiliensis e P. lutzii. Onde: 1)
CSSEPC-M 01 20d (FN), 2) Th 113 7d 10x[ ] (FN), 3) Th 339 7d 10x[ ] (FN), 4) Th 8334 10d 20x[ ] (FN), 5) Th 66 5d

20x[ ] (FN), 6) Antigeno de referéncia, e S) amostra de soro avaliada
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Figura 12. Reatividade por imunodifusdo dupla das amostras de soro (9RO a 16RO) de pacientes com PCM
confirmada, residentes em area potencialmente endémica para P. lutzii frente a antigenos de P. brasiliensis e P.
lutzii. Onde: 1) CSSEPC-M 01 20d (FN), 2) Th 113 7d 10x [ ] (FN), 3) Th 339 7d 10x [ ] (FN), 4) Th 8334 10d
20x[ ] (FN), 5) 66 5d 20x[ ] (FN), 6) Antigeno de referéncia, e S) amostra de soro avaliada.
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* Antigeno Th 01 20d 10 [ ] (FN) * Antigeno Th 01 20d 10x[ ] (FN)

21RO

Figura 13. Reatividade por imunodifusdo dupla das amostras de soro (17RO a 21RO) de pacientes com PCM
confirmada, residentes em area potencialmente endémica para P. lutzii frente a antigenos de P. brasiliensis e P. lutzii.
Onde: 1) CSSEPC-M 01 20d (FN), 2) Th 113 7d 10x[ ] (FN), 3) Th 339 7d 10x[ ] (FN), 4) Th 8334 10d 20x[ ] (FN), 5) Th
66 5d 20x[ ] (FN), 6) Antigeno de referéncia, e S) amostra de soro avaliada.
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Figura 14. Comparagéao do titulo de anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis (Pb)
e P. lutzii (Pl), das 12 amostras de soro de pacientes com PCM comprovada e

reagente frente aos antigenos de P. brasiliensis e P. lutzii por imunodifusdo dupla.

5.4.5. Soros de pacientes com PCM comprovada por meio de avaliagcao
histopatologica, porém, com auséncia de reatividade para P. brasiliensis
residentes em regido potencialmente endémica (Mato Grosso do Sul) para P.

lutzii

Foram avaliadas cinco (5) amostras de soro de pacientes com PCM
comprovada, residentes em regido potencialmente endémica para P. lutzii, porém
com historico sorologico de auséncia de reatividade, por ID, frente ao filtrado de
cultura do isolado 113 de P. brasiliensis, gentilmente cedidas pela Dra. Anamaria
Mello Miranda Paniago da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS).
A descricdo das amostras utilizadas para a realizacdo deste ensaio pode ser

consultada no Anexo P.
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Sabendo-se que estas amostras apresentavam auséncia de reatividade
sorologica para P. brasiliensis, todas foram primeiramente reavaliadas, por ID,
empregando-se os antigenos Th 339 7d 10 x[ ] (FN) e Th 113 7d 10 x[ ] (FN) de
P. brasiliensis e posteriormente frente as preparac¢des antigénicas Th 01 20d 10x] ]
(FN), 66 5d 20x[ ] (FN), Th 8334 10d 20x[ ] (FN) e CSSEPC-M 01 20d (FN), bem

como ao antigeno de referéncia de P . lutzii.

Observou-se, por ID, que duas (2) amostras (J e L) apresentaram
reatividade frente aos antigenos de ambas as espécies de Paracoccidioides. A
determinacao do titulo de anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis e anti-P. lutzii
revelou que a amostra J apresentou titulo de anticorpos de 1:512 tanto para P.
brasiliensis como para P. lutzii. Por outro lado, a amostra L apresentou titulos
distintos, sendo possivel observar uma diferenca de dois (2) titulos, entre as duas
espécies, ou seja, detectou-se titulo de 1:8 para P. brasiliensis e de 1:2 para P.
lutzii (Tabela 14).

Quando avaliadas por immunoblotting, uma metodologia mais sensivel,
todas as amostras de soro, com excecdao do soro N, apresentaram,
majoriatoriamente, reatividade frente a fracdo de 60 kDa de P. lutzii bem como

frente a glicoproteina de 43 kDa de P. brasiliensis (Figura 15).

Deste modo, devido a presenca de reacdes cruzadas, mesmo em SOros
provenientes de areas potencialmente endémicas para P. lutzii, ndo foi possivel
determinar por métodos sorolégicos se 0s pacientes apresentam

paracoccidioidomicose por P. brasiliensis ou P. lutzii.
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Tabela 14. Andlise do padrdo de reatividade, por imunodifusdo dupla e immunoblotting, das amostras de soro de
pacientes com PCM comprovada residentes em area potencialmente endémica para P. lutzii, frente a antigenos de P.
brasiliensis e P. lutzii.

ID ID titulacdo B
Th Pb Th Pl Th 01
Soros ;Bth;% 113 Tzhogl ngm 8334 CSSEPC Agde Trlzb CS@%TC Filtrado 20D 10X [
7d 10d -M 01 referénci de Pb ]FN e
10X [] 10X[] 20x[] 10X[ 20d M
(FN) 10X [] FN)  (EN) 20x[] 20d (FN) 1FN)  (FN) 113 CFA-M 01
(FN) (FN) 20d (FN)
J R R R R R R R 1:512 1:512 43 R
L R NR R NR NR R NR 1:8 1:2 43 +70 R
M NR NR NR NR NR NR NR - - 43* R
N NR NR NR NR NR NR NR - - NR NR
@) NR NR NR NR NR NR NR - - 43 R
(R): Reagente (NR): N&o Reagente (-): néo realizado  (*): Fraca intensidade
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Figura 15. Avaliacdo, por immunoblotting, das amostras de soro (J, L, M, N
e 0O) de pacientes com PCM confimada e residentes em regido
potencialmente endémica para P. lutzii. A) antigeno Th 01 20d 10x[ ] (FN), B)
Antigeno CSSEPC-M 01 20d (FN), C) Filtrado de cultura P. brasiliensis.
Onde: cPb*anticorpo policlonal anti-antigeno de P. brasiliensis,
cPI*:anticorpo policlonal anti-antigeno de P. lutzii, SPb: amostra de soro de
paciente com reatividade para P. brasiliensis e S: amostra de soro de

individuo saudavel.

5.4.6. Soros de pacientes com suspeita  clinica de
paracoccidioidomicose residentes em regido potencialmente endémica

para P. lutzii

Foram analisadas 51 amostras de soro de pacientes com
suspeita clinica de PCM oriundos dos estados de Mato Grosso e Mato
Grosso do Sul, considerados como regides potencialmente endémicas para
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P. lutzii. Todas as amostras foram encaminhadas ao Laboratério de
Imunodiagnéstico das Micoses, pelos Laboratérios Centrais de Saude
Publica (LACENS) dos respectivos estados para a pesquisa de anticorpos
circulantes anti-P. brasiliensis no periodo de 2002 a 2008 e encontravam-se
armazenadas a -20°C, na soroteca do referido laboratério. A descricdo das
amostras utilizadas para a realizagdo deste ensaio pode ser consultada no
Anexo Q.

Todas as amostras foram avaliadas, por ID, frente ao antigeno Th 339
7d 10 x[ ] (FN) de P. brasiliensis e frente as preparacfes antigénicas Th 01
20d 10x[ ] (FN), 66 5d 20x[ ] (FN), Th 8334 10d 20x[ ] (FN) e CSSEPC-M 01
20d (FN) de P. lutzii.

Verificou-se por ID, que 12 (23,52%) amostras de soro apresentaram
reatividade ao antigeno de P. brasiliensis, porém, como demonstrado na
Tabela 15, somente sete (13,72%) soros foram reagentes pelo menos a uma
preparacdo antigénica de P. lutzii. Por essa razdo, oito (8) amostras,
incluindo os cinco (5) soros reagentes apenas para P. brasiliensis, foram
avaliadas, por immunoblotting, empregando-se os antigenos Th 01 20d 10x
[]1(FN) e CSSEPC-M 01 20d (FN).

Na Figura 16 observa-se que todas as amostras de soro avaliadas,
mesmo aquelas que apresentaram auséncia de reatividade, por ID, frente
aos antigenos de P. lutzii, mostraram-se reagentes quando avaliados
através de uma técnica mais sensivel, sendo que a maioria apresentou

reconhecimento de multiplas fragdes.
Mais uma vez, as reacdes cruzadas entre as preparacdes antigénicas

de P. brasiliensis e P. lutzii, impediu a determinacdo soroldgica da espécie

causal do agravo.

134



Tabela 15. Andlise do padrdo de reatividade, por imunodifusdo dupla e
immunoblotting, das amostras de soro de pacientes com suspeita clinica
de PCM residentes em area potencialmente endémica para P. lutzii, frente

a antigenos de P. brasiliensis e P. lutzii

ID IB
Soros Th0l The66 Th8334 CSSE Th 01 CSSEP
PbB- 20D 5d 10d PC-M 20d C-M 01
339 10X[] 20x[] 20x[] 0120d  10X[] 20d
(FN) (FN) (FN) (FN) (FN) (FN)
iM R NR NR NR NR R R
2M R R R R R R R
3M R NR NR NR NR R R
4M R R R R R R R
5M R R R R R R R
6M R R R R R - -
™ R NR NR NR NR R -
8M R R NR NR R - -
o9M R R R R R - -
10M R NR NR NR NR R -
11M R R NR R R - -
12M R NR NR NR NR - R
(R) Reagente (NR)N&o Reagente - (n&o realizado)
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Figura 16. Avaliagéo por immunoblotting, das amostras de soro de pacientes
(AM, 2M, 3M 4M, 5M, 6M, 7M, 10M, 12M) com suspeita clinica de PCM e
residentes em regido potencialmente endémica para P. lutzii. A) antigeno Th
01 20d 10x[ ] (FN) e B) Antigeno CSSEPC-M 01 20d (FN). Onde:
cPI*:anticorpo policlonal anti-antigeno de P. lutzii, SPb: amostra de soro de
paciente com reatividade para P. brasiliensis e S: amostra de soro de

individuo saudavel.

5.4.7 Soros de pacientes provenientes de regido potencialmente
endémica para P. lutzii e endémica para P. brasiliensis com resultado

discordante, frente a poll de antigenos

Visto que, apesar dos antigenos apresentarem claramente
determinantes antigénicos semelhantes e a reatividade cruzada ser uma
realidade em sorologia, algumas amostras de pacientes provenientes tanto
de reagido potencialmente endémica para P. lutzii, neste caso especifico,

amostras de soro de pacientes de Rondbnia, quanto endémica para P.
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brasiliensis apresentaram reatividade somente a uma espécie de

Paracoccidioides sp ou somente a algum antigeno da espécie.

Com o objetivo de avaliar se a “formulagdo” de um pool antigenos
poderia diminuir os resultados falso negativos de amostras com esse perfil
sorolégico, 12 amostras de soro foram reavaliadas, por imunodifusdo dupla,

frente a diferentes combinacdes de antigenos.

Todos os soros avaliados e os resultados obtidos estédo descritos na
Tabela 16. Observou-se que para os soros de regido endémica para P.
brasiliensis 0 uso de pool apresentou resultados satisfatorios, pois todos 0s
cinco (5) soros reavaliados dessa regido foram reagentes a todas as
combinacgdes de P. brasiliensis e P. lutzii. Por outro lado, os sete (7) soros
de regido potencialmente endémica para P. lutzii apresentaram reatividade
variavel de acordo com o antigeno de P. lutzii presente na associacdo
antigénica. Neste grupo analisado a “formulagao antigénica” que apresentou

melhor desempenho foi 0 aquela composta por todos os antigenos.
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Tabela 16. Padréo de reatividade de soros de regido endémica para P.

brasiliensis e potencialmente endémica P. lutzii, por ID, frente a antigenos

das duas espécies isoladamente e pool de antigenos

CCEPC-
Thoi | Ths3s4
thop | T 20d 10X [ | 10d20x | M ?FlNZ)Od
Amostias | ao | 8334 | ccEPC- | Th3se | 1(FN) | [1(FN) ! Pool de
avaliadas | 10X 10d 20 M 01 7 d 10X + + Th Th todos os
XU XT) 200 (7N | [1FN) | Th33e7 | Thase7 | TN | antigenos
G ) d1ox[] | diox(] | 3T
(FN) (FN) o
10 Pb R NR R R R R R R
11 Pb R NR R R R R R R
14 Pb NR NR NR R R R R R
15 Pb NR NR NR R R R R R
19 Pb NR NR R R R R R R
1 RO NR NR R NR R NR NR R
7 RO R R R NR R R R R
9 RO R NR R NR - NR R -
12 RO R R NR NR NR R NR R
13 RO R R R NR - R R -
18 RO NR NR NR NR NR NR NR NR
21 RO R R R NR R R R R

(R): Reagente (NR):N&o Reagente -2 (ndo realizado)

5.4.8 Comparacado do perfil antigénico dos antigenos selecionados de

P. lutzii frente a antigenos de P. brasiliensis

A reatividade cruzada das amostras de soro de pacientes residentes
em regido endémica para P. brasiliensis e daqueles residentes em regido
potencialmente endémica para P. lutzii, por imunodifusdo dupla e
immunoblotting, observada frente as preparacdes antigénicas obtidas de
ambas as espécies de Paracoccidioides, sugere fortemente que os isolados
de Paracoccidioides compartilham determinantes antigénicos e que a
producdo de preparacdes antigénicas segundo Freitas (2005), Assis et al.

(1989) e sua versao modificada, extraem tais fracoes.
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Com o objetivo de elencar e identificar as fragbes protéicas e/ou
glicoprepteicas semelhantes as duas espécies, um SDS-PAGE comparativo
foi realizado.

Em relagdo a P. brasiliensis, excetuando-se o filtrado de cultura, que
apresenta apenas a molécula de 43 kDa, pode-se observar, por SDS-PAGE
que existe grande semelhanca entre os antigenos Th 113 7d 10x [ ] (FN) e
Th B-339 7d 10 x [ ] (FN). Verifica-se ainda, semelhanca no padrdo de
migracao protéica entre as preparacdes Th 01 20d 10X [ ] (FN), Th 8334 10
20X [ ] (FN) e CSSEPC-M 01 20d (FN) e uma sutil diferenca de Th 66 5d
20X [ ] (FN) perante a estes. Identificamos, visualmente, a existéncia de 9
(nove) fracdes semelhantes entre os antigenos de P. brasiliensis e P. lutzii,
sendo elas as fracbes de massa molecular aparente de ~60,~55,~50,~45,
~40,~28,~22,~17 e~15kDa
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O perfil eletroforético das preparacbes antigénicas pode ser

consultado na Figura 17.

Figura 17. Perfil eletroforético dos antigenos selecionados de P. lutzii e P.
brasiliensis por SDS-PAGE. A) Filtrado de cultura de P. brasiliensis 113.
B)Th 113 7d 10X [] (FN), C) Th 339 7d 10X [], D) Th 01 20d 10X [] (FN), E)
Th 66 5d 20X [ ] (FN), F) Th 8334 10 20X [ ] (FN), G) CSSEPC-M 01 20d

(FN) e * Padréo de peso molecular

5.4.9. Soros de pacientes com histérico soroldgico para histoplasmose

e aspergilose.

