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RESUMO

COCIO, T.A. Identificacdo molecular e estudo soroldgico de isolados clinicos e
ambientais de Paracoccidioides spp. do Nordeste do Estado de S&o Paulo e
Sudoeste do Estado de Minas Gerais. 2021. 162f. Tese (Doutorado). Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo — FMRP/USP. Ribeirédo
Preto — Sdo Paulo. 2021.

A paracoccidioidomicose (PCM) € uma infeccao fungica sistémica e endémica em
paises da América Latina. A maioria dos casos de PCM ocorrem em grandes areas
no Brasil, compreendendo as regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste do pais. O
complexo Paracoccidioides brasiliensis (espécies filogenéticas Sla, S1b, PS2, PS3
e PS4) e a espécie P. lutzii sdo os agentes etioldgicos da PCM e existem poucos
estudos filogenéticos que mostram, de forma incompleta, a distribuicdo geografica
dessas espécies na Ameérica do Sul. Este estudo realizou a identificacdo molecular
de isolados clinicos e ambientais obtidos no Nordeste do Estado de S&o Paulo e
Sudoeste do Estado de Minas Gerais, associando-os com caracteristicas
epidemioldgicas e clinicas dos respectivos pacientes com PCM. Também foi
avaliada a reatividade de exoantigenos de diferentes espécies do género
Paracoccidioides spp. produzidos a partir de células miceliais frente a soros de
pacientes cujo isolado fangico foi identificado. Cinquenta amostras de
Paracoccidioides spp. foram genotipadas, 46 de origem clinica e predominantemente
isoladas na area geografica de Ribeirdo Preto, SP e 4 isolados ambientais coletados
na cidade Ibia, MG, Sudeste do Brasil. Estes isolados foram avaliados por PCR -
RFLP do gene tubl e sequenciamento do gp43 exon 2 loci. A espécie P. lutzii foi
confirmada pelo sequenciamento da regido “internal transcribed spacer” (ITS) do
DNA ribossomal. Entre os isolados clinicos foram identificados P. brasiliensis sensu
stricto S1b (n = 42) e Sla (n =5), P. americana (PS2) (n = 1), P. restrepiensis (PS3)
(n=1) e P. lutzii (n = 1). Todos os isolados ambientais foram caracterizados como P.
brasiliensis sensu stricto S1b. Nao foi encontrada associacdo entre o genaétipo
infectante e a forma da doenca. O historico de migracdo de dois pacientes sugeriu
que as infeccdes por P. americana (PS2) e P. lutzii ocorreram, respectivamente, nos
Estados do Parana e Mato Grosso. A reatividade dos exoantigenos miceliais de

espécies do complexo P. brasiliensis e P. lutzii, produzidas por cepas de referéncia e
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clinicas, utilizando as técnicas de imunodifusdo dupla (IDD) e
contraimunoeletroforese (CIE) foi avaliada frente a 15 soros de pacientes cujo
isolado fungico foi identificado genotipicamente. Observou-se que as fracdes
antigénicas de espécies do complexo P. brasiliensis tiveram 100% de reatividade em
ambas as técnicas sorologicas, mas o0 exoantigeno de P. lutzii mostrou baixa
reatividade, 53% em IDD e 20% em CIE. Os imunoprecipitados obtidos com
exoantigenos de espécies do complexo P. brasiliensis foram idénticos entre si, mas
nao mostraram identidade com os precipitados resultantes da reacao entre 0Ss soros
e 0 exoantigeno P. lutzii. Este estudo contribui para o conhecimento da biogeografia
de Paracoccidioides spp. e mostra que a andlise da distribuicdo territorial de
espécies deste fungo deve considerar a migracdo humana. Fenotipicamente,
enguanto exoantigenos das espécies do complexo P. brasiliensis tem antigenicidade
similar em teste de imunoprecipitacdo, o exoantigeno de P. lutzii apresentou
reatividade quantitativa e qualitativamente distinta, possivelmente pela liberacdo de

fracdo antigénica peculiar a esta Ultima espécie.

Palavras - chave: Paracoccidioides spp., Paracoccidioidomicose, Espécies
filogenéticas, Eco-Epidemiologia, Exoantigenos miceliais, Contraimunoeletroforese,
Imunodifusao dupla.
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ABSTRACT

COCIO, T.A. Molecular identification and serological study of clinical and
environmental isolates of Paracoccidioides spp. from the Northeast of the
State of S&o Paulo and the Southwest of the State of Minas Gerais. 2021. 162p.
Thesis (Doctorate). Faculty of Medicine of Ribeirdo Preto — University of Sdo Paulo —
FMRP/USP. Ribeirdo Preto — S&o Paulo - SP. 2021

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic and endemic fungal infection that
occurs in Latin American countries. Most cases of PCM occur in large areas in Brazil,
including the South, Southeast and Midwest regions. The Paracoccidioides
brasiliensis complex (phylogenetic species Sla, S1b, PS2, PS3 and PS4) and the
species P. lutzii are the etiological agents of PCM and there are few phylogenetic
studies that, incompletely, show the geographic distribution of these species in South
America. This study identified molecular genotypes of Paracoccidioides spp. clinical
and environmental isolates obtained in the northeast of Sdo Paulo state and the
southwest of Minas Gerais state, Brazil. The genotypes were associated with
epidemiological and clinical characteristics of the respective PCM patients. It was
also evaluated the reactivity of exoantigens from different species of the genus
Paracoccidioides spp. produced by reference and clinical strains, mycelial cells that
was tested against sera from patients whose fungal isolate was identified. Fifty
samples (50) of Paracoccidioides spp. were genotyped, 46 of clinical origin and
predominantly isolated in the geographical area of Ribeirdo Preto, SP and 4
environmental isolates collected in the Ibia city, MG, southeastern Brazil. These
isolates were evaluated by PCR - RFLP of the tubl gene and sequencing of gp43
exon 2 loci. The species P. lutzii was confirmed by sequencing the internal
transcribed spacer (ITS) region of ribosomal DNA. Among the clinical isolates were
identified P. brasiliensis sensu stricto S1b (n = 42) and Sla (n = 5), P. americana
(PS2) (n = 1), P. restrepiensis (PS3) (n = 1) and P lutzii (n = 1). All environmental
isolates were characterized as P. brasiliensis sensu stricto S1b. No association was
found between the infecting genotype and the form of the disease. The reactivity of
the mycelial exoantigens from species of the P. brasiliensis complex and P. lutzii,
produced from reference and clinical strains was evaluated using the techniques of

double immunodiffusion (IDD) and counterimmunoelectrophoresis (CIE) against 15
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sera from patients whose fungal isolate was genotypically identified. It was observed
that the antigenic fraction of the P. brasiliensis complex species had obtained 100%
reactivity in both serological techniques applied but the P. lutzii exoantigen showed
low serum reactivity of 53% in IDD and 20% in CIE. The immune precipitates
obtained with exoantigens of the P. brasiliensis complex were all identical, but this
identity was not verified with the gel precipitates formed between the sera and the P.
lutzii exoantigens. This study expanded the knowledge of the biogeography of
Paracoccidioides spp. and shows that the analysis of the territorial distribution of this
fungus species must consider human migration. Phenotypically, exoantigens of the
P. brasiliensis complex had similar antigenicity in immunoprecipitation test while P.
lutzii exoantigen presented differences in the aspect and positivity of the precipitate

in agar gel, possibly by liberation of an antigenic fraction peculiar to this last species.

Keywords: Paracoccidioides spp., Paracoccidioidomycosis, Phylogenetic species,
Eco-Epidemiology, Mycelial exoantigens, Counterimmunoelectrophoresis, Double

immunodiffusion.
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1. INTRODUCAO

1.1. A paracoccidioidomicose

A paracoccidioidomicose (PCM) € uma infeccdo fungica sistémica endémica
em paises da América Latina, como Brasil, Argentina, Coldmbia e Venezuela, onde
aproximadamente 10 milhdes de pessoas ja foram infectadas (RESTREPO et al.,
2015). Cerca de 80% dos casos de PCM relatados na América Latina ocorreram no
Brasil, principalmente em regifes consideradas endémicas, como Sudeste, Centro-
Oeste e Sul do pais (MARTINEZ, 2017). Em outras areas localizadas mais ao norte
do Brasil, incluindo os estados do Para, do Maranhdo e Tocantins (MATOS et al.,
2012), além de Rondonia e Acre (VIEIRA et al., 2014) vem sendo relatados casos de

PCM (MARTINEZ, 2017) (Figura 1).