Foram avaliados, por ID, frente a 20 amostras de soro de pacientes
com histoérico e acompanhamento sorologico para histoplasmose (10
amostras) e para aspergilose (10 amostras). A descricdo das amostras
utilizadas para a realizacdo deste ensaio pode ser consultada nos Anexos R
esS.
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Do total de amostras reagentes para H. capsulatum trés (30%)
apresentaram reatividade frente aos antigenos Th 01 20d 10x [ ] (FN), Th 66
5d 20x[ ] (FN) e Th 8334 10d 20x[ ] (FN). Verificou-se que duas (20%)
amostras apresentaram reatividade frente aos antigenos CSSEPC-M 01 20d
(FN) e CSSEPC-M 8334 10d (FN). Em relagcéao as preparacdes antigénicas
obtidas a partir do isolado 66, verificou-se que o antigeno Th 66 10d 20x[ ]
(SAB) apresentou 0 menor indice de reatividade cruzada, uma vez que
apenas uma amostra (10%) apresentou reatividade frente ao mesmo (Figura
18).

Dos dez soros reagentes para A. fumigatus, dois (20%) foram

reagentes para todos os antigenos avaliados (Figura 18).
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Figura 18. Reatividade, por imunodifusdo dupla, das amostras de soro de
pacientes com histoplasmose e aspergilose frente as preparacdes

antigénicas de P. lutzii.
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5.4.10. Avaliagao da estabilidade antigénica

A avaliacdo, por ID, dos antigenos Th 01 20d 10x [ ] (FN), Th 66 5d
20x [ ] (FN), Th 66 10d 20x [ ] (SAB), Th 8334 10d 20x [ ] (FN), CSSEPC-M
01 20d (FN) e CSSEPC-M 8334 10d (FN) frente ao anticorpo policlonal anti-
antigeno de P. lutzii, apos 3, 6 e 9 meses de obtencdo e que encontravam-
se liofilizados e armazenados a -20°C, revelou presenca de reatividade em
todos os pontos avaliados e com intensidade de reatividade semelhante
aquela apresentada em sua primeira avaliagdo, ou seja, logo apoés a
obtencdo das preparacbes antigénicas, revelando portanto, os mesmos
podem ser armazenadas e utilizadas apdés longo periodo de

armazenamento.

Verificou-se também, que nao houve prejuizo da estabilidade
antigénica, quando estes imunobiologicos foram mantidos a temperatura

ambiente, por 48 horas, liofilizados ou reconstituidos em agua destilada.
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6.0. Discussao

O estudo de antigenos fungicos tem assumido notavel importancia,
principalmente no que diz respeito a aplicabilidade dos mesmos, como
reagentes bioldgicos na avaliacdo da resposta imune humoral de individuos

infectados por Paracoccidioides sp (Peron et al, 2017).

Sabe-se que P. brasiliensis apresenta em sua constituicdo, uma
multiplicidade de componentes antigénicos alguns proprios da espécie, e
outros comuns as demais espécies fangicas (Yarzabal, 1971; Valim et al.,
2012), sendo que os mesmos podem ser extraidos da parede celular,
obtidos do contetdo citoplasmético, do produto do metabolismo flngico
(filtrado de cultura) ou podem ser proteinas purificadas ou ainda antigenos
recombinantes (Restrepo et al., 1983; Assis, 1989, Camargo et al., 1988,
Camargo et al., 1991, Pucia et al., 1991; Camargo et al., 2003, Camargo e
Franco, 2000; Panunto-Castelo et al., 2003; Diez et al., 2003; Vicentini,
2008, Camargo, 2008; Fernandes et al., 2011; Vidal et al., 2014; Ferreira et
al., 2016; Peron et al., 2017; Mendes et al., 2017).

Apesar da PCM ter sido descrita, por Adolpho Lutz ha 110 anos, dos
estudos relacionados aos antigenos de P. brasiliensis datarem do inicio do
século passado (Silva, 2005), e dos inumeros trabalhos que relatam o alto
impacto socio-econémico da doenca, uma vez que afeta em sua grande
maioria, homens trabalhadores rurais impedindo-os devido as impotantes
sequelas causadas pela doenca de retornar as suas atividades remuneradas
(Shikanai-Yasuda et al., 2006; Shikanai-Yasuda et al., 2017; Mendes et al.,
2017), infelizmente, até o presente momento, ndo dispomos no Brasil de um
protocolo padronizado e definido para a obtencdo de antigenos de P.

brasiliensis visando principalmente sua aplicabilidade na rotina diagndstica.
Neste sentido, inUmeros artigos tém apontado e discutido sobre a

enorme variabilidade nas metodologias que vem sendo utilizadas pelos

diferentes centros de pesquisa com o0 objetivo de produzir antigenos de
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Paracoccidioides sp. Entre estas pode-se citar: a escolha da amostra
fungica, tamanho do indculo, meio de cultura, periodo de incubacéo, forma
de incubacdo (com ou sem agitacdo), temperatura, entre outros (Camargo,
2008; Vicentini, 2008; Vidal et al., 2014; Ferreira et al., 2016). Desta forma,
pode-se afirmar com grande grau de certeza que toda esta heterogeneidade
interfere de forma expressiva no processo de obtencao do produto final, ou
seja, antigenos que apresentem especificidade, estabilidade e
reprodutibilidade adequadas, caracteristicas de vital importancia para o

imunodiagndstico da PCM.

O impacto desta heterogeneidade, foi novamente ilustrado por Vidal et
al. (2014) ao avaliarem o desempenho de seis centros de referéncia
brasileiros no imunodiagndstico da PCM. Neste estudo, amostras de soro de
30 pacientes com doenca comprovada, foram aliquotadas e enviadas aos
diferentes centros, sendo que estes tiveram a liberdade de avalia-los frente a
preparacdo antigénica rotineiramente utilizada em seus laboratérios. A
analise dos resultados revelou e comprovou que ha inconsisténcias entre 0s
laboratérios, e que as mesmas sdo fortes o suficiente para resultar em

informacgdes conflitantes quanto ao tratamento dos pacientes.

A confirmacédo da existéncia de uma nova espécie, P. lutzii, dentro do
género Paracoccidioides (Teixeira et al, 2014) trouxe a comunidade cientifica
novos e grandes desafios, inclusive aqueles relacionados a caracterizagao
antigénica para fins diagnéstico. Segundo Teixeira et al. (2014) P. lutzii
apresenta uma composicdo antigénica extremamente complexa,
apresentando componentes proprios da espécie e outros semelhantes aos

de P. brasiliensis.

Nos ultimos anos, alguns autores entre 0s quais pode-se citar, Batista
et al.,, 2010, Marques-da-Silva et al., 2012 e Nunes, 2014 tém descrito o
namero crescente de casos de pacientes diagnosticados com PCM,
especialmente aqueles residentes nas regidbes Centro-Oeste e Norte do

Brasil, apontadas como potencialmente endémicas para P. lutzii, e que
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apresentam auséncia de reatividade sorologica, por ID, frente ao antigeno
de referéncia de P. brasiliensis, ou seja, filtrado de cultura obtido a partir da
cepa B-339 ou ainda frente a molécula purificada de 43 kDa de P.

brasiliensis.

Leitdo-Janior et al. (2014) avaliaram 33 amostras de soro de
pacientes com doenca ativa, residentes na regido Centro-Oeste do Brasil,
verificando que as mesmas apresentaram auséncia de reatividade frente a
molécula nativa ou recombiante de 43 kDa, sugerindo portanto, que a gp43
nao pode ser utilizada para a pesquisa de anticorpos circulantes em
pacientes com PCM causada por P. lutzii. Entretanto, a auséncia de
reatividade frente ao antigeno de referéncia de P. brasiliensis, ja havia sido
relatada por Batista et al. (2010) ao avaliarem 65 amostras de soro de
pacientes com PCM residentes no estado de Mato Grosso, verificando que
apenas 26,2% (17/65) apresentaram reatividade frente ao antigeno de
referéncia. Neste mesmo estudo, os autores mostraram que o indice de
reatividade das amostras foi de 92,3% (60/65) quando o antigeno foi

produzido a partir de um isolado regional de P. brasiliensis.

Estes trabalhos reforcam a necessidade da conducdo de novos
estudos a fim de buscar melhor conhecimento e compreensdo da
composicdo antigénica de P. lutzii bem como das espécies cripticas de P.

brasiliensis.

Entretanto, até o presente momento, sdo poucos os trabalhos que
encontram-se disponiveis nas bases de dados e que abordam
especificamente a caracterizacdo de preparacdes antigénicas de P. lutzii.
Somada a reduzida literatura sobre o assunto, enfrenta-se grande
dificuldade na comparacao dos resultados gerados nestas publicacdes, visto
gue a exemplo ao observado para P. brasiliensis, os protocolos descritos
apresentam diferencas entre si, no que diz respeito aos: isolados e/ou
cepas, meios de cultura, temperatura, tamanho do inéculo, tempo e forma de
cultivo (Machado et al., 2013; Lenhard-Vidal et al., 2013; Queiroz Junior et
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al., 2014; Gegembauer et al., 2014; Pereira, 2015; Nunes, 2014; Morais,
2017).

Porém, deve-se lembrar de que além da possivel diferenca no perfil
antigénico e peculiaridades filogenéticas entre P. brasiliensis, suas espécies
cripticas e P. lutzii (Machado et al.,, 2013; Teixeira et al., 2014, Queiroz-
Janior et al., 2014; Gegembauer et al., 2014) existem outros fatores que
podem contribuir, também, para a obtencdo dos resultados falso negativos
que tém sido descritos ndo apenas nas regides Centro-Oeste e Norte, mas
em todo o Brasil.

Sabe-se, que as condi¢cdes envolvidas no crescimento dos micro-
organismos, incluindo Paracoccidioides sp, entre as quais pode-se citar:
meio de cultura, temperatura e repiques continuos afetam diretamente o
conteudo e qualidade dos antigenos, pois exposi¢cdes a ambientes adversos,
estressantes ou ndo, alteram a transcricdo proteica (Ehrhard e Pine, 1972a;
Ehrhard e Pine, 1972b).

Deste modo, um resultado falso negativo, muitas vezes, pode estar
diretamente relacionado a qualidade e tipo da preparacdo antigénica
utilizada (Vidal et al., 2014). Assim, para a obtencdo de antigenos de
qualidade e que possam ser utilizados em mais de uma técnica soroldgica, é
imprescindivel que se realize uma avaliacdo criteriosa observando-se se o
isolado ou cepa, meios de cultura, temperatura, tempo de crescimento, e
forma de obtenc&o sao ideais para a expressao de fragbes com capacidade

antigénica.

A relevancia da escolha do meio de cultura na producéao de antigenos
foi demonstrada e comprovada neste trabalho quando os isolados fungicos
foram cultivados em &gar Sabouraud-dextrose. A escolha do Sabouraud-
dextrose como meio de cultura, sabidamente um meio mais pobre quando
comparado ao Fava-Netto, deu-se por dois motivos: a) pela excelente
qualidade dos antigenos de H. capsulatum obtidos pelo Laboratério de

Imunodiagnéstico das Micoses (Freitas, 2005; Freitas et al.,, 2018)
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empregando-se este meio de cultura, e b) pensando na escassez
orgcamentéaria de muitos laboratérios, ndo apenas no Brasil, mas em outros

paises da América do Sul.

Inicialmente pensou-se que a exemplo do observado para H.
capsulatum, o uso de um meio de cultura mais pobre, fosse causar um
estresse sobre as células fungicas, que responderiam aumentando a
expressdo de proteinas, como se 0 ambiente “ligeiramente” mais hostil
desafiasse o fungo a responder com mais intensidade para garantir sua
sobrevivéncia. No entanto, observou-se que para todos os isolados
utilizados, o uso do agar Sabouraud-dextrose, como fonte de nutriente e
desenvolvimento, causou um estresse sobre o fungo, porém nao relacionado

ao aumento da expressao de proteinas com atividade antigénica.

Verificamos, por microscopia Optica, que os isolados 01 e 66 de P.
lutzii cultivados a 37°C, durante 20 dias neste meio, apresentaram grande
quantidade de células com aspecto de meia lua, parede celular enrugada,
retracdo citoplasmatatica, caracteristicas compativeis com degeneracao
celular. Apesar de nao dispormos de informacfes publicadas relacionadas
aos possiveis efeitos do agar Sabouraud-dextrose sobre o aspecto
morfolégico de Paracoccidioides sp, nossos resultados sugerem que o
isolado 66 de P. lutzii foi 0 que mais se estressou com a mudanca do meio,
visto que o diametro das leveduras foi de 19,7 ym versus 27,7 um quando
cultivado em agar Fava-Netto modificado. Ao comparamos a dimensao das
células do isolado 01 observamos que nao houve relacdo entre o meio de
cultura e o tamanho das leveduras, visto que 0 mesmo apresentou dimenséo
de 19,4 um em &gar Fava-Netto modificado e um discreto aumento (20,5
um) quando cultivado em &agar Sabouraud-dextrose. J4 o isolado 8334
parece ter se adaptado muito bem em ambos os meios de cultura, visto que
praticamente ndo apresentou alteracdo de tamanho, ou seja, 14, 0 pm e
14,2 um para as células cultivadas em agar Fava-Netto modificado e agar

Sabouraud-dextrose, respectivamente.
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A andlise micromorfologia, empregando-se azul de algoddo, das
células cultivadas em agar Sabouraud-dextrose demonstrou um aumento
visivel na esporulacédo das leveduras dos isolados 01 e 66, sendo possivel
observar a presenca de células filhas de base larga e de base estreita,
indicando leveduras em diferentes estagios de maturagéo logo com cinco (5)
dias de cultivo e a presenca de células catenuladas nos isolados 01 e 8334,
uma organizacdo celular pouco comum em isolados de P. brasiliensis.
Entretanto, ndo podemos afirmar se a presenca de células catenuladas deu-
se pelo cultivo destes isolados em um meio mais pobre, ou se estas

estruturas podem ser tipicas de P. lutzii.

As observacbes morfologicas associadas aos resultados de
imunoreatividade, por ID, sugerem que a escolha do Sabouraud-dextrose
como meio de cultura, estressou as leveduras, que em resposta,
aumentaram sua divisao celular direcionando a maquinaria de transcricao,
provavelmente, para proteinas estruturais com baixa ou sem atividade
antigénica, o que explicaria a grande quantidade de células, em contraste

com a baixa performance observada no ensaio de imunodifuséo dupla.

Outro ponto, que fala a favor da importancia da escolha do meio de
cultura visando a producao de antigenos, foi a observacdo de que todos os
antigenos obtidos de células leveduriformes cultivadas em &gar Sabouraud-
dextrose apresentaram conteudo proteico inferiores quando comparado aos
antigenos obtidos nas mesmas condicfes, porém a partir de isolados
cultivados em agar Fava-Netto modificado. Uma possivel explicacdo para o
baixo conteudo proteico dos antigenos obtidos em agar Sabouraud-dextrose
estaria no fato de que o amadurecimento precoce das leveduras provocou
um aumento da competicao por nutrientes, culminando com a morte celular
e consequente liberacdo de proteases no meio de cultura e, portanto,
diminuindo as proteinas disponiveis. Diante do exposto, pode-se inferir que
a baixa concentracdo proteica das preparacdes antigénicas cultivadas em
agar Sabouraud-dextrose, ndo permitiu que 0s mesmos tivessem um

desempenho satisfatério, por ID, frente ao anticorpo policlonal anti-antigeno
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de P. lutzii. Ao contrario das preparacdes antigénicas obtidas em agar Fava-
Netto modificado seguindo os protocolos descritos por Freitas (2005), Assis
et al. (1998) e sua versdo modificada, onde observou-se intensa reatividade
frente ao anticorpo policlonal espécie-especifico, os antigenos do isolado 01
obtidos seguindo as mesmas condi¢fes, porém obtidos em agar Sabouraud-
dextrose, apresentaram auséncia de reatividade assim como diminui¢do na
intensidade da reacdo das preparacdes antigénicas obtidas a partir dos
isolados 66 e 8334.