M Primeiras areas reconhecidas com alta endemicidade;

M Areas com alta endemicidade a partir das ultimas décadas do século XX
[[] Areas com evidéncia recente de aumento da endemicidade Brasil (Estados)
Areas com moderada endemicidade

[ Areas com baixa endemicidade 3w

Figura 1. Distribuicdo geografica de Paracoccidioidomicose (PCM) na América
Latina e Brasil. Autoria: Reproduzido e adaptado de Martinez R. New trends in
Epidemiology. J. Fungi 2017, 3, 1; doi:10.3390/j0f3010001
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A PCM é adquirida por pacientes que diretamente manejam o solo, que
possivelmente esta contaminado com os propagulos infectantes (artroconidios) dos
agentes etiolégicos da doenca, principalmente em atividades agricolas como a
terraplanagem, preparacdo do solo, jardinagem e transporte de produtos vegetais
(MARTINEZ, 2017; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). Estes propagulos sdo inalados
e dao origem a forma leveduriforme do fungo (patogénica), que constituirdo sua
forma parasitaria nos tecidos e 6rgaos do hospedeiro (SHIKANAI-YASUDA et al.,

2017) (Figura 2).
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Figura 2. Propagacao dos agentes etiologicos da PCM. Autoria: Mendes, R. P. e
Bagagli, E. Reproduzido de Il Consenso Brasileiro em Paracoccidioidomicose —
2017. Epidemiol Serv Saude. 2018 Aug 16;27(spe):e0500001. doi: 10.5123/S1679-
49742018000500001.

A PCM possui duas manifestagcdes com caracteristicas distintas, a forma aguda
e a forma crénica. A forma crénica da PCM ¢é classificada em unifocal e multifocal,
acomete principalmente adultos com idade igual ou superior a 30 anos, geralmente

pacientes do sexo masculino (MARTINEZ, 2017; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).
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O quadro clinico do paciente tem a caracteristica de avancar cronicamente e pode
permanecer restrito aos pulmbes causando fraqueza, perda de peso, tosse e
dispneia, e podendo ser acompanhando de lesdo de mucosa oral e de outros tecidos
(SHIKANAI-YASUDA et al., 2017; GONZALEZ & HERNADEZ, 2016; BELISSIMO-
RODRIGUES et al., 2013). A doenca se dissemina para outros érgdos como pele,
mucosa orofaringea, e eventualmente para laringe e outros 6rgaos, como o sistema
nervoso e adrenal (RAMOS E SILVA et al., 2008). A forma aguda da PCM ocorre
principalmente em criancas e adultos jovens que representam aproximadamente
10% dos casos de paracoccidioidomicose (GONZALEZ & HERNANDEZ, 2016;
RESTREPO et al., 2015). O quadro clinico desta forma é caracterizado pela leséo de
orgaos como os linfonodos, figado e baco, além da pele, intestino e 0ssos.
Raramente na fase aguda ocorre a infeccdo pulmonar propriamente dita e
usualmente ocorrem como anemia, perda de peso e febre (GONZALEZ &
HERNANDEZ, 2016; RESTREPO et al.,, 2015; BELISSIMO-RODRIGUES et al.,

2013).

1.2. Biologia molecular aplicada na identificacdo genotipica de espécies do

complexo P. brasiliensis e P. lutzii

O diagnéstico de PCM realizado em rotina hospitalar € baseado em técnicas
consideradas classicas para a identificacdo fungica como, por exemplo, exame
micoldgico direto e a semeadura de amostras clinicas (expectoracdo, raspagem de
pele, aspiragdo de linfonodo) em cultura, exames histopatologicos, testes
bioquimicos e sorologicos (contraimunoletroforese (CIE) e imunodifuséo dupla (IDD))
(Figura 3) (PINHEIRO et al.,, 2020; CAMARGO & RODRIGUES, 2019). Como

complemento ao diagnostico classico de identificacdo fungica, ensaios envolvendo
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técnicas de biologia molecular podem ser usados para identificar espécies do género

Paracoccidioides spp. (PINHEIRO et al., 2020; THEODORO et al., 2012).

I Flowchart for laboratory diagnosis of paracoccidioidomycosis

l \J l
| Sputum, pus, BAL, Biopsy:
or lesion scraping -._‘_‘ Fragment of tissue Blood collection

= Sterile bottle; ,

Mycological Vo Histopathological Serological
examination Vg examination survey
| ". :.' "_.‘ / \‘
'-" H _," Antigen Antibody
17 detection detection
Direct o i H&E, PAS and
microscopy ulure l GMS (silver)
v ¥ X v ELISA DID, CIE,
Yeast cells forming Phenotypic Molecular Yeast cells forming latex ass;ay ELISA,
“steering wheels” identification identification “steering wheels” WB, latex