Corrobora também, para a afirmagcdo que o meio de cultura altera a
expressdo ou composicado proteica a ocorréncia de reatividade cruzada
observada nas preparacdes antigénicas obtidas segundo Assis et al. (1998)
em suas versdes convencional e modificada, produzidas empregando-se o
isolado 8334 cultivado em &gar Sabouraud-dextrose, frente ao anticorpo
policlonal anti-antigeno de H. capsulatum, fenébmeno que n&o ocorreu
qgquando antigenos produzidos em agar Fava-Netto-modificado foram

avaliados frente ao anticorpo policlonal heterélogo.

7

O tempo de cultivo € outro ponto importante que pode ter relacao
direta com a qualidade da preparagéo antigénica obtida. Sabe-se que para a
obtencéo de filtrado de P. brasiliensis, sete dias de cultura ja séo suficientes
para a secrecdo da molécula de 43 kDa, permitindo portanto, a obtencao de
preparacdes antigénicas de qualidade (Camargo et al., 1988; Camargo et al.,
2003). Por outro lado, para cell free antigen, quantidades expressivas da
molécula de 43 kDa podem ser obtidas a partir do terceiro dia de cultivo
(Camargo et al., 1991). Ja segundo Assis et al (1989) quantidades
expressivas das moléculas de 43 e 70 kDa tanto em filtrado de cultura como
em CSSEPC de P. brasiliensis podem ser observadas até o 20° dia de
cultura. Entretanto, deve-se salientar, como mencionado anteriormente, que
pouco se sabe sobre o comportamento de P. lutzii em cultura e da sua
composicdo antigénica. Da mesma forma, pouco se sabe sobre quais e

quantas séo as proteinas com capacidade antigénica e quais fragcdes séo ou
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poderiam ser consideradas marcadores sorolégicos da PCM causada por P.

lutzii.

Queiroz Junior et al. (2014) relataram a avaliacdo da composicao
antigénica de trés amostras flungicas isoladas de pacientes residentes no
estado do Mato Grosso e identificadas molecularmente como sendo P. lutzii.
Para tanto, os autores seguiram o0 mesmo protocolo adotado para a
producdo de antigeno padrdo de P. brasiliensis, desta forma, os isolados
fungicos foram cultivados em caldo Fava-Netto, durante sete dias e
posteriormente avaliados, por ID, frente aos soros dos pacientes dos quais
P. lutzii foram isolados. Surpreendentemente, apenas uma amostra de soro
apresentou reatividade frente ao antigeno produzido a partir de “seu préprio”
isolado fangico. Diante destes resultados, nos perguntamos sera que 0O
tempo de cultivo foi adequado para a expressdo de componentes com
potencial antigénico para todos os isolados deste estudo? Em relacdo a
expressao de fracbes antigénicas, serd que P. lutzii se comporta da mesma
forma que P. brasiliensis? Neste sentido, salientamos que apesar do fato
destes isolados terem sido identificados como pertencente ao género
Paracoccidioides, cada espécie apresenta caracteristicas e comportamento
especificos, incluindo o tempo correto para a producdo de proteinas com
potencial antigénico, portanto, a nosso ver, a realizagdo de uma curva de
crescimento buscando a determinacdo do tempo ideal de cultivo visando a
obtencdo de proteinas antigénicas seria fundamental, no trabalho
desenvolvido por Queiroz-Junior et al. (2014). Fato semelhante foi
observado por Gegembauer et al. (2014) que também adotaram o protocolo
utilizado para a producédo de antigeno de referéncia de P. brasiliensis para a
obtencéo de filtrado de cultura de P. lutzii, relatando baixo desempenho do

mesmo.

Neste estudo, optamos, baseados no trabalho de Assis et al. (1989),
em manter os isolados de P. lutzii por 5, 10 e 20 dias em cultura, sendo
possivel observar, para antigenos 10 e 20 vezes concentrados obtidos em

agar Fava-Netto, que quanto maior o tempo de cultura, maior a

150



concentracéo proteica, e portanto, melhor o desempenho, por ID, frente ao
anticorpo policlonal anti-antigeno de P. lutzii. Apesar do baixo desempenho,
por ID, esta relacdo também foi observada para a maioria das preparacdes

antigénicas obtidas em agar Sabouraud-dextrose.

Além do meio de cultura e do tempo de cultivo, o tipo de antigeno, ou
seja, exoantigenos (filtrado de cultura, metabdlico), somatico, de parede (cell
free antigen, CSSEPC), purificado (gp43, gp70, p27) ou recombinante e da
metodologia utilizada para a obtencdo da preparacdo antigénica merecem
especial atengéo.

Neste sentido, Gegembauer et al. (2014) empregaram dois tipos de
exoantigenos (filtrado de cultura e filtrado de cultura precipitado) e antigeno
de parede (cell free antigen) obtidos a partir da amostra EPM 208 de P. lutzii
para a avaliacdo de 17 amostras de soro de pacientes com PCM
comprovada, residentes no estado de Mato Grosso, porém com auséncia de
reatividade frente ao antigeno de referéncia e a molécula de 43 kDa de P.
brasiliensis. Para tanto, os autores utilizaram metodologias distintas para a
obtencdo do filtrado de cultura e antigeno precipitado com acido
tricoloroacético, ambos obtidos a partir de leveduras cultivadas durante sete
(7) dias a 37°C, sob agitacdo constante em caldo Fava-Netto. O cell free
antigen obtido a partir de leveduras cultivadas durante trés (3) dias, a 37°C
em fase estacionaria, em &gar Fava-Netto. Os autores observaram que
58,8% (10/17) das amostras apresentaram reatividade frente a filtrado de
cultura e apenas 17,6% (3/17) reconheceram o antigeno precipitado com
acido tricoloroacético, observando ainda que para ambas as preparacdes
antigénicas, as linhas de precipitacdo formadas eram de fraca intensidade.
Por outro lado, demonstram que 100% dos soros avaliados apresentaram
reatividade frente ao cell free antigen. A analise do perfil eletroforético das
preparacdes antigénicas obtidas em caldo Fava-Netto, revelou a presenca
de uma Unica fracdo com massa molecular aparente entre 50 a 60 kDa para
o filtrado de cultura, por outro lado, revelou um perfil proteico complexo para

o cell free antigen, com proteinas migrando entre 20 e 160 kDa.

151



Morais (2017) avaliou o perfil antigénico de duas preparacoes
distintas a saber: filtrado de cultura e cell free antigen, obtidas a partir dos
isolados 01 e 66 de P. lutzii e cultivadas em caldo ou &gar Fava-Netto,
respectivamente. Segundo a autora, a andlise do perfil eletroforético dos
filtrados de cultura obtidos do isolados 01 e 66 revelaram a presenca de
cinco (05) fragcbes com massa molecular aparente entre 20 a 81 kDa. Por
outro lado, o perfil eletroforético dos cell free antigens permitiu a visualizacao
de 14 fracbes migrando entre 19 a 111 kDa para o antigeno obtido a partir
do isolado 01, e de 14 fragbes migrando entre 20 a 85 kDa para o antigeno
obtido do isolado 66. Entretanto, contrariando o observado por Gegembauer
et al (2012), Morais (2017) considerou que os filtrados de cultura obtidos de
ambos os isolados de P. lutzii, apresentaram melhor desempenho no ensaio

de ID, quando comparado aos cell free antigens.

No presente estudo, apesar dos antigenos produzidos derivarem da
extracdo de proteinas sollveis presente na parede celular de
Paracoccidioides sp, empregamos metodologias ditintas para obte-los,
observando diferenca entre o numero de fracdes na dependéncia da
metodologia utilizada para a obtencao de antigenos de P. lutzzi. Por SDS-
PAGE, foi possivel verificar que as preparacfes antigénicas obtidas em
ambos os meios de cultura, ou seja, Fava-Netto modificado e Sabouraud-
dextrose, segundo a metodologia proposta por Freitas (2005) apresentaram
menor numero de fragdes proteicas quando comparadas as preparacdes
antigénicas obtidas segundo Assis et al. (1989) e sua versdo modificada.
Uma possivel explicacdo para esta observacdo seria o fato dos antigenos
obtidos segundo Freitas (2005) ndo terem sofrido acdo mecanica para a
extracao das proteinas soluveis presentes na parede celular de P. lutzii, visto
que apods a adicdo de solucdo aquosa de thimerosal-borato, as culturas
permaneceram em repouso por 24 horas; enquanto nos protocolo descrito
por Assis et al. (1989) e em sua versdo modificada a extracédo das proteinas
soluveis, foi realizada por meio de agitacdo em vortex por cinco minutos, ou
seja, houve uma acdo mecanica, que possivelmente contribuiu para a

extracdo de maior quantidade de componentes antigénicos.
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Observamos que para os antigenos obtidos a partir de leveduras
cultivadas em &gar Fava-Netto modificado, seguindo os trés protocolos
descritos, o numero de fracdes proteicas nao interferiu no padrdo de
reatividade, por ID, do anticorpo policlonal anti-antigeno de P.lutzii, visto que
0 mesmo apresentou reatividade frente aos antigenos cultivados por 5, 10 e
20 dias, 10 e 20 vezes concentrados. Por outro lado, observou-se que
independentemente do numero de fracBes antigénicas, todos os antigenos
obtidos em agar Sabouraud-dextrose a partir do isolados 01 apresentaram
auséncia de reatividade frente ao anticorpo policlonal espécie-especifico,
enquanto apenas 0s antigenos obtidos a partir dos isolados 66 e 8334,
cultivados durante 10 e 20 dias, 10 e 20 vezes concentrados, segundo
Freitas (2005) apresentaram reatividade de fraca intensidade frente ao
anticorpo policlonal. J& os antigenos obtidos a partir dos isolados 66 e 8334
segundo Assis et al. (1989) e sua versdo modificada apresentaram
independentemente da intensidade da linha de precipitacdo, reatividade

frente ao anticorpo policlonal anti-antigeno de P. lutzii.

Em relacdo ao filtrado de cultura, preparacdo antigénica utilizada ha
seis anos no Laboratério de Imunodiagnostico das Micoses nos ensaios
imunoenzimaticos, obtido do isolado 113 de P. brasiliensis cultivado em
caldo NGTA (neopetona-glicose-tiamina-aspargina), a 37°C, por 20 dias sob
agitacdo constante (50 rpm), verificou-se por SDS-PAGE, que o mesmo
apresentou majoritariamente as fracdes de 43 e 70 kDa. Por outro lado,
antigenos obtidos a partir do mesmo isolado empregando-se o protocolo
descrito por Freitas (2005), apresentaram um padrédo eletroforético de
proteinas/glicoproteinas distinto aquele observado para o filtrado de cultura,
sendo possivel visualizar fracbes com massa molecular aparente variando

entre 14 a 80 kDa, e entre estas, as moléculas de 43 e 70 kDa.

Esta grande diferenca observada na composicdo antigénica entre
ambos os antigenos, podem certamente explicar a diferengca no padrdo
sorologico observado para as cinco (05) amostras de soro de pacientes com

PCM comprovada, oriundas do estado do Mato Grosso do Sul, que foram
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enviadas ao Laboratério de Imunodiagnéstico das Micoses com historico de
auséncia de reatividade frente ao filtrado de cultura do isolado 113. A
reavaliacdo destas amostras, por ID, empregando o antigeno Th 113 7d 10x
[ T (FN), revelou que duas (2) das cinco (5) amostras apresentaram
reatividade para P. brasiliensis, contrariando o histérico sorolégico de
auséncia de reatividade. Além disto, uma destas amostras quando titulada,
apresentou niveis de anticorpos circulantes de 1:8 e a outra de 1:512,
consideradas respectivamente, segundo Moreto (2010) como pacientes com
baixo e alto titulo de anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis. Quando este
grupo de amostras foi avaliado empregando-se um ensaio mais sensivel, ou
seja, immunoblotting, observamos que somente uma amostra (10%)
permaneceu com auséncia de reatividade e que 4 (80%) apresentaram
reatividade para P. brasiliensis sendo que trés amostras reconheceram a

gp43 e uma (1) reagiu concomitantemente frente as fracoes de 43 e 70 kDa.

O conjunto de resultados obtidos na reavaliacdo das amostras
demonstra claramente a importancia da escolha do tipo de antigeno e da
metodologia empregada. Filtrados de cultura apresentam em sua
composicdo produtos do metabolismo fuangico produzidos durante o periodo
que estiver em cultura. Por outro lado, o emprego de solugcédo-borato
thimerosal (1.5000) como preconizado por Freitas (2005) promove a
extracdo de proteinas solluveis ligadas a parede celular de P. brasiliensis, o
que explicaria a grande diferenca, por SDS-PAGE, no perfil
protéico/glicoproteico de ambas as preparacdes antigénicas conferindo,

portanto, maior sensibilidade para os testes utilizados.

Outros fatores que podem contribuir para a ocorréncia de resultados
falso negativos podem estar relacionadas ao proprio paciente e incluem a
forma clinica da doenga e o status imunolégico do mesmo. Sabe-se que
individuos que encontram-se: no inicio do processo infeccioso, na vigéncia
de terapia antifingica ou em cura clinica ou sorologica, podem né&o
apresentar quantidades suficientes de anticorpos circulantes, impedindo

assim que o0s mesmos sejam detectados por meétodos sorologicos,

154



especialmente aqueles menos sensiveis (Do Valle et al, 2001). Além disso,
deve-se também levar em consideragdo, o fato de que imunoglobulinas da
classe 1gG2 ndo sao precipitantes e por essa razdo, pacientes que
apresentam predominio da mesma tendem a nao apresentar reatividade
sorolégica quando avaliados empregando-se ensaios de precipitacdo (Neves
et al, 2003).

Deve-se considerar ainda, que pacientes imunocomprometidos, pelo
uso de drogas imunossupressoras, doencas imunes e pacientes com HIV-
AIDS podem néo apresentar uma resposta humoral satisfatoria e detectavel
em testes sorologicos (Mendes et al, 2017). No caso especifico da PCM,
Bellissimo-Rodrigues et al (2010) demonstraram e comprovaram que
pacientes com PCM associada a AIDS, apresentam uma resposta imune
humoral menos efetiva, provavelmente associada a uma disfuncdo das
células B devido a infeccdo pelo HIV quando comparados aos pacientes
portadores de PCM endémica, corroborando também com o ja descrito por
Marques et al. (2000) e Paniago et al. (2005) em relacdo a proporgao
significativa de resultados falso negativos em testes sorolégicos para a
deteccado de anticorpos anti-P. brasiliensis

Portanto, € imprescindivel, a averiguacdo, se a causa dos resultados
falso negativos além daqueles citados até o momento, ndo estariam
associados também ao antecedente epidemiolégico do paciente, ou seja,
procedéncia remota e atual, atividade laboral; a estabilidade ou “tempo de
prateleira” das preparacfes antigénicas; a fase pré-analitica dos ensaios que
incleum principalmente as condigdes de transporte e armazenamento das
amostras biolégicas, a um diagndéstico micoldgico incorreto ou até mesmo a
uma hipétese diagnostica equivocada, uma vez que a PCM pode ser
confundida com outras doencas, e ao ensaio soroldgico escolhido para a

realizacdo da pequisa de anticorpos circulantes.

Apesar da visualizacdo do agente etiolégico da PCM em exames

micoldgicos diretos ou atraveés de avaliacdo histopatologica, ser altamente

155



sugestiva do estabelecimento da doenca, do encontro de estruturas fungicas
com parede celular dupla birrefringente e com aspecto de “roda de leme” ser
patognomonico para o diagndéstico da micose, o diagnostico de certeza da
doenca, deriva do isolamento, cultura e posterior reversao da fase de micélio
para levedura. Entretanto, sabe-se que este procedimento além de
demorado, raramente é realizado. Desta forma, na maioria dos casos, 0S
ensaios sorolégicos representam a unica evidéncia “micoldégica” da doenca.
Neste sentido, fica evidente a importancia da escolha do ensaio a ser
utilizado, lembrando que a sensibilidade e especificidade das técnicas
sorologicas encontram-se diretamente relacionadas a qualidade da

preparacao antigénica utilizada.

Gegembauer et al. (2014) utilizaram o ensaio de imunodifusédo dupla
em gel de agarose para classificar, amostras de soro de pacientes com PCM
comprovada, entre pacientes com PCM por P. brasiliensis daqgueles com
PCM por P. lutzii. Inicialmente, as 89 amostras de soro (55 do estado de
Mato Grosso e 34 do estado de Mato Grosso do Sul), foram avaliadas, por
ID, frente ao antigeno de referéncia de P. brasiliensis e no caso de auséncia
de reatividade, as mesmas foram avaliadas frente a gp43. Desta forma, 72
(59 reagentes frente a antigeno de referéncia e 13 reagentes para gp43)
amostras de soro foram classificadas como pertencentes a pacientes com
PCM por P. brasiliensis. Os 17 soros que nao apresentaram reatividade
frente a ambas as preparacdes antigénicas de P. brasiliensis foram
classificados como amostras de soro pertencentes a pacientes com PCM por
P. lutzii. Entretanto existe uma questdo que nao ficou bem esclarecida no
trabalho de Gegembauer et al. (2014), ou seja, as 72 amostras com
reatividade para P. brasiliensis foram avaliadas frente a antigeno de P. lutzii
?. A nosso ver, 0s autores nao levaram em consideracao o fato de P. lutzii
apresentar uma composicdo antigénica complexa, que inclui inclusive,
componentes presentes em P. brasiliensis. Esta avaliacdo, seria de vital
importancia para comprovar a ocorréncia ou ndo de reatividade cruzada
entre ambas as espécies, como demonstrado por Machado et al. (2013).

Além disso, nos parece que o grupo, desconsiderou todos os fatores que

156



podem levar a errbnea obtencdo de resultados falso negativos, ja

apresentados anteriormente nesta discussao.

Julgamos extremamente importante comentar que temos plena
consciéncia que este trabalho apresenta um grande viez. Pois ao contrario
do que imagindvamos, ndo conseguimos estabelecer parcerias com 0sS
pesquisadores que afirmam ter amostras de soro de pacientes com PCM por
P. lutzii. Entretanto, conseguimos estabelecer parcerias com pesquisadores
de regibes consideradas de alta endemicidade para esta espécie de
Paracoccidioides, e portanto, doacdo de amostras de soro de pacientes
residentes nos estados de Mato Grosso do Sul e Rondénia. Assim, visando
minimizar os danos causados ao trabalho, utilizamos como soro controle

positivo, soro de coelho imunizado com antigeno de P. lutzii.

Contrariamente ao observado por Gegembauer et al. (2014), ao
avaliarmos, por ID, amostras de soro de pacientes com PCM confirmada ou
com suspeita clinica da doenca, oriundos tanto de regido endémica para P.
brasiliensis como de regido endémica para P. lutzii, ndo conseguimos
discriminar sorologicamente pacientes com PCM por P. brasiliensis daqueles
com PCM por P. lutzii, uma vez que observamos reatividade cruzada entre

ambas as espécies de Paracoccidioides sp.

Neste sentido ao avaliarmos 24 amostras de soro de pacientes com
PCM comprovada, residentes no estado de Sdo Paulo, regido sabidamente
endémica para P. brasiliensis e que apresentavam histérico de reatividade
sorologica, por ID, frente a filtrado de cultura da amostra B-339 de P.
brasiliensis, verificamos alto indice de reatividade cruzada frente aos
antigenos de P. lutzii obtidos neste trabalho, a saber: 87,5% para Th 01 20d
10x [ ] (FN), 66,7% Th 66 5d 20x [ ] (FN), 58,3% para Th 66 10d 20x [ ]
(SAB), 83,3% para Th 8334 20d 20x [ ] (FN), e 87,5% para CSSEPC-M 01
20d (FN).

A reatividade cruzada entre P. brasiliensis e P. lutzii, também foi

observada ao avaliarmos amostras de soro de pacientes residentes nos
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estados de Rondbnia e Mato Grosso do Sul, regides potencialmente
endémicas para P. lutzii. Verificamos que entre as 21 amostras de soro
obtidas de pacientes de Rondobnia, todos sem hitérico de avaliacéo
sorologica, 57,14% (12/21) apresentaram, por ID, reatividade frente a todas
as preparacOes antigénicas estudadas, ou seja, P. brasiliensis e P. lutzii. A
avaliacdo, das cinco amostras de soro provenientes do estado do Mato
Grosso do Sul, revelou que apenas uma amostra apresentou reatividade
frente a todos os antigenos de P. brasiliensis e P. lutzii e uma Unica amostra
apresentou reatividade tanto para o antigeno Th 339 7d 10x [ ] (FN) como
para o Th 01 20d 10x [ ] (FN), obtidos de P. brasiliensis e P. lutzii,

respectivamente.

As amostras de soro provenientes de Rondonia e do Mato Grosso do
Sul, também foram avaliadas pela preparacdo antigénica produzida por
Gegembauer et al. (2014), ou seja, cell free antigen obtida a partir do isolado
EMP 208 de P. lutzii, considerada neste trabalho como antigeno de
referéncia desta espécie. Verificamos para as amostras de Rondbnia, que o
percentual de reatividade frente ao antigeno de referéncia de P. lutzii quando
comparado ao antigeno obtido a partir da amostra 113 de P. brasiliensis foi
semelhante (80,05% [17/21] versus 76,19% [16/21]), porém, superior ao
antigeno obtido a partir da amostra B-339 de P. brasiliensis (80,05% [17/21]
versus 61,90% [13/21]). Em relacdo as amostras do Mato Grosso do Sul,
das cinco amostras avaliadas apenas uma apresentou reatividade para P.
brasiliensis e para todos os antigenos de P. lutzii, incluindo o antigeno
produzido por Gegembauer et al. (2014). O conjunto de resultados
demonstra de forma inequivoca que o antigeno de referéncia mesmo
apresentando um melhor desempenho comparado ao antigeno Th B-339 7d
10x [ ] (FN), ndo ha como discriminar sorologicamente pacientes com PCM

por P. lutzii daqueles com PCM por P. brasiliensis.

Apesar de nossos resultados discordarem com Gegembauer et al.
(2014), corroboram com Pereira (2015) e Morais (2017). Pereira (2015) ao

avaliar a distribuicdo geografica, epidemiolégica e clinica dos casos de PCM
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causados por P. brasiliensis e P. lutzii no estado do Mato Grosso do Sul,
empregando a preparagédo antigénica obtida por Gegembauer et al. (2014),
verificou que das 16 amostras de soro de pacientes com PCM por P. lutzii, 5
(31,3%) foram reagentes ao antigeno de referéncia de P. brasiliensis. Por
outro lado, ao avaliar as 65 amostras de soro de pacientes com PCM
causada por P. brasiliensis, verificaram que 14 (21,5%) foram reagentes
frente ao referido antigeno, caracterizando, desta forma, a ocorréncia de

reatividade cruzada entre as espécies

Morais (2017) também relatou a ocorréncia de reatividade cruzada
entre P. brasiliensis e P. lutzii ao avaliar 14 amostras de soro classificados
como casos provaveis (8 amostras) e possiveis (6 amostras) de PCM por P.
lutzii e 10 amostras de soro de pacientes com PCM por P. brasiliensis.
Segundo a autora, todos os soros classificados como casos possiveis para
PCM por P. lutzii apresentaram reatividade cruzada frente ao exoantigeno
de P. brasiliensis e 50 % dos soros dos pacientes com PCM por P.
brasilienisis reconheceram o exoantigeno obtido a partir do isolado 66 de P.
lutzii. Por outro lado, a ocorréncia de reatividade cruzada néo foi observada
quando as amostras classificadas como provaveis por P. lutzii foram

avaliadas frente ao exoantigeno de P. brasiliensis.

Entretanto, a reatividade cruzada entre as espécies cripticas de P.
brasiliensis e P. lutzii, jA havia sido descrita por Lenhard-Vidal (2013) e
Machado et al. (2013).

Lenhard-Vidal (2013) avaliaram, por ID, 35 amostras de soro de
pacientes com PCM comprovada residentes nas regides norte e oeste do
estado do Parana frente a cell free antigens obtidos de isolados de duas
espécies cripticas de P. brasiliensis (B-339/S1 e IFM 54649/S2) e um isolado
de P. lutzii (Pb01-like), verificando que 48,6% (17/35) das amostras reagiram

frente as trés preparacdes antigénicas.

Machado et al. (2013) utilizaram filtrado de cultura obtido de quatro

isolados distintos de Paracoccidioides sp: o isolado EPM 83 P. brasiliensis,
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espécie criptica S3 e os isolados 01, 66 e 8334 de P. lutzii para avaliar, por
ID, 71 amostras de soro de pacientes com PCM comprovada, porém
residentes em regides geograficas distintas: Sudeste (Botucatu e Jundiai) e
Centro-Oeste. Todos os grupos foram compostos por amostras de soro
reagentes e ndo reagentes para P. brasiliensis frente ao antigeno padréo
desta espécie. Para o grupo de Botucatu, verificaram que das 10 amostras
com historico de reatividade, 100 % reagiu frente ao antigeno EPM 83, 80%
ao antigeno 66 e 80% ao antigeno 8334, nao foi observado reatividade para
0 antigeno 01; para as amostras sem historico de reatividade sorologica,
observaram reatividade apenas para o antigeno EPM 83. A andlise das
amostras de soro de Jundiai, com histérico de reatividade, revelou 70%,
30%, 20% e 20%, para EPM 83, 66, 8334 e 01, respectivamente; para
aquelas que ndo apresentavam historico de reatividade, observou-se 20%,
30%, 30% e 30%, respectivamente para EPM 83, 66, 8334 e 01. Finalmente
as amostras do Centro-Oeste revelaram 36%, 27%, 36% e auséncia de
reatividade aos antigenos EPM 83, 66, 8334 e 01 respectivamente, para as
amostras de soro com histérico prévio de reatividade soroldgica. As
amostras que nao apresentavam histérico de reatividade soroldgica
mantiveram-se neste status, visto que ndo reconheceram nenhuma das
preparacdes antigénicas avaliadas pelo grupo. Como concluséo, os autores
pontuam a dificuldade na producdo de preparacdes antigénicas a serem
utilizadas nos ensaios soroldgicos dos pacientes residentes na regido
Centro-Oeste.

Interessante comentar, que tanto Lenhard-Vidal (2013) como
Machado et al. (2013) verificaram reatividade cruzada de P. brasiliensis (S1)
com as espécies cripticas S2 e S3, mostrando que espécies pertencentes ao
género  Paracoccidioides certamente  compartiham  componentes

antigénicos.

A nosso ver, a ocorréncia de reatividade cruzada, por ID, entre ambas
as espécies, nos permite afirmar com grande grau de certeza a

impossibilidade de discriminar sorologicamente o0 processo infeccioso
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causado por P. brasiliensis daquele causado por P. lutzii. Além disso, os
resultados obtidos neste trabalho, em conjunto aos resultados apresentados
por Lenhard-Vidal (2013), Machado et al. (2013), Pereira (2015) e Morais
(2017) vao contra Gegembauer et al. (2014) que afirmam que amostras de
soro de pacientes com PCM infectados com P. brasiliensis ndo reconhecem
antigenos de P. lutzii, no entanto, amostras de soro de pacientes infectados
com P. lutzii reconhecem tanto os antigenos de P. lutzii como de P.

brasiliensis.

E importante comentar, que a despeito da alta especificidade do
ensaio de imunodifusdo dupla, observamos que o emprego de preparacoes

antigénicas distintas acarretam em respostas soroldgicas distintas.

Tomando como exemplo a avaliagdo das 21 amostras de Rondonia
pode-se observar que do total de amostras avaliadas frente as preparacdes
antigénicas de P. brasiliensis, 16 (76,19%) foram reagentes ao antigeno Th
113 7d 10 x[ ] (FN) e 13 (61,90%) para Th 339 7d 10 x[ ] (FN). O padréo de
reatividade destas amostras frente aos antigenos de P. lutzii, revelou que 18
(85,71%) amostras reconheceram Th 01 20d 10x[ ] (FN), 16 (76,19%) Th
8334 10d 20x[ ] (FN) e 17 (80,05%) o antigeno de referéncia para P. lutzii.
Esta diferenca fica ainda mais evidente com a determinagdo do titulo de
anticorpos circulantes. A titulo de ilustracdo, apresentamos a titulacdo de
duas amostras de soro de pacientes de Rondbnia que apresentaram titulo
de anticorpos circulantes superiores para P. lutzii do que aqueles
observados para P. brasiliensis (AM 7RO 1:128 versus 1:64 e AM 15 RO
1:256 versus 1:16). Estes resultados reforcam claramente a tese sobre a
necessidade da padronizacdo de antigenos de Paracoccidioides sp, a fim de
conferirmos maior indice de acuracia nos ensaios sorolégicos, além de

possibilitarmos a reprodutibilidade entre os laboratorios.

A importdncia dos testes imunoenzimaticos, como ELISA,
immunoblotting e Dot-ELISA visando conferir maior acuracia no

imunodiagndstico da paracoccidioidomicose por P. brasiliensis, encontra-se
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bem documentada (Mendes-Giannini et al., 1984; Mendes-Giannini et al.,
1989; Blotta e Camargo, 1993; Martins et al., 1997; Diez et al., 20083;
Albuquerqgue et al., 2005; Silva, 2005; Correa et al., 2007; Silva et al., 2008;
Fernandes et al., 2011; Passos, 2012; Bertoni et al., 2012; Kamikawa et al.,
2017).

Entretanto, deve-se salientar que a avaliacdo da imunidade humoral
relacionada aos pacientes com PCM por P. lutzii, empregando-se métodos
imunoenziméticos encontra-se em “fase embrionaria”. Neste sentido, os
poucos trabalhos existentes e que que utilizaram a metodologia de
immunoblotting ndo identificaram até o presente momento qual ou quais

seriam a (s) fracao (6es) imunodominantes de P. lutzii.