Figura 3. Fluxograma de diagnéstico laboratorial de PCM. Legenda: BAL: Lavagem
broncoalveolar; H&E: Coloragdo com hematoxilina e eosina; PAS: &cido periddico -
Schiff;, GMS: Gomori metenamina prata; ELISA: ensaio de imunoabsorcdo
enzimatica; DID: imunodifusdo dupla; CIE: reacdo de contraimunoeletroforese; WB:
Western blot. Autoria: Reproduzido de Pinheiro, Breno G.; Hahn, Rosane C.
Camargo, Zoilo P.d.; Rodrigues, Anderson M. 2020. "Molecular Tools for Detection
and Identification of Paracoccidioides Species: Current Status and Future
Perspectives" J. Fungi 6, no. 4: 293. https://doi.org/10.3390/jof6040293

Devido a limitacdo destas técnicas classicas utilizadas para a identificacdo de
Paracoccidioides spp. em amostras clinicas e ambientais, viu-se a necessidade de
utilizar métodos moleculares para a tal finalidade, como por exemplo a Polymerase
Chain Reaction (PCR). Ainda utilizando a PCR convencional como base do método,
a PCR - RFLP (Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length
Polymorphism) foi utilizada como uma técnica alternativa para identificacéo

molecular de isolados clinicos e ambientais de Paracoccidioides spp. Este método
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auxilia na genotipagem utilizando sequéncias de DNA, loci génicos polimorficos,
gerado pela PCR convencional e, apos esta etapa, o produto € digerido por enzimas
de restricdo especifica que geram fragmentos de comprimentos de pares de bases
distintos (SAIKI et al.,, 1985). O primeiro relato da utilizacdo de PCR — RFLP em
isolados clinicos de Paracoccidioides spp. coletados de diferentes paises da
Ameérica do Sul (Argentina, Brasil, Coldmbia, Peru e Venezuela) foi descrito por Nifio
— Vega et al. (2000), verificando-se que este método é capaz de identificar as
espécies e também diferenciar caracteristicas filogenéticas entre si. Recentemente,
Roberto et al. (2016) utilizaram o gene a — Tubulina (tubl) como produto de PCR, e
apos esta etapa, o amplicon foi submetido a uma dupla digestdo com enzimas de
restricdo (endonucleases) Bcll de Bacillus caldolyticus e Mspl de Moraxella spp. e
observaram que este método tem a capacidade de identificar e separar os agentes
etiolégicos da PCM, dividindo em espécies cripticas do complexo P. brasiliensis e P.
lutzii (ROBERTO et al., 2016). Este método mostrou-se eficiente para identificar
Paracoccidioides spp. e pode ser aplicado diretamente em estudos epidemiolégicos
da PCM.

Com o advento e aprimoramento de técnicas de biologia molecular aplicada em
identificacdo de Paracoccidioides spp., viu-se a necessidade de entender a relagao
evolutiva entre estes agentes ao longo do tempo. Uma técnica que responde
duvidas evolutivas (genética populacional) e epidemiolégica (origem geogréfica) € a
Multi Locus Sequence Typing (MLST) (PINHEIRO et al., 2020). Sdo amplificados
cinco (5) ou mais genes (nuclear, mitocondrial, estrutural e etc.) por PCR
convencional, sequenciados por método de Sanger e realizado um multiplo
alinhamento e analise filogenética das sequéncias de nucleotideo para auxiliar na

compreensao bioevolutiva do organismo (PINHEIRO et al., 2020). A técnica MLST
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foi aplicada pela primeira em isolados clinicos e ambientais de Paracoccidioides spp.
coletados de varias regides da América Latina por Matute et al. (2006) avaliando
diferencas polimérficas de varios genes nucleares como, por exemplo quitina sintase
(CHS2), glucano sintase (FKS), a -tubulin (TUB), ADP-ribosylation factor (ARF) e
PbGP43 (GP43), sendo proposto que existem espécies cripticas dentro do complexo
P. brasiliensis (S1, PS2 e PS3). MLST também foi um método utilizado por Teixeira
et al. (2009) que observaram divergéncias em analises de 13 loci genes polimorficos
das trés espécies cripticas do complexo P. brasiliensis (S1, PS2 e PS3) (MATUTE et
al., 2006). Estas divergéncias foram confirmadas utilizando as técnicas de PCR
convencional onde foram amplificados as regibes do Espacador Transcrito Interno
(ITS), seguido de seu sequenciamento e 0os pesquisadores verificaram diferencas
filogenéticas do isolado "PbOl", considerando-o como uma nova espécie
denominada de P. lutzii (TEIXEIRA et al., 2009).