Gegembauer et al. (2014) afirmaram ter conseguido diferenciar
sorologicamente, por ELISA-indireto e immunoblotting empregando cell free
antigen de P. lutzii, pacientes com PCM por P. brasiliensis daqueles com
PCM por P. lutzii, uma vez que, os resultados demonstraram que soros dos
pacientes com PCM por P. lutzii apresentaram titulos superiores de
anticorpos circulantes aos dos pacientes com PCM por P. brasiliensis.
Segundo os autores, a reatividade cruzada foi extremamente baixa frente as
amostras de soro de pacientes com histoplasmose, aspergilose e
esporotricose bem como a amostras de soro de individuos saudaveis, nao
interferindo com as interpretacfes do sistema principal. Em contra partida,
gquando esses mesmos grupos de soros foram avaliados contra o
exoantigeno de referéncia de P. brasiliensis, os soros de pacientes com
PCM por P. brasiliensis apresentaram titulos sorol6gicos bem maiores do
gue os obtidos por soros de pacientes com PCM por P. lutzii. Em relacao ao
immunoblotting os autores afirmaram que a distincdo entre pacientes de
PCM por P. lutzii dagueles com PCM por P. brasiliensis, foi possivel, pois
somente soros de pacientes com PCM por P. lutzii foram capaz de
reconhecer o cell free antigen de P. lutzii; evidenciando ainda, que soros de
pacientes com PCM por P. brasiliensis ndo reconheceram o cell free antigen
de P. lutzii.
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Nunes (2014) empregou a metodologia de immunoblotting para
reavaliar amostras de soro de pacientes com PCM comprovada ou com
suspeita clinica da doenca, residentes no estado do Para, e que
apresentaram, por ID, auséncia de reatividade frente ao antigeno de
referéncia para P. brasiliensis. Desta forma, 133 amostras foram avaliadas
frente a filtrados de cultura obtidos a partir de quatro isolados fungicos
distintos: B-339 de P. brasiliensis, Pb 01-like cepa de referéncia de P. lutzii,
IEC-2005 e IEC 1744, ambas isoladas de pacientes residentes no estado do
Para e classificadas como P. lutzii. Do total de amostras avaliadas, verificou-
se que 130 (97,74%) apresentaram reatividade frente as cepas de referéncia
tanto de P. brasiliensis como de P. lutzii. Ja as preparacfes antigénicas
“regionais” obtidas a partir dos isolados IEC 2005 e IEC 1744, foram
reconhecidas por 132 (99,2%) soros. Neste trabalho, a autora demonstra
claramente a importancia da utilizagdo de ensaios mais sensiveis visando o
imunodiagnostico da PCM, deixando evidente que a taxa de resultado falso
negativo, seria altissima caso estas amostras fossem avaliadas apenas
através do ensaio de imunodifusao, visto que das 133 amostras analisadas

apenas 39 (29,3%) apresentaram reatividade para P. brasiliensis.

Durante a conducdo deste trabalho, utilizamos varias vezes a
metodologia de immunoblotting (IB). Ao analisarmos o0s resultados
sorolégicos das amostras de soro de Rondbnia, verificamos que trés
apresentaram reatividade apenas frente as preparacdes antigénicas de P.
lutzii. Seguindo o raciocinio de Gegembauer et al. (2014) e posteriormente
adotado por Morais (2017), poderiamos concluir, que estes pacientes
apresentavam PCM por P. lutzii. Entretanto, optamos por avaliar estas trés
amostras, por IB, frente a filtrado de cultura de P. brasiliensis. Verificamos,
gue uma amostra apresentou reatividade frente a molécula de 43 kDa
sugerindo que o paciente tenha entrado em contato com P. brasiliensis ou
encontra-se em cura clinica e/ou soroldgica; uma frente as moléculas de 43
e 70 kDa, indicando que o paciente apresenta doenca ativa e uma
apresentou auséncia de reatividade. Assim, a avaliacdo destas amostras,

por IB, e a analise criteriosa dos resultados evitou que estes dois pacientes
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fossem erroneamente classificados como amostras de pacientes com PCM
causada por P. lutzii. Infelizmente, o0 médico nos informou que ndo houve o
isolamento de Paracoccidioides destes pacientes, pois certamente uma
avaliacdo molecular seria de vital importancia para a determinacdo da

espécie causadora da doenca.

A importancia da adocédo de uma técnica mais sensivel foi mais uma
vez comprovada frente as cinco (5) amostras de soro de pacientes com PCM
comprovada e provenientes de regido protencialmente endémica, Mato
Grosso do Sul, para P. lutzii. Neste caso, todas as amostras encaminhadas
ao Laboratoério de Imunodiagndstico das Micoses, apresentavam histérico de
auséncia de reatividade frente a P. brasiliensis, porém, todas apresentavam
avaliacdo histopatolégica compativel com processo infeccioso causado por
Paracoccidioides sp. Na reavaliacdo destas amostras, verificamos que duas
amostras (J e L) reconheceram o antigeno Th 113 7d 10x [ ] (FN) de P.
brasiliensis, enquanto que as outras trés (M, N e O) permaneceram nao
reagentes. A avaliagdo, por IB, revelou que das cinco (5) amostras
avaliadas, quatro (J, L, M e O) foram reagentes tanto para P. brasiliensis
como para P. lutzii reafirmando a reatividade cruzada entre as espécies, e
consequentemente a impossibilidade de discriminar sorologicamente o

agente causal da doenca nestes pacientes.

Mais uma vez, os resultados gerados neste trabalho, contariam a
afirmacdo de Gegembauer et al. (2014). Ndo podemos afirmar que as
amostras de soro provenientes de Ronddnia, que apresentaram reatividade
de 80,05% para o antigeno de referéncia de P. lutzii e de 85,71% para 0s
antigenos Th 01 20d 10x [ ], Th 66 5d 20x [ ] e CFA-M 01 20d)
correspondam a amostras de pacientes infectados por P. lutzii, visto que
76,19% das amostras reconheceram Th 113 7d 10x [ ] (FN) de P.
brasiliensis. Verificamos, por IB, que esta reatividade aumentou de forma
expressiva (85,71%), sendo que nove pacientes (42,85%) apresentaram

reatividade frente a molécula de 43 kDa, nove (42,85%) frente as moléculas
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de 43 e 70 kDa e apenas trés (14,28%) ndo apresentaram reatividade a P.

brasiliensis

Em relacdo a amostra que apresentou auséncia de reatividade para
P. brasiliensis, tanto por ID como IB, porém reatividade, por ID, frente aos
antigenos de P. lutzii, optamos por avalia-la, por IB, frente aos antigenos Th
01 20d 10x [ ] (FN) e CSSEPC-M 01 20d (FN) de P. lutzii, mesmo né&o
conhecendo o padrdo de reatividade dos pacientes infectados por P. lutzii.
Verificamos, que esta amostra reconheceu de forma especifica a fracdo de
60 kDa presente em ambas as preparacdes antigénicas. Observamos ainda,
que esta fracdo também foi reconhecida pelo anticorpo policlonal anti-
antigeno de P. lutzii. Entretanto, nos chamou a atencéo o fato desta fracao
ter sido igualmente reconhecida por duas amostras (5RO e 15RO) que
apresentaram reatividade, por ID, frente a todas as preparacdes antigénicas
de P. brasiliensis e P. lutzii avaliadas neste trabalho, bem como por uma
amostra de soro de paciente de regido endémica para P. brasiliensis, e com
reatividade soroldgica para esta espécie de Paracoccidioides. Diante destes
resultados, ndo podemos afirmar que a molécula de 60 kDa seja especifica
de P. lutzii, mas podemos sugerir que a mesma seja uma das moléculas
responsaveis pela reatividade cruzada entre as espécies, especialmente
apos termos identificado, por SDS-PAGE, que a fracdo de 60 kDa é comum
a ambas as espécies. Desta forma podemos “especular”, porém nao afirmar,
a “possibilidade" deste paciente enquadrar-se no status de caso possivel ou
suspeito de PCM por P. lutzii. Entretanto, esta certeza s6 seria possivel por

meio de uma avaliagdo molecular.

Diante dos resultados obtidos nos ensaios de IB, ndo ha, em razéo da
grande variacao de fracfes antigénicas reconhecidas e pela variabilidade no
pradrédo de respostas observadas entre 0s pacientes, como supor, neste
momento e com essas avaliacdes, quais outras proteinas estdo envolvidas
na reatividade cruzada e quais sdo excluvisas de P. lutzii. Neste sentido, a

tnica forma de identificar tais fracbes e caracterizar por completo os
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determinantes antigénicos de P. lutzii é a avaliagdo sorolégica de amostras

de pacientes com PCM comprovada pela respectiva espécie.

Entretanto como ja mencionado anteriormente, a caracterizacao
molecular do fungo é o Unico meio de se determinar a espécie causadora da
PCM e para tanto se faz necessario o isolamento do patégeno ou ainda a
extracdo de material genético de Paracoccidioides sp de biopsia avaliando-
se tecido a fresco ou de material incluido em parafina. Tais procedimentos
enfrentam dificuldades, pois o isolamento fungico infelizmente nédo é
realizado em todos os casos e a bhidpsia € um método invasivo, e se 0
espécime nao for acondicionado em condicBes proprias para analise
molecular, como por exemplo, fixado em acetona para analise a fresco ou
formalina a 10% para o processamento histolégico, a chance de extracéo e
amplificagdo do DNA diminuem, assim como a possibilidade de identificacao.
Além disso, mesmo que todo esse processo seja feito, a caracterizacéo
molecular de isolados fungicos, ndo esta disponivel no Sistema Unico de
Saude e é somente realizado em casos determinados em parceria de

hospitais com universidades.

Buccheri et al.,, (2018) comprovam a complexidade antigénica
presente no género Paracoccidioides sp e alertam para a necessidade de
criteriosa interpretacdo dos resultados gerados, ilustrando também a
relevancia da abordagem molecular. Os autores relataram o caso de um
jovem de 16 anos, com a forma aguda de PCM, residente na cidade de
Itapecerica da Serra. Entretanto a avaliacdo sorolédgica frente a filtrado de
cultura de P. brasiliensis apresentou auséncia de reatividade. Pelo fato do
paciente  apresentar avaliacdo  histopatoldégica  sugestiva  para
Paracoccidioides sp solicitou- se sorologia para P. lutzii. A pesquisa de
anticorpos circulantes nesta segunda amostra confirmou auséncia de
reatividade para P. brasiliensis e reatividade (1:256) frente ao cell free
antigen de P. lutzii. De posse destes resultados, a amostra foi também
avaliada, por immunoblotting, frente a filtrado de cultura obtido do isolado

113 de P. brasiliensis e frente ao cell free antigen de P. lutzii, revelando
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reconhecimento de forte intensidade para as fracdes de 43 e 70 kDa de P.
brasiliensis e o reconhecimento de multiplas fracdes, entre 26 a 115 kDa, de
P. lutzii. Intrigados com estes resultados, os autores realizaram o ensaio de
semi nested PCR. A identificacdo da espécie como P. brasiliensis foi
confirmada por sequenciamento dos produtos de amplificagdo. A sequéncia
do paciente mostrou 98% de identidade quando comparada com as
sequéncias de gp43 de P. brasiliensis disponiveis no GenBank. Desta forma,
a avaliacao molecular demostrou que apesar dos ensaios sorologicos
demostrarem resultados que levariam a interpretar o caso como sendo PCM
causa por P lutzii, tratava-se, na verdade, de um paciente infectado por P.

brasiliensis.

Até pouco tempo, quando discutia-se especificamente a resposta
imune humoral, e portanto a qualidade das preparagcdes antigénicas,
diversos autores, preconizavam que um bom antigeno de P. brasiliensis,
visando o imunodiagnéstico da doenca, deveria conter em sua composi¢ao a
molécula de 43 kDa (Camargo e Franco, 2000; Vicentini, 2008; Camargo,
2008). Neste sentido, o filtrado de cultura obtido da cepa B-339 de P.
brasiliensis tem sido a preparagcdo antigénica mais utilizada pelos
laboratoérios de mico-sorologia, sendo que sua utilizacao justifica-se pelo fato
desta cepa expressar e secretar grandes quantidades de gp43 (Camargo et
al, 1988; Del Negro et al. 1995; Camargo e Franco, 2000; Camargo et al.,
2003; Camargo, 2008; Machado et al., 2013).

Entretanto, apesar da grande importancia desta molécula, Campos et
al. (1995) demonstraram que nem todos os isolados de P. brasiliensis
expressavam a gp43, demonstrando ainda existir diferentes isoformas desta
molécula. Em estudo posterior, Berzaghi et al. (2005), demonstraram que as
culturas fungicas de P. brasiliensis seriam compostas por diferentes clones e
por alguma razéo, apenas alguns destes expressariam a molécula de 43.000
daltons. Esses estudos explicam porque alguns pacientes, mesmo

infectados por P. brasiliensis, podem apresentar auséncia de reatividade
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para antigenos obtidos desta espécie, pois a isoforma de gp43 ao qual o
paciente foi exposto pode ser diferente da isoforma presente no ensaio.

Somada a essa dificuldade, Leitdo et al. (2014) estudando a gp 43 de
P. lutzii e P. brasiliensis verificaram que as mesmas apresentam 80% de
similaridade, possuindo epitopos semelhantes e diferentes entre si. Os
autores sugerem que apesar das duas espécies possuirem gp43 a
quantidade expressa entre as espécies € diferente, ou seja, P. brasiliensis
expressa gp43 em grande quantidade, estimulando os pacientes infectados
a produzirem grande quantidade de imunoglobulinas contra essa molécula,
de modo que esses individuos reagem tanto a gp43 de P. brasiliensis quanto
a ortéloga de P. lutzii. Por outro lado, P. lutzii expressa pouco essa
glicoproteina e por essa razéo, os individuos acometidos por essa espécie
nao respondem com grande quantidade de imunoglobulinas voltadas para a
mesma e por consequéncia ndo reconhecem essa fracdo nas demais

espécies de Paracoccidioides.

Segundo Machado et al. (2013), pacientes da Regidao Centro-Oeste
brasileira, infectados por P. lutzii, tém maior dificuldade de reconhecer
antigenos ricos em gp43, possivelmente pela maior variabilidade desta
molécula, dentro de P. lutzii. Por este raciocinio, os pacientes do Centro-
Oeste estariam sendo sensibilizados por formas variadas da gp43 e,
portanto, seus soros ndo seriam reativos as formas mais conservadas de
gp43 expressas por P. brasiliensis. Sendo assim, a gp43, também teria
importancia na infeccao por P. lutzii, e sua variabilidade, além de trazer
dificuldade ao diagndstico sorologico, seria um mecanismo de escape ao
hospedeiro. Ainda segundo os autores, esta afirmacdo corroboraria com
Matute et al. (2008) que sugeriram que 0 aumento de variabilidade em genes

de viruléncia seria importante no mecanismo de escape imunolégico.

Considerando o proposto por Leitdo et al., (2014), as observagdes de
Machado et al. (2013) e as isoformas estudadas por Campos et al. (1995)

nao € surpreendente que existam resultados falso negativos, principalmente
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de pacientes infectados por P. lutzii, ou infectados por outros isolados que
apresentem isoformas distintas de gp43, frente a filtrado de cultura, visto que
esta preparacdo antigénica, apresenta grande quantidade desta molécula

em sua composicao antigénica, aproximadamente 80% (Camargo, 2008).

A quantidade ou quais proteinas serdo reconhecidas no
immunoblotting, dependem do antigeno que esta sendo empregado. Assim,
como o filtrado de cultura privilegia a extracado da gp43, cell free antigen e
CSSEPC permitem a extracdo, além da referida molécula, de outras fracdes
protéicas e/ou glicoprotéicas frouxamente ligadas a parede celular do
patégeno. Neste sentido, Blotta e Camargo (1993), avaliaram cell free
antigen do isolado B-339 e identificaram, por SDS-PAGE, 42 fracdes
migrando entre 18 a 102 kDa, destas, 31 foram reconhecidas, por IB, por
amostras de soro de pacientes com PCM ativa, portanto, pode-se afirmar,

gue imuno-dominancia ndo é sinénimo de imuno-exclusividade.

Batista et al., 2010; Nunes, 2014; Marques-da-Silva et al., 2012 tém
defendido em suas publicacBes, o emprego de antigenos produzidos a partir
de isolados regionais para a realizacdo do imunodiagnostico da PCM em
suas regides. Acerca disto, devemos salientar que apesar dos primeiros
isolamentos e identificacbes de P. lutzii terem se concentrado na regiao
Centro-Oeste (Teixeira et al.,, 2014), trabalhos mais recentes tém
demostrado a circulacdo e presenca desta espécie em outras regides
brasileiras como Sul e Sudeste e coexistindo com P. brasiliensis (Arantes et
al., 2016; Mendes et al., 2017), tornando as dificuldades, consideradas

inicialmente como regionais, ainda maiores.