Com o surgimento das descricdbes de espécies cripticas do complexo P.
brasiliensis e P. lutzii, viu-se a necessidade de ampliar os estudos taxonémicos e de
variedades genéticas que possam existir no género Paracoccidioides spp. A técnica
molecular que podera esclarecer questdes bioevolutivas e biogeograficas deste
microrganismo é o0 sequenciamento completo de nova geracdo, conhecido como
Whole Genome Sequencing (WGS) ou New Genome Sequencing (NGS). Mufioz et
al. (2016) aplicaram a técnica WGS em isolados clinicos e ambientais isolados de
diferentes paises da América do Sul, onde observaram diferencas evolutivas entre si
propondo a existéncia de duas variedades na espécie filogenética 1 (Sla e S1b) e
uma nova espécie criptica do complexo P. brasiliensis, espécie filogenética 4 (PS4),
encontrada exclusivamente na Venezuela. Empregando a mesma técnica WGS,

Teixeira et al. (2020) avaliaram a diversidade gen6mica de isolados clinicos
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coletados na Argentina, Brasil, Bolivia, Paraguai, Peru e Venezuela e observaram a
presenca de espécies pouco frequente em determinadas regifes da América do Sul.

Questionamentos quanto a biologia, estudos epidemioldgicos, evolutivos e
avaliacdo da diversidade genética de espécies do género Paracoccidioides spp., sdo
respondidos com diferentes tipos de ferramentas que a biologia molecular
disponibiliza, mas algumas destas metodologias possuem limitacbes que podem

dificultar o entendimento da frequéncia genotipica em determinada regido.

1.3. Agentes etiologicos da Paracoccidioidomicose (PCM) e sua distribuicdo

geografica no Brasil

Os agentes etiologicos que causam a PCM sao fungos termodimorficos
pertencentes a familia Ajellomycetaceae, ordem Onygenales, da classe
Eurotiomycetes, que possuem a capacidade de se desenvolver em duas formas
morfologicas distintas, a fase micelial (forma infectante) e a forma leveduriforme
(forma patogénica) (GONZALEZ & HERNANDEZ, 2016). Estudos filogenéticos
realizados em agentes etiolégicos da PCM identificaram espécies distintas do
género Paracoccidioides spp (MATUTE et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2009).

O clado brasiliensis € composto por cinco espécies filogenéticas sendo Sla e
S1b pertencentes ao grupo parafilético distribuido no Brasil, Argentina, Paraguai,
Peru e Venezuela; PS2 pertencente ao grupo monofilético distribuido no Brasil e
Venezuela e; PS3 pertencente ao grupo monofilético  encontrado
predominantemente na Colbmbia; PS4 grupo monofilético encontrado
exclusivamente na Venezuela (MUNOZ et al., 2016; TEIXEIRA et al., 2014a;

CARRERO et al., 2008; MATUTE et al., 2006) (Figura 4).
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Figura 4. Distribuicdo geografica de espécies do género Paracoccidioides spp. na
América do Sul e Brasil. Legendas: P. americana (PS2) @); P. lutzii (Pl) @); P.
brasiliensis sensu stricto (S1a) (()); P. brasiliensis sensu stricto (S1b) (.); P.
restrepiensis (PS3) @); P. venezuelensis (PS4) @). Reproduzido e Adaptado de
Mufioz e colaboradores. Genome diversity, recombination, and virulence across the
major lineages of Paracoccidioides. mSphere 2016; 1(5): e00213-163.
doi:10.1128/mSphere.00213-16.

P. lutzii, conhecido anteriormente como 'Pb01' no complexo P. brasiliensis foi
considerado uma nova espécie baseada em analises filogenéticas e diferencas nas
caracteristicas morfolégicas (TEIXEIRA et al., 2009). Teixeira et al. (2009)
observaram que os isolados similares a "Pb01" possuem divergéncias em analises

de 13 loci polimérficos em comparacdo aos trés subgrupos de P. brasiliensis S1,
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PS2 e PS3 (MATUTE et al., 2006). A area endémica de P. lutzii compreende os
estados do Mato Grosso e Goias, regido Centro-Oeste do Brasil, e Amazonia (HAHN
et al. 2019; MARQUES-DA- SILVA et al. 2012; TEIXEIRA et al. 2014b; THEODORO
et al. 2012) (Figura 4).

Turissini et al. (2017) analisaram genes mitocondriais, nucleares e
microssatélites propondo quatro novas espécies pertencentes ao género
Paracoccidioides spp.: P. brasiliensis sensu stricto (S1a e S1b), P. americana (PS2),
P. restrepensis (PS3), P. venezuelensis (PS4), que apresentam divergéncias
genotipicas e micromorfoldégicas entre si, mas que constituem o complexo P.
brasiliensis.

Estudos genotipicos indicam que a espécie causadora predominante da PCM
no Brasil € P. brasiliensis sensu stricto (Sla e Slb). Sua ampla ocorréncia
geografica compreende particularmente as regides Sul e Sudeste do Brasil (Estados
de Minas Gerais, Sao Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Parana e Rio Grande do
Sul) (DE MACEDO et al., 2019; HRYCYK et al., 2018; SHIKANAI-YASUDA et al.,
2017; GEGEMBAUER et al. 2014) (Figura 4).

Outra espécie do complexo P. brasiliensis que tem sido relatada na literatura
como um dos agentes etiolégicos da PCM é P. americana (PS2), identificadas em
isolados do leste do Brasil. Recentemente, este agente etioldgico foi relatado em
casos de PCM no Estado do Rio de Janeiro, que é considerada uma area endémica
da PCM no Brasil e é encontrado com menor incidéncia em relagéo a P. brasiliensis
sensu stricto (S1) (DE MACEDO et al., 2019; DE MACEDO et al., 2016). Aléem do
estado do Rio de Janeiro, ha relatos da presenca deste gendétipo em estados da
regido Sul (Rio Grande do Sul e Parana) (ROBERTO et al., 2016; LENHARD-VIDAL

et al. 2013; THEODORO et al. 2012) e regidao Sudeste (Estado de S&o Paulo e
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Minas Gerais) (DE MACEDO et al., 2019; HRYCYK et al., 2018; THEODORO et al.,
2012; MATUTE et al., 2006).

A espécie filogenética 3 (PS3), agora conhecida como P. restrepiensis, foi
caracterizada por Matute et al. (2006) e classificada como monofilética,
aparentemente restrita a Coldombia e considerada uma linhagem evolutiva
independente das outras espécies filogenéticas do complexo P. brasiliensis. No
entanto, uma amostra deste fungo estudada por Restrepo — Moreno e Scheneidau
JD em (1967), isolada de uma paciente que residia na regido Sudeste (Sdo Paulo,
Brasil), foi identificada anos depois como P. restrepiensis (PS3). Recentemente, em
pacientes com PCM que residem na cidade de Botucatu, localizada na regido centro
— oeste do estado de Sao Paulo, foi identificada a presenca de P. restrepiensis
(PS3) (PEREIRA et al., 2021). Na regido Centro — Oeste do Brasil, estado do Mato
Grosso do Sul, Mattos et al. (2021) identificaram P. restrepiensis (PS3) em amostras
fungicas isoladas de quatro pacientes locais, mostrando que a ocorréncia desta
espécie ndo é mais exclusiva da Colémbia e do estado de Séo Paulo, SP.

P. lutzii, espécie do género Paracoccidioides spp., ocorre principalmente na
regido Centro-Oeste do Brasil nos estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e
Goias. Estas areas sé@o consideradas com maior incidéncia de PCM causada por P.
lutzii, mas a distribuicdo territorial deste agente etiologico ainda nao é
completamente conhecida (GEGEMBAUER et al., 2014). H& evidéncias da presenca
de P. lutzii em regides Sul e Sudeste do Brasil, o qual foi isolado de um paciente que
teve somente migracdo regional (TAKAIAMA et al., 2010). Arantes et al. (2016)
observaram a presenca de P. lutzii em amostras ambientais coletadas em areas da

regido Sudeste (estado de Sao Paulo e Minas Gerais), mostrando a incidéncia desta
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espécie em uma area distante de sua regido endémica de maior prevaléncia (regido
Centro — Oeste) (HAHN et al. 2019).

A determinacdo da distribuicAo geografica das espécies do género
Paracoccidioides spp. requer estudos com dados epidemioldgicos e clinicos, pois
fatores importantes como a migracao regional e o longo periodo de laténcia da PCM
podem dificultar o reconhecimento do local exato da infec¢do e a ocorréncia de cada
gendtipo nas regides endémicas de PCM (SHIKANAI-YASUDA et al.,, 2017;

ARANTES et al., 2016).