Além da aparente distribuicdo de P. lutzii pelo territdrio nacional deve-
se lembrar que ha um alto grau de migracdo de pessoas no Brasil, tanto de
individuos que vem da regido Norte e Nordeste para as regides Sul e
Sudeste, como de pessoas residentes nos estados das regides Sul e
Sudeste que migram em dire¢ao a regido Centro-Oeste e Norte em busca de

novas oportunidades, devido a franca expanséo da fronteira agropecuaria.

169



Neste cenario, como afirmar e identificar casos autoctones e eleger isolados

regionais, ja que a PCM pode demorar anos para se manifestar?

O presente trabalho produziu e avaliou preparacfes antigénicas de
P. lutzii que foram capazes de discrimar soros de regifes endémicas e nao
endémicas para Paracoccidioides sp. Entre esses antigenos, destacam-se
as preparacdes antigénicas Th 01 20d 10X [ ] (FN), Th 66 5d 20X [ ] e
CSSEPC-M 01 20d (FN), que por ID, apresentaram 87,5% (21 soros de 24)
de reatividade no grupo de amostras de regido ndo endémica para P. lutzii e
reagentes para P. brasiliensis. No grupo de amostras sem avaliacdo
sorolégica prévia, provenientes de regido potencialmente endémica para P.
lutzii essas mesmas preparacées antigénicas apresentaram desempenho

semelhante, com 85, 71% de reatividade (18 soros de 21).

Estes resultados contrariam os dados de Batista Jr et al. (2010), uma
vez que o0s autores observaram uma expressiva diferenca no padréo de
reatividade ao avaliarem, por ID, amostras de soro de pacientes residentes
nos estado Sdo Paulo e Mato Grosso frente ao antigeno padrdo de P.
brasiliensis e um antigeno obtido a partir de um isolado do Mato Grosso,
identificado como antigeno regional. Os autores demonstraram que frente ao
antigeno regional, as amostras de soro de pacientes de Mato Grosso e S&o
Paulo, apresentaram reatividade de 92,3% versus 41,3%, respectivamente.
Por outro lado, quando estes mesmas amostras foram avaliadas frente ao
antigeno padréo de P. brasiliensis, a reatividade foi de 26,2% versus 100%,
respectivamente. A diferenca entre os dados gerados por Batista Jr et al.
(2010) com os do presente trabalho pode estar provavelmente relacionada
ao método de obtencdo de antigeno, que foi diferente em ambos os casos,

ou a diferente expressao de gp 43 por ambos os isolados.

Em relacdo a avaliacdo de soros de pacientes com acompanhamento
sorologico para histoplasmose, observou-se que frente aos antigenos
obtidos em agar Fava-Netto modificado segundo Freitas (2005), trés (30%)

soros apresentaram reatividade, e que frente as preparacdes do tipo
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CSSEPC apenas duas (20%) foram reagentes, sugerindo que as
preparacdes obtidas segundo Freitas (2005) acarretariam em maior nimero
de reatividade cruzada. Porém é importante salientar que somente 10
amostras foram avaliadas, e que perante esse resultado, testes com um

numero maior de soros devem ser realizados.

A reatividade cruzada entre soros de pacientes com histoplasmose ou
aspergilose frente a antigenos de Paracoccidioides sp ja foi descrita por
inUmeros trabalhos e esta relacionada a similaridade antigénica entre as
espécies (Negroni et al. 1975; Silveira-Gomes e Silva, 2012) e ainda
representa um problema no diagnostico mesmo quando antigenos
recombinantes séo utilizados nos ensaios (Ortiz et al., 1998). Outros fatores
que devem ser considerados nesses casos de reatividade cruzada
concentram-se na possibilidade do individuo infectado por Histoplasma
capsulatum j4 ter tido contato com Paracoccidioides sp, visto que ambos os
patdgenos podem coabitar 0 mesmo nicho ecoldgico. Desta forma, a
reatividade cruzada identificada no ensaio, pode se dar pela presenca de
anticorpos de memdéria ou ainda, o que é raro, a coinfeccdo pelos dois

patdgenos (Torres Esteche et al., 2012).

Deste modo, o presente trabalho obteve antigenos que apresentaram
bom desempenho frente aos diferentes grupos de amostras avaliados. Além
disso, € importante enfatizar, que a execucao dos dois métodos utilizados é
simples, pouco onerosa uma vez que ndo requer o uso de aparelhos
sofisticados, repiques de pré-indculo, e agitacdo constante tornando,
portanto, a obtencdo destes antigenos acessiveis aos mais diversos
laboratérios presentes no Brasil, e nos demais paises da América do Sul,
onde a doenca é endémica.

Além disso, € interessante ressaltar que os antigenos produzidos a
partir do isolado 01 de P. lutzii, empregando as metodologias descritas por
de Freitas (2005) e Assis (1989) apresentaram desempenho semelhante.

Deste modo, um laboratorio extremamente simples, que n&o possua o0
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recurso da liofilizagdo, empregando um liofilizador ou rota-vapor, para
produzir antigenos segundo Freitas (2005), poder& produzir o CSSEPC, que
pode ser utilizado in natura, mantendo bons resultados. Soma-se a isto, 0
fato do isolado 01, por ter sido o primeiro isolado de P. lutzii identificado,
encontrar-se presente em diversos laboratérios, centros de pesquisa, o que

colaboraria grandemente para a padronizacdo de antigenos de P. lutzii.

Entretanto, a constatacdo da ocorréncia de reatividade cruzada entre
as espécies de Paracoccidioides spp, observada tanto por imunodifusédo
dupla quanto por immunoblotting sinalizam claramente que mais estudos
devem ser executados, porém, como ja mencionado anteriormente,
avaliando preferencialmente amostras de soro de pacientes sabida e

comprovadamente infectados com P. lutzii

Pensando na avaliacdo da imunidade humoral dos pacientes
infectados por Paracoccidioides sp, deve-se salientar que um resultado
sorologico depende “minimamente” de uma triade composta pela amostra
avaliada, pelo ensaio soroldgico e especialmente pela qualidade do antigeno
utilizado. Cada um destes pilares relaciona-se com uma série de outras

variaveis que influenciam o resultado do ensaio.

Diante de tudo que foi apresentado e discutido ao longo deste
trabalho, fica claro, que as dificuldades no diagnostico soroldégico da PCM
devem ser encaradas como um problema nacional, uma vez que héa altas
taxas de migracdo de pessoas e que P. lutzii ja foi identificado em regides
geograficamente distantes daquelas consideradas até o momento como
endémicas para a espécie, ou seja, regides Centro-Oeste e Norte, assim
como P. brasiliensis ja foi isolado em outras regides além da Sul e Sudeste.
Portanto, os laborat6rios de mico-sorologia devem estar preparados para a
avaliacdo de pacientes que nunca sairam de seu estado de origem bem
como de pacientes que ja estiveram e trabalharam em todo territorio

nacional.
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7.0. Conclusoes

N&o foi possivel, correlacionar os aspectos fenotipicos dos isolados 01, 66 e
8334 cultivados durante 5,10 e 20 dias, a 37°C em &agar Fava-Netto
modificado com a expressado das fracdes antigénicas. Porém, observou-se
diferengas morfoldgicas entre os meios de cultura utilizados, como aumento
visivel de esporulacdo das leveduras dos isolados 01 e 66 e grande
guantidade de células em degeneracdo em agar Sabouraud-dextrose, bem
como presenca de células catenuladas nos isolados 01 e 8334 quando

cultivados neste meio de cultura.

O baixo desempenho (auséncia de reatividade ou reatividade de fraca
intensidade), por ID, dos antigenos obtidos em agar Sabouraud-dextrose
frente ao anticorpo policlonal espécie-especifico, a dosagem proteica inferior
dos antigenos obtidos nesse meio de cultura, e a reatividade cruzada dos
antigenos CSSEPC convencional e modificado de 8334, frente ao anticorpo
policlonal anti-antigeno de H. capsulatum concluimos que o meio de cultura
agar Sabouraud-dextrose nado € indicado para a obtencdo de antigenos de

P. lutzii.

Todas as avaliagbes realizadas demonstram melhor desempenho das
preparacdes antigénicas obtidas em agar Fava-Netto modificado, indicando
ser esse, 0 meio de cultura de escolha para a obtencdo de antigenos de P.

lutzii.

A utilizacdo dos protocolos descritos por Freitas (2005) e Assis et al. (1998)
proporcionaram a obtencdo de preparagfes antigénicas de qualidade, de
baixo custo operacional, e facil obtencéo, visando o imunodiagndstico da
PCM causada por Paracoccidioides sp, podendo ser facilmente reproduzidos
em todos os laboratérios de mico-sorologia, mesmo aqueles com um parque

tecnolégico modesto.
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Nenhum antigeno obtido em &agar Fava-Netto modificado apresentou, por
imunodifusdo dupla, reatividade cruzada frente aos anticorpos policlonais
anti-antigeno de H. capsulatum e anti-antigeno de A. fumigatus, bem como
frente a amostras de soro de individuos saudaveis, indicando que os

antigenos produzidos sao “especificos”.

Houve reatividade cruzada, independentemente da classificacdo
epidemiologica de origem das amostras de soro, ou seja, regides
potencialmente endémicas ou ndo para P. lutzii e P. brasiliensis, entre as
espécies de Paracoccidioides sp tanto por imunodifusdo dupla como por

immunoblotting.

O emprego do ensaio de immunoblotting para avaliar amostras de soros de
pacientes que em imunodifusdo dupla apresentaram auséncia de reatividade
para alguma das espécies de Paracoccidioides, permitiu o reconhecimento
dos marcadores sorolégicos de P. brasiliensis bem como de inumeras
fracGes de P. lutzii, diminuindo substancialmente o percentual de resultados

falsos negativos.

A reatividade cruzada entre P. brasiliensis e P. lutzii ndo permitiu diferenciar
sorologicamente casos de PCM causados por P. lutzii e P. brasiliensis

empregando os ensaios de imunodifusdo dupla e immunoblotting.

A fracdo de 60 kDa de P. lutzii pode estar relacionada a ocorréncia de

reatividade cruzada entre P. luzii e P. brasiliensis.
A avaliagdo do perfil eletroforético dos antigenos de P. lutzii e de P.
brasiliensis, revela que ambas as espécies apresentam em sua constituicao

antigénica, fragbes que sdo comuns entre si.

As analises sorologicas, por imunodifusédo dupla, sugerem fortemente que os

relatos de resultados falso negativos, possam estar diretamente
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relacionados aos antigenos empregados, que ndo contemplam em sua

composicao toda a diversidade antigénica de Paracoccidioides sp.

A avaliagdo preliminar do emprego de poll de antigenos, por imunodifuséo
dupla, sugere que a combinacdo de preparacfes antigénicas pode melhorar
o imunodiagndstico da PCM causada por Paracoccidoides sp. Porém, testes
com um numero maior de amostras de soro devem ser realizados para
comprovar o aumento da sensibilidade e verificar qual associagcéao antigénica

devera ser utilizada.

Observou-se claramente a existéncia de reatividade soroldgica das amostras
de soro de pacientes com PCM comprovada ou com suspeita clinica da
doenca entre ambas as espécies, e o compartihamento de fracbes
antigénicas em Paracoccidioides sp. Desta forma, pesquisas que
contemplem a avaliagcdo sorolégica de amostras de pacientes com PCM
comprova por P. lutzii devem ser realizadas, com o objetivo de caracterizar

as fragcBes exclusivas da espécie.
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9.0 Anexos

Anexo A:

Comité de Etica em Pesquisa

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORLA DE CONTROLE DE DOENCAS
TNSTITUTO ADOLFO LUTZ
Comité de Etica em Pesquisa - CEPIAL
Av. Dr. Arnaldo, 355 — Sala 83 - Cergueira César - 01246-902

Fone: 3068-2859 e-mall: ceplalgdlal.sp.gov.br
880 Paulo, 16 de dezembro de 201 1.

Protocolo: D87 f2011
Registro CEPIAL n® 026/2011 de 19/00/11
1? Protocolo - 063/2011 de 04/11/11

Projete de Pesquisa: “Comparagde do perfil antigdnico das espécies cripticas de
Paracoccidioides brasiliensis ¢ Paracoccidivides Jurzii na resposta imune
humoral de pacientes com paracoccidioidomicoss™.

Pesquisador Responadvel: Adriana Pardind Vicentini
Instituigfio: Instituto Adolfo Lutz

O Comité de Eties em Pesquisa do Instinute Adolfo Lutz - CEPIAL analisou e
deliberou em reunido ordindria de 15 de dezembro de 2011, de acordo com a Resoluglio
CNS n° 196 de 10 de outubro de 1996 e resolugdes complementares, o projeto na
categoria APFROVALM),

Em econformidade com o item [X. 2 da Resolug@io CNS n® 196/1996 - cabe ao
pesquisador: a)desenvolver o projeto conforme delineado; b)elaborar ¢ apresentar os
relatorios parciais ¢ final; cjapresentar dados sollclados pelo CEP, a qualguer
momento; dimanter em arquive, sob sua guarda, por 5 anos, oz dadoz da pesquisa,
contendo fichas individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP;
elencaminhar os resultados para publicagfio, com os devidos créditos aos pesquisadores
associados e ao pessoal wécnico participante do projero; fjjustificar, perame o CEF,
interrupefio do projeto ou a niio publicagfio dos resultados,

Oz relatdrios parciais deveriio ser encaminhados ao CEPIAL a cada seis meses a partir
do inicio da pesquisa.

s h:ﬁ"':_.-f_ e K
L@z Marina Trujillo
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
Instituto Adolfo Lutz — CEPLAL
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Anexo B: Meio de Cultura para a Producdo de antigenos de

Paracoccidioides sp

B.1. Meio de Fava Netto modificado

Neopeptona 13,39
Extrato de carne 5009
Cloreto de Sédio 50¢9
Extrato de levedura 50¢9
Dextrose 40,0 g
Agar 18,0 g
Agua destilada 1000,0 mL

Dissolver o agar em 1000,0 mL de agua destilada, aquecendo-o em banho
maria até sua completa dissolucdo em seguida acrescentar os demais
componentes. Ajustar o pH do meio para 7,2-7,4, homogeneizar muito bem a
mistura. Distribuir em tubos para cultura (20x200 mm) e autoclavar a 120°C
durante 15 minutos. ApGs a solidificacdo, armazenar a 4°C até o momento

do uso.

B.2. Meio de Agar Sabouraud-dextrose

Dextrose 40,0 g
Peptona 10,09
Agar 15,0 g
Agua Destilada 1000,0 mL

Dissolver o 4gar em 1000,0 mL de agua destilada, aquecendo-o em banho
maria; adicionar a dextrose e a peptona, homogeneizar muito bem a mistura.
Distribuir em tubos para cultura (20x200 mm) e autoclavar a 120°C durante 15

minutos. Apods a solidificacdo, armazenar a 4°C até o momento do uso.



Anexo C: Solucdo Thimerosal, segundo Freitas (2005)

Etil mercurio tio salicilato de sédio 109
Borato de Sédio 149
Agua destilada 100,0 mL

Dissolver os sais em aproximadamente 80,0 mL de agua destilada até
completa dissolucdo dos mesmos, completar o volume para 100,0 mL.

Armazenar em frasco ambar a 4°C, até o momento do uso.