1.4. Aspectos sorolégicos e diferencas antigénicas de espécies do complexo

P. brasiliensis e P. lutzii

Paracoccidioides spp. e outros fungos podem produzir proteinas como, por
exemplo, as glicoproteinas e glicoesfingolipideos, que induzem a uma resposta do
sistema imunologico do hospedeiro que pode ser expressa durante a infeccdo (DA
SILVA et al., 2016). Estas moléculas sdo consideradas possiveis antigenos que 0s
anticorpos de pacientes com PCM podem reconhecer (DA SILVA et al.,, 2016;
CASSOTO, 1990). De acordo com relatos na literatura, alguns antigenos de
Paracoccidioides spp. foram caracterizados e identificados a partir de moléculas
extraidas da parede celular (antigenos somaticos), antigenos citoplasmaticos
(intracelulares) e filtrado de cultura antigenos (exocelulares ou exoantigenos) ou cell
free antigens (CFA - exoantigenos) (DA SILVA et al., 2016; CAMARGO et al., 2003;
FAVA-NETTO, 1984; SAN-BLAS & SAN-BLAS, 1989; DE CAMARGO et al., 1988;
YARZABAL, 1982).

Os laboratorios de rotina hospitalar que executam técnicas soroldgicas para o

diagnéstico de PCM possuem grandes dificuldades em produzir os antigenos
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fungicos devido a complexidade das etapas dos métodos para obter estas moléculas
(DE CAMARGO, 2008). Ainda ndo ha uma producdo de antigenos que possam ser
considerados padrdo ouro para execucdo dos testes soroldgicos (VIDAL et al.,
2014). O método de producao de antigenos de Paracoccidioides spp. e de P. lutzii
utilizado com mais frequéncia em laboratorios de pesquisa € 0 que envolve a
liberacdo de proteinas extracelulares (exoantigenos), como CFA e o filtrado de
cultura de células leveduriformes de Paracoccidioides spp. (GEGEMBAUER et al.,
2014; DE CAMARGO, 2008). Como alternativa a producdo de exoantigenos de
Paracoccidioides spp., células miceliais vem sendo utilizadas para obter estas
moléculas. O primeiro relato da obtencdo de exoantigenos por meio de células
miceliais de Paracoccidioides spp. foi descrito por Silva — Vergara et al. (2000), onde
fragmentos de micélios de isolados clinicos foram inoculados em um meio de cultura
liquido sintético e crescidos em temperatura ambiente. Observou-se reacao
antigénica dos exoantigenos miceliais frente a soros coletados de camundongos
(SILVA — VERGARA et al., 2000). Bellissimo — Rodrigues et al. (2010) avaliaram
soros de pacientes diagnosticados com PCM e co — infeccdo por HIV utilizando
exoantigenos miceliais por meio da técnica de imunodifusdo dupla (IDD). Estes
estudos mostram a existéncia de alternativa para a producao de antigenos de PCM
utilizando a fase micelial (infectante) de Paracoccidioides spp.

Estudos comparativos de exoantigenos obtidos de células leveduriformes das
espécies do complexo P. brasiliensis e P. lutzii, utilizando as técnicas de CFA e o
fitrado de cultura, foram avaliados ao longo do tempo. Lacaz et al., (1999)
compararam exoantigenos obtidos do isolado ambiental Ibia (P. brasiliensis sensu
stricto (S1b)) e o clinico BAT (P. restrepiensis (PS3)) encontrando diferencas quanto

a fracdo proteica extracelular produzida por estas espécies do género
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Paracoccidioides spp. Em um estudo utilizando exoantigenos de espécies do
complexo P. brasiliensis (P. brasiliensis sensu stricto (S1) e P. restrepiensis (PS3)) e
P. lutzii, Machado et al. (2013) compararam a antigenicidade frente a soros de
pacientes da regido Sudeste (estado de Sao Paulo) e Centro — Oeste (estado do
Mato Grosso) do Brasil. Exoantigeno da espécie P. restrepiensis (PS3) obteve maior
eficacia contra os soros testados e também apresentou um perfil proteico que
destacou a alta expressdo de GP43 em relacdo a P. lutzii e outras espécies do
complexo P. brasiliensis (MACHADO et al., 2013).

Exoantigenos obtidos de espécies do complexo P. brasiliensis e P. lutzii foram
avaliados para observar diferencas de perfil proteico extracelulares e na
antigenicidade. Gegembauer et al. (2014) avaliaram exoantigenos obtidos de
isolados clinicos de P. lutzii e comparando a reatividade soroldgica com espécie do
complexo P. brasiliensis (P. brasiliensis sensu stricto (S1b) e P. restrepiensis (PS3)):
exoantigenos P. lutzii obtiveram porcentagem maior de soro reatividade frente a
soros de pacientes cujo o isolado fangico foi identificado como P. lutzii, em
comparacdo a exoantigenos produzidos de cepas de espécies do complexo P.
brasiliensis (GEGEMBAUER et al., 2014). Este resultado sorolégico foi observado
em estudos que avaliaram soros de pacientes coletados de varios centros médicos
localizados na regidao Centro — Oeste do Brasil (estados do Mato Grosso e Mato
Grosso do Sul) e Sudeste (estado de Sao Paulo), respectivamente, corroborando
com os dados literarios que sugerem que exoantigenos proveniente da espécie P.
lutzii possui fracbes proteicas e reacdo antigénica diferentes de espécies do
complexo P. brasiliensis (MATTOS et al., 2021; PEREIRA et al., 2020; DE ARRUDA