Anexo D: Solucdes e tampdes utilizados na técnica de eletroforese em
gel de poliacrilamida

D.1.1. Solucéao de bis-acrilamida

Acrilamida 30% 30,09
Bis-acrilamida 0,849
Agua destilada gsp 100,0 mL

Homogeneizar a acrilamida e bis-acrilamida em 50,0 mL de agua destilada
em béquer envolto com papel aluminio. Apés acertar o volume para 100,0
mL e filtrar a solucédo. Estocar a 4°C, em frasco ambar envolto em papel
aluminio devidamente identificado com o home da solucdo, niumero do lote,

responsavel pelo preparo e data do preparo.

D.1.2. Tampéao Lower gel

Trizma Base pH (8,8) 18,2 ¢
SDS 0449
Agua destilada gsp 100,0 mL

Adicionar 50,0 mL de agua destilada ao trizma base, homogeneizar e ajustar
o pH da solucao para 8,8. Acrescentar o SDS, completar o volume e filtrar a
solucdo. Estocar a 4°C em frasco ambar envolto em papel aluminio
devidamente identificado com o nome da solucdo, numero do lote,

responsavel pelo preparo e data do preparo.

D.1.3. Tampéao Upper Gel
Trizma base 0.5M 3,09
SDS 029
Mili-q 50,0 mL



Adicionar 25,0 mL de agua destilada ao trizma base, homogeneizar e ajustar
0 pH da solucao para 6,8. Acrescentar o SDS, completar o volume e filtrar a
solucdo. Estocar a 4°C em frasco ambar envolto em papel aluminio
devidamente identificado com o nome da solucdo, numero do lote,

responsavel pelo preparo e data do preparo.

D.1.4. Solucéao de Persulfato de amdnia 10%
Persulfato de amonia 0,59

Agua destilada 5,0 mL

Apods a dissolucao do persulfato de amonia, distribuir 50 pL da solucdo em
tubos tipo eppendorf. Armazenar a -20C até 0 momento do uso, em caixa
devidamente identificada com o nome da solugdo, numero do lote,

responsavel pelo preparo e data do preparo.

D.1.5. Solucéo de Duodecil Sulfato de Sodio (SDS) a 20%
SDS 10,09
Agua bidestilada 50,0 mL

Dissolver o duodecil sulfato de so6dio em 50,0mL de agua destilada,
homogeneizar muito bem. Armazenar em frasco devidamente identificado
com o nome da solucdo, numero do lote, responsavel pelo preparo e data do

preparo.

D.1.6. Tampéao de amostra Redutor (5x)

Tris 1M pH6,8 0,69

Glicerol 2,5mL
SDS 20% 1,0 mL
2- mercaptoethanol 0,5mL

Agua destilada 4,4 mL



Apds misturar os reagentes distribuir 500 pL da solugdo em distribuir 50 L
da solucdo em tubos tipo eppendorf. Armazenar a -20C até o momento do
uso, em caixa devidamente identificada com o nome da solugéo, nimero do

lote, responsavel pelo preparo e data do preparo.

D.1.7. Tampao de corrida 10 vezes concentrado

Glicina 144,09
Trizma base 30,39
SDS 10,0 g
Agua destilada gsp 1000,0 mL

Dissolver em 600,0 mL de agua destilada a glicina e o trizma, homogeneizar
e acertar o pH da solucdo para 8,3. Adicionar o SDS, homogenizar até
completa dissolugdo. Completar o volume para 1000,0mL. Armazenar a 4°C
em frasco ambar, devidamente identificado com o nome da solu¢do, numero
do lote, responsavel pelo preparo e data do preparo Para uso, diluir na
seguinte proporcdo: 100,0 mL de Tampéao de transferéncia 10 vezes
concentrado em 900,0 mL de agua bidestilada

D.1.8. Gel de Separacédo na concentracdo 10% de acrilamida

Agua destilada 6,7 mL
Tampao Lower 4,0 mL
Solucéo de bis- acrilamida 3,0 mL
Persulfato de amonia 25 uL

Temed (N,N,N’,N'-Tetramethylethylenediamine) 12.5 uL

Homogeneizar em um béquer as quantidades determinadas de &gua,
tampéo lower e solugdo acrilamida. Apds homogeneizar adicionar Temed e
por ultimo, o persulfato de amoénia. Apés homogenizar, usar imediatamente
aplicando cuidadosamente entre as placas de vidro do sistema de
eletroforese, cobrindo com agua destilada para auxiliar no processo de

polimerizacao. Esperar polimerizar por aproximadamente 30 a 40 minutos.



D.1.9. Gel de empilhamento na concentragao de 3% de acrilamida

Agua destilada 2,95 mL
Tampao upper 1,25 mL
Solucéo de bis- acrilamida 0,8 mL
Persulfato de amodnia 15 pL

Temed (N,N,N’,N'-Tetramethylethylenediamine) S pL

Homogeneizar em um béquer as quantidades determinadas de &agua,
tampé&o upper e solucéo acrilamida. Apdés homogeneizar adicionar Temed e
por ultimo, o persulfato de aménia. Ap6s homogeneizar, aplicar
imediatamente entre as placas de vidro do sistema de eletroforese. Colocar
o pente escolhido na solucdo evitando a formacdo de bolhas. Esperar

polimerizar por aproximadamente 30 a 40 minutos.

D.1.10. Solucé&o corante coomassie brilliant blue R-250

Coomassie brilliant blue R-250 409
Acido acético glacial 100,0 mL
Etanol 450,0 mL
Agua destilada q gsp 1000,0 mL

Em um baldo volumétrico adicionar o acido acético e o etanol, completar o
volume para 1000,0 mL de agua. Adicionar o corante. Homogeneizar
lentamente em agitador magnético até completa dissolucdo do corante.

Filtrar e estocar em frasco ambar a temperatura ambiente.
D.1.11. Solugéo descorante
Acido Acético Glacial 100,0 mL

Etanol 450,0 mL
Agua destilada 450,0 mL



Misturar os reagentes em agua destilada. Depois de pronto, estocar a
temperatura ambiente em frasco ambar devidamente identificado com o
nome da solucdo, numero do lote, responsavel pelo preparo e data do

preparo.

D.1.12. Coloracéo do gel de poliacrilamida pelo método da prata

Solucéo Fixadora

Metanol 50, 0 mL
Acido acético glacial 12,0 mL
Formaldeido 50, O uL

Agua destilada gsp 100,0 mL

Solucéo de Impregnacéo

Nitrato de prata 0,20¢g
Formaldeido 75,0 uL
Agua destilada gsp 100,0 mL

Solucédo Reveladora

Carbonato de sodio 6,09
Tiossulfato de sédio 2,0 mL
Formaldeido 50,0 pL
Agua destilada qsp 100,0 mL
Solugéo Stop

Etanol 50,0 mL
Acido acetico 12,0 mL
Agua destilada gsp 100,0 mL

Apds o termino da corrida eletroforética, lavar rapidamente o gel em agua
destilada e coloca-lo por pelo menos uma hora, sob leve agitagdo na
solucéo fixadora. Lavar trés (3) vezes com em solucéo de etanol a 50% e
a seguir cobri-lo por um (1) minuto com solucdo de tiossulfato de sodio
0,02% (solucdo de pré-tratamento). Lavar com agua destilada trés (3)
vezes de 20 segundos cada lavagem. Colocar na solucdo de
impregnacgao por 20 minutos. Lavar com agua destilada trés (3) vezes de



20 segundos cada lavagem. Colocar na solucdo reveladora, sob leve
agitacdo, até que a revelacdo das fragcbes protéicas. Lavar com agua

destilada durante 20 segundos.



Anexo E: Solu¢cdes empregadas no ensaio de imunodifusdo dupla em

gel de agarose.

E.1.1. Agar bacterioldgico 1%
Agar bacteriologico 1,0 g
Agua destilada 100,0 mL

Pesar o agar bacteriologico e coloca-lo em erlenmeyer de 200,0 mL.
Homogeneizar e levar ao forno de microondas para fundir tomando cuidado
para ndo levantar fervura. ApGs fuséo, distribuir 10,0 mL da solucdo em
tubos 16x160 mm devidamente identificados com o nome da solucédo,
namero do lote, responsavel pelo preparo e data do preparo. Armazenar a 4°

C até o momento do uso.

E.1.2. Agar Citrato de Sodio

Glicina 7549
Citrato 049
Cloreto de Sédio 09g¢
Agarose 10g
Agua destilada gsp 100,0 mL

Dissolver em aproximadamente 80,0 mL de 4gua destilada, o cloreto de
sédio, o citrato de sodio e a glicina, homogeneizar bem até a completa
dissolucdo dos reagentes. Ajustar o pH da solucdo entre 6,7- 6,9 e
completar o volume para 100,0 mL. Acrescentar a agarose e levar ao
forno microondas para fundir. Deve-se prestar muita atencdo para que a
solucdo ndo entre em fervura, a mesma estara fundida quando ficar
transparente. Apés a etapa de fuséo, adicionar o thimerosal. Distribuir
10,0 mL da solu¢do em tubos de 16X160 devidamente identificados com
0 nome da solugéo, numero do lote, responsavel pelo preparo e data do

preparo. Armazenar a 4° C até o momento do uso.



E.1.3. Solucdo Citrato s6dio 5%
Citrato de sodio 50,0 g
Agua destilada 1000,0 mL

Em um béquer, sob agitacdo, misturar a agua e o citrato de sodio até
gue o sal esteja completamente dissolvido. Distribuir em frascos ambar
devidamente identificados com o nome da solucdo, nimero do lote,
responsavel pelo preparo e data do preparo. Armazenar a 4° C até o

momento do uso.

E.1.4. Solucao salina 0,85%
Cloreto de sddio 8,549
Agua destilada 1000,0 mL

Em um béquer, sob agitacdo, misturar a agua e o cloreto de sédio até que o
sal esteja completamente dissolvido. Distribuir em recipiente proprio
devidamente identificado com o nome da solucdo, numero do lote,
responsavel pelo preparo e data do preparo. Manter a temperatura ambiente

depois de pronto.

E 1.5. Solucdo corante coomassie brilliant blue R-250

Coomassie brilliant blue R-25 409
Acido acético glacial 100,0 mL
Etanol 450,0 mL
Agua destilada gsp 1000,0 mL

Em um baldo volumétrico adicionar o acido acético e o etanol, completar o
volume para 1000,0 mL de &gua didestilada. Adicionar o corante.
Homogeneizar lentamente em agitador magnético até completa dissolugéo
do mesmo. Filtrar e estocar a temperatura ambiente em frasco ambar
devidamente identificado com o nome da solugcdo, numero do lote,

responsavel pelo preparo e data do preparo.



E.1.6. Solucao descorante

Acido Acético Glacial 100,0 mL
Etanol 450,0 mL
Agua bidestilada 450,0 mL

Misturar os reagentes em agua destilada. Depois de pronto, estocar a
temperatura ambiente em frasco ambar devidamente identificado com o
nome da solugcdo, numero do lote, responsavel pelo preparo e data do

preparo.



Anexo F: Solucbes e tampdes utilizados na técnica de immunoblotting

F.1.1. Tampéao de Transferéncia 10 vezes concentrado

Tris 15,15¢
Glicina 72,09
Agua destilada gsp 500,0 mL

Dissolver em 500,0 mL de agua destilada a glicina e o tris, homogeneizar
Armazenar a 4°C em frasco ambar, devidamente identificado com o nome da
solucdo, numero do lote, responsavel pelo preparo e data do preparo. Para
uso, diluir na seguinte proporcdo: 100,0 mL de tampao de transferéncia 10

vezes concentrado, 100,0 mL de metanol e 800,0 mL de agua destilada.

F.1.2. Solucdo Corante utilizada para controle da transferéncia

Ponceau-S 19
Acido acético glacial 2,0 mL
Agua deslilada gsp 200,0 mL

Armazenar a temperatura ambiente em frasco ambar.

F.1.3. Solugcdo Salina Tamponada com Fosfatos (PBS) pH 7,2-7,4 (10

vezes concentrado).

Cloreto de Sédio 80,0¢g
Fosfato monopotassico 2,49
Fosfato dissédico 14,4 ¢
Agua destilada gsp 1000,0 mL

No momento do uso diluir 100,0 mL de PBS 10 X concentrado em 900,0 mL

de agua destilada.



F.1.4. Solucé&o de bloqueio (PBS-L 5%)
PBS (pH 7,2 — 7,4) 100,0 mL

Leite desnatado em pé 59

F.1.5. Solucé&o de incubagéo (PBS-L 3%)
PBS(pH 7,2 — 7,4) 100,0 mL

Leite desnatado em pé 3.0¢g
F.1.6. Solucdo PBS-Tween 20 (0.1%)
PBS (pH 7,2 - 7,4) 1000,0 mL

Tween 20 1000,0 pL

F.1.7. Solugdo cromoOgena para anti-imunoglobulina conjugado a

peroxidase
4-cloro 1-naftol 15,0 mg
PBS (pH 7,2 - 7,4) 20,0 mL
Metanol 5,0 mL
Peroxido de hidrogénio 30,0 pL

Dissolver o 4-cloro 1-naftol no metanol frio, acrescentar a solucéo PBS e por
altimo o perdxido de hidrogénio. Preparar a solugdo cromégena somente no

momento do uso.



Anexo G: Tabelas de dosagem protéica

G.1.1. Dosagem protéica dos antigenos obtidos segundo Freitas (2005)

em agar Fava-Netto modificado

Dosagem protéica, segundo Bradford (1976) dos antigenos de P.lutzii
obtidos segundo Freitas (2005), produzidos por 5, 10 e 20 dias em agar
Fava-Netto modificado.

Antigeno 5 dias 10 dias 20 dias
PIO1  10x[] 65,78 mg\mL 69,17 mg\mL 71,09 mg\mL
PIO1 20x[] 216,55 mg\mL 235,15 mg\mL 243,39 mg\mL
PI66 10x[] 58,07 mg\mL 63,63 mg\mL 76,86 mg\mL
PI66  20x[] 133,16 mg\mL 212,26 mg\mL 256,36 mg\mL
P11 8334 10x[] 69,93 mg\mL 69,08 mg\mL 159,09 mg\mL

Pl 8334 20x [ ]

210,29 mg\mL

230,19mg\mL

274,85 mg\mL

G.1.2. Dosagem protéica dos antigenos obtidos segundo Freitas (2005)
em agar Sabouraud-Dextrose

Dosagem protéica, segundo Bradford (1976) dos antigenos de
P.lutzii obtidos segundo Freitas (2005), produzidos por 5, 10 e 20
dias em agar Sabouraud-Dextrose

Antigeno 5 dias 10 dias 20 dias
PIO1 10x[] 25,20 mg\mL 26,21 mg\mL 25,97 mg\mL
PIO1 20x[] 4497mg\mL 54,87 mg\mL 49,06 mg\mL
PI66 10x[] 29,63mg\mL 36,52 mg\mL 39,07 mg\mL
PI66 20x[] 57,60 mg\mL 65,34 mg\mL 132,94 mg\mL
PI18334 10x[] 29,96 mg\mL 30,78 mg\mL 32,80 mg\ mL
PI 8334 20x[] 62,06 mg\mL 68,18 mg\mL 60,47 mg\mL




G.1.3. Dosagem protéica dos antigenos obtidos segundo Assis et al
(1998) e sua versao modificada em &gar Fava-Netto modificado.

Dosagem protéica, segundo Bradford (1976) dos antigenos CFA de
P.lutzii obtidos segundo Assis et al (1998) e sua versdo modificada

produzidos por 5, 10 e 20 dias em agar Fava-Netto modificado

Antigeno 5 dias 10 dias 20 dias
PIO1C 19,31 mg\mL 19,36 mg\mL 16,12 mg\mL
PIO1 M 8,82 mg/mL 12,68 mg/mL 17,70 mg/mL
Pl 66 C 10,95 mg\mL 15,02 mg\mL 17,17 mg\mL
Pl 66 M 16,63 mg\mL 15,70 mg\mL 14,23 mg\mL

P18334 C 8,82 mg/mL 13,53 mg/mL 19,31 mg/mL

P18334 M 8,90 mg/mL 13,77 mg/mL 24,94 mg/mL

C: Antigenos obtidos segundo Assis et al (1998)
M: Antigenos do tipo CSSEPC modificado
-: N&o realizado

G.1.4. Dosagem protéica dos antigenos obtidos segundo Assis et al
(1998) e sua versao modificada em agar Sabouraud-Dextrose.

Dosagem protéica, segundo Bradford (1976) dos antigenos CFA de
P.lutzii obtidos segundo Assis et al (1998) e sua versdo modificada

produzidos por 5, 10 e 20 dias em agar Sabouraud-Dextrose

Antigeno 5 dias 10 dias 20 dias
PIO1C 4,78 mg\ mL 3,80 mg\ mL 4,78 mg\ mL
PIO1M 3,77 mg/ mL 3,22 mg/ mL 4,26 mg/ mL
Pl 66 C 3,29 mg/ mL 5,65 mg/ mL 7,75 mg/ mL
Pl 66 M 2,46 mg/ mL 4,24 mg/ mL 4,82 mg/ mL

P18334 C 3,48 mg/ mL 7,42 mg/ mL 9,12 mg/ mL

PI1 8334 M 2,99 mg/ mL 7,9 mg/ mL 11,50 mg/ mL

C: Antigenos obtidos segundo Assis et al (1998)
M Antigenos do tipo CSSEPC modificado




Anexo H: Perfil eletroforético dos antigenos obtidos segundo Freitas (2005) em agar Fava-Netto modificado

A

f8;3kDa |- — 78.9kDa

17,08kDa 17 Géioa

20 10 5 20 10 5

10 x [] 20x[] 20x [] 10 x []

78,9kDa

17,08kDa

20 10 5 * 20 10 5

20x[1 10x[]

A) Th 01, B) Th 66, C) Th 8334, *padrao de peso molecular.



Anexo |: Perfil eletroforético dos antigenos obtidos segundo Assis et al (1998) e sua versao modificada em agar
Fava-Netto modificado.

78,9kDa
78,9kDa

17,08kDa 17,08kDa

17,08kDa

0 10 * 10 10 5 :
5 510 10 * 20 20

78,9kDa

17,08kDa

¥ O TR
pias 5 5 10 10 =* 20 20 2020 20 * 10 10 10

A) CSSEPC-C 0l, B) CSSEPC-M 01, C) CSSEPC-C 66, D) CSSEPC-M 66, E) CSSEPC-C
8334 F) CSSEPC-M 8334. Onde: C é convencional e M é modificado. * Padréo de Peso
Molecular



Anexo J: Perfil eletroforético dos antigenos obtidos segundo Freitas (2005) em Sabouraud-dextrose

78.9 kDa

17.08 kDa

20X [] 10X [] 20X [] 10X []

78.9 kDa

17,08 kDa

20 10 5 x 20 10 5
20X [] 10X []

A) Th 01, B) Th 66, C) Th 8334, *padréo de peso molecular.



Anexo K: Perfil Eletroforético dos antigenos obtidos segundo Assis et al (1998) e sua versdo modificada em &gar
Sabouraud dextrose.

20M 10M 5M % 5C 10Cc 20C 20 M 20 M % oM 10Mm 5M 5M

A) CSSEPC-C e M de 01, B) CSSEPC-C e M de 8334, C) CSSEPC-C de 66, D) CSSEPC-M de 66.
Onde: C é convencional e M é modificado e * Padrdo de Peso Molecular



Anexo L: Massas moleculares estimadas, em kDa, dos antigenos obtidos

segundo Freitas (2005) em A) agar Fava-Netto modificado B) agar
Sabouraud-dextrose.

A)
Antigenos Fracdes
16, 18, 21, 22, 24, 27, 29, 33, 35, 39, 40, 45, 49, 54,
Th 01
61, 72
14,17, 18, 21, 25, 28, 34, 39, 40, 42, 45, 49, 55, 61,
Th 66
65, 70, 106
15, 17, 19, 21, 23, 26, 29, 34, 37, 40, 46, 51, 56, 64,
Th 8334
74, 80
B)
Antigenos Fracdes
19, 21, 23, 25, 26, 29, 32,34, 35, 37,
Th 01 41,47
Th 66 37,41, 53
Th 8334 18, 23, 36, 44, 64




Anexo M: Massas moleculares estimadas, em kDa, dos antigenos obtidos

segundo Assis et al. (1998) e sua versdao modificada em A) &agar Fava

Netto modificado e B)) agar Sabouraud-dextrose.

A)
Antigenos Fracdes

13,16, 17, 19, 21, 23, 29, 30, 34, 37, 42, 47, 49,
CSSEPC-COL 51, 52, 55, 58, 62, 69, 89, 94, 116.

13, 15,16, 17, 22, 24, 28, 31, 34, 35, 37, 40, 42,
CSSEPC-MO1 45, 50, 52, 54, 62.

12, 14, 16, 18, 20, 22, 23, 25, 28, 30, 35, 37, 41,
CSSEPC-C 66 46, 49, 56, 62, 66, 86, 91, 106, 112.
CSSEPC-M 66 17, 24, 35, 39, 44, 101.

CSSEPC-C 8334

14, 16, 18, 19, 21, 23, 24, 25, 26, 30, 32, 34, 37,
39, 44, 46, 53, 58, 63, 70, 77, 116.

CSSEPC-M 8334

16, 18, 22, 27, 30, 35, 44, 46, 54, 60.

B)
Antigenos FracOes
8,9, 10, 12, 13, 14, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
CSSEPC-C 01 23, 25, 27, 30, 32, 37, 40, 43, 48, 50, 58,
61, 80, 81, 85, 98, 139.
CSSEPC-M 01 19, 23, 26, 28, 30, 34, 40.
11,12, 13, 14, 16, 19, 20, 21, 23, 24, 26,
CSSEPC-C 66 28, 33, 36, 38, 42, 43, 47, 51, 53, 54, 59,
80.
CSSEPC-M 66 111\;) ég 15, 20, 22, 24, 29, 30, 35, 41, 45,

CSSEPC-C 8334

8,9, 11, 13, 14, 17, 18, 20, 23, 25, 28, 30,
33, 36, 39, 45, 49, 50, 53, 56, 58, 65, 68,
75, 81, 88, 101, 120, 144.

CSSEPC-M 8334

9, 10, 12, 13, 14, 15, 19, 21, 23, 28, 29, 31,
39, 42, 50.




Anexo N: Caracterizacdo das amostras de soro de pacientes com

reatividade frente a antigeno de P. brasiliensis

AM Idade Sexo Procedéncia I%;rgr']frgs?l?éﬁseigo
1PB NI NI Sorocaba (SP) 1:4096
2PB 67 M Sorocaba (SP) 1:1024
3PB NI NI Angatuba (SP) 1:1024
4PB NI NI Campinas (SP) 1:1024
5PB NI NI Sorocaba (SP) 1:512
6PB NI NI Ribeirédo Preto (SP) 1:512
7PB NI NI NI 1:512
8PB NI NI Campinas (SP) 1:512
9PB NI NI Sorocaba (SP) 1:256
10PB NI NI Sé&o José dos Campos (SP) 1:256
11PB NI NI Campinas (SP) 1:256
12PB | 28 M S0 Paulo (SP) 1:256
13PB NI NI Campinas (SP) 1:128
14PB NI NI Campinas (SP) 1:128
15PB NI NI Ribeirédo Preto (SP) 1:128
16PB NI M Taubaté (SP) 1:128
17PB NI NI Sorocaba (SP) 1:64

18PB NI NI Sorocaba (SP) 1:64

19PB NI NI Sorocaba (SP) 1:64

20PB NI NI Sorocaba (SP) 1:64

21PB NI M NI 1:128
22PB 25 M NI 1:32

23PB 16 M Sorocaba (SP) 1:128
24PB 24 m NI 1:256

(R): Reagente (NR): Nao Reagente  (NI): N&o informado




Anexo O: Caracterizagdo das amostras de soro de pacientes com

auséncia de reatividade frente a antigeno de P. brasiliensis

N° de exames com
ausencia de Data da ultima
Amostra | ldade | Sexo | Procedéncia reatividade frente
amostra
ao Ag de
P.brasiliensis
Sao Paulo
NEG1 35 F (SP) 2 11.10.2017
Sao Paulo
NEG2 6l M (SP) 15 10.10.2017
Piracicaba
NEG3 17 M (SP) 4 06.10.2017
Sao Paulo
NEG4 32 M (SP) 2 28.09.2017
Sao Paulo
NEG5 42 F (SP) 2 28.08.2017
NEG6 80 M Jundiai (SP) 2 21.09.2017
Sorocaba
NEG7 19 M (SP) 2 21.09.2017
Sorocaba
NEGS8 54 F (SP) 4 21.09.2017
Campinas
NEG9 65 M (SP) 2 21.09.2017
Sao José do
NEG10 64 M Rio Preto (SP) 2 01.09.2017

(R): Reagente

(NR): N&o Reagente

(NI): N&ao informado




Anexo P: Caracterizacdo das amostras de soro histérico sorolégico de
reatividade frente ao antigeno de P. brasiliensis, porém com auséncia de
reatividade frente a Gltima avaliagao soroldgica.

Amostra | ldade Sexo Procedéncia Data da tltima
amostra
1H 67 M NI 30.03.17
2H 66 M Campinas (SP) 03.04.2017
3H 9 M NI 19.04.2017
4H 45 F Jundiai (SP) 27.04.2017
5H 73 M NI 04.05.2017
6H 56 M Jundiai (SP) 23.02.17
7H 64 M Batatais (SP) 28.03.2017
8H 53 M NI 16.03,2017
9H 53 M Jundiai (SP) 09.03.2017
10H 45 F Jundiai (SP) 23.03.2017

(R): Reagente (NR): Nao Reagente  (NI): Nao informado




Anexo Q: Caracterizacdo das amostras de soro dos pacientes com

paracoccidioidomicose confirmada ou com suspeita clinica da doenca,

porém sem avaliagcdo soroldgica, provenientes do estado Ronddnia.

AM Idade | Sexo | Micoldgico Histopatolégico Cultura
1RO 66 M Positivo N&o realizado Negativo
2RO NI M NI NI NI
3RO 52 M Positivo Positivo Né&o realizado
4RO 39 M Positivo N&o realizado N&o realizado
5RO 61 M Positivo Positivo N&o realizado
6RO NI F NI NI NI
7RO NI M Positivo Positivo NI
8RO 67 M NI NI NI
9RO NI M NI NI NI
10RO NI M NI NI NI
11RO 31 M Positivo Né&o realizado NI
12RO 47 M Né&o realizado Positivo N&o realizado
13RO 46 M Né&o realizado Positivo N&o realizado
14RO NI M NI NI NI
15RO NI M NI NI NI
16RO 68 M Positivo N&o realizado N&o realizado
17RO NI M NI NI NI
18RO 50 M Positivo N&o realizado N&o realizado
19RO 51 M Positivos N&o realizado N&o realizado
20RO 57 M Positivos N&o realizado N&o realizado
21RO NI M NI NI NI

NI: Nao Informado




Anexo R: Caracterizacdo das amostras de soro dos pacientes com
paracoccidioidomicose confirmada, porém com auséncia de reatividade
frente ao antigeno de P. brasiliensis provenientes do estado Mato Grosso
do Sul

AM Micologico Histopatologico Cultura
J Positivo Positivo N&o realizado
L Positivo Positivo N&o realizado
M N&o realizado Positivo N&o realizado
N Negativo Positivo Negativo
O Negativo Positivo N&o realizado




Anexo S: Caracterizacdo das amostras de soro dos pacientes com
suspeita de paracoccidioidomicose proveniente de area potencialmente

endémica para P. lutzii.

Amostra Idade Sexo Procedéncia
1M NI M Campo Grande-MS
2M NI M Campo Grande-MS
3M NI M Campo Grande-MS
aM NI F Campo Grande-MS
5M NI F Campo Grande-MS
6M 40 M Campo Grande-MS
™ 40 M Campo Grande-MS
8M 33 M Dourados-MS
oM 67 M Campo Grande-MS
10M 58 M Dourados-MS
11M 50 M Campo Grande-MS
12M 84 M Campo Grande-MS
13M 54 M Campo Grande-MS
14M 65 M Campo Grande-MS
15M 40 M Campo Grande-MS
16M 65 M Botaguagu- MS
17M 47 F Dourados-MS
18M 55 M Campo Grande-MS
19M 66 M Campo Grande-MS
20M NI M Campo Grande-MS
21M 50 M Campo Grande-MS
22M 44 M Campo Grande-MS
23M 60 M Campo Grande-MS
24M 21 F Campo Grande-MS
25M 61 F Campo Grande-MS
26M 71 M Campo Grande-MS
27M NI M Cuiaba-MT
28M 35 F Castanheira-MT
29M 17 M Castanheira-MT
30M 45 M Castanheira-MT
31M 74 M Campo Grande-MS
32M 4 M Campo Grande-MS
33M 24 M Campo Grande-MS
34M 67 M Campo Grande-MS
35M 24 F Campo Grande-MS
36M 29 M Campo Grande-MS
37M 80 M Campo Grande-MS
38M 28 M Campo Grande-MS
39M 69 M Campo Grande-MS

40M 91 M Campo Grande-MS
41M 49 F Campo Grande-MS
42M 17 M Campo Grande-MS
43M 21 M Campo Grande-MS
44M 59 M Campo Grande-MS
45M 19 M Campo Grande-MS
46M 52 M Campo Grande-MS
47M NI F Campo Grande-MS
48M 56 M Campo Grande-MS
49M 49 M Campo Grande-MS
50M 28 M Campo Grande-MS
51M NI M Campo Grande-MS

NI: Nao informado




Anexo T: Caracterizagdo das amostras de soro dos pacientes com
acompanhamento soroldgico para aspergilose

AM ldade | Sexo Procedéncia D fre][lutren?goaﬁjgsde A
1AF 62 M Boituva (SP) 1:1
2AF 58 F Campinas (SP) 1:2
3AF 63 M Sé&o Paulo (SP) 1:4
4AF 54 M Séo Paulo (SP) 1:4
5AF 66 M Campinas (SP) 1:8
6AF 46 F Sorocaba (SP) 1:16
7AF | 42 F f’:i‘r’ni)%zé(ggﬁ 1:32
8AF NI NI NI 1:16
9AF 38 M Sao Paulo (SP) 1:64
10AF 58 M Campinas (SP) 1:128

(R): Reagente (NR): Nao Reagente  (NI): N&o informado




ANEXO U: Caracterizacdo das amostras de soro dos pacientes com

acompanhamento sorolégico para histoplasmose

ID frente ao Ag
AM ldade | Sexo Procedéncia de H.
capsulatum
1HC 31 M Iguape (SP) Reatividade fraca
2HC 46 M Séao Paulo (SP) 11
3HC 41 M Séo Paulo (SP) 1:2
4HC 35 M Séo Paulo (SP) 1:4
5HC 38 M Séo Paulo (SP) 1:8
6HC 34 M Campinas (SP) 1:16
7THC 60 M NI 1:16
8HC NI F NI 1:32
9HC NI NI NI 1:64
10HC NI M NI 1:128

(R): Reagente (NR): Nao Reagente  (NI): Nao informado