GROSSKLAUS et al.,, 2016; QUEIROZ JUNIOR et al., 2014).
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A comparacdo da reatividade de exoantigenos de células miceliais de
diferentes espécies de Paracoccidioides spp. pode contribuir para distinguir
fenotipicamente tais espécies e produzir dados adicionais para esclarecer a
variabilidade na deteccédo de anticorpos de acordo com a espécie e cepa produtora
de antigeno e com a regido geografica de procedéncia do soro e de residéncia do

paciente com PCM.



2. JUSTIFICATIVA
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2. JUSTIFICATIVA

O intuito deste projeto foi realizar uma avaliacdo genotipica e da
antigenicidade de isolados de Paracoccidioides spp. de pacientes da regido e cidade
de Ribeirdo Preto, localizada no Nordeste do Estado de S&o Paulo, que foram
tratados no Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto — Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto — Universidade de Séo Paulo, HCFMRP/USP. A macrorregido de
Ribeirdo Preto € uma éarea hiperendémica de PCM e se destaca por percentuais
relativamente elevados de pacientes com a forma aguda/subaguda e também de
acometimento de mulheres (BELISSIMO-RODRIGUES et al., 2011).

A identificacdo genotipica das espécies do complexo P. brasiliensis e de P.
lutzii na regido e cidade de Ribeirdo Preto, SP, Brasil, busca preencher lacuna no
conhecimento de distribuicdo geografica dessas espécies e também permitira
estabelecer sua relagdo com as formas clinicas de PCM e comparar a respectiva
antigenicidade frente ao soros dos doentes.

Exoantigenos miceliais produzidos por diferentes espécies do complexo P.
brasiliensis e P. lutzii e testados frentes a soros de pacientes, podem ser uma
alternativa interessante para mostrar similaridades e diferencas fenotipicas entre tais
espécies.

A identificacdo de espécies do complexo P. brasiliensis e P. lutzii no Sudeste
do Brasil, juntamente com dados epidemioldgicos dos pacientes contribuird para

entender a propagacao destes agentes etioldgicos da PCM no territorio brasileiro.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Caracterizar genotipicamente espécies e variantes de Paracoccidioides spp.
isoladas de pacientes da regido e cidade de Ribeirdo Preto, SP, Brasil, relacionando
os resultados com aspectos epidemiolégicos e clinicos da PCM, assim como avaliar
a reacdo de soros destes pacientes frente a exoantigenos produzidos pela fase
micelial de espécies do complexo P. brasiliensis e de P. lutzii identificados por

métodos moleculares.

3.2 - Objetivos especificos

1. Genotipagem de isolados clinicos e ambientais de Paracoccidioides spp por meio
de técnicas de biologia molecular, incluindo: o sequenciamento do gene gp43 exon 2
loci e regido ITS1-5.8S-ITS2 rDNA e a realizacdo da técnica Polymerase Chain
Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism do gene tubl (tubl - PCR —

RFLP);

2. Analise filogenética, para a avaliacdo evolutiva, dos isolados clinicos e ambientais
de Paracoccidioides spp. a partir dos nucleotideos reconhecidos pelo

sequenciamento de gp43 exon 2 loci e regido ITS1-5.8S-ITS2 rDNA,;

3. Relacionar os dados genotipicos obtidos pela caracterizagdo molecular dos
isolados clinicos de Paracoccidioides spp. com os dados epidemioldgicos e clinicos

dos pacientes de PCM;
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4. Preparacdo de exoantigenos miceliais de cepas de referéncia e clinicas que
representam espécies do complexo P. brasiliensis e P. lutzii e avaliar frages e

concentragﬁes de proteinas nessas amostras;

5. Avaliar a reacdo dos exoantigenos miceliais de espécies do género
Paracoccidioides spp. frente a soros de pacientes com PCM cujo isolado fangico foi

identificado;

6. Comparar a reatividade dos exoantigenos pelos métodos de imunodifusdo dupla

(IDD) e contraimunoeletroforese (CIE).



4. MATERIAIS E METODOS
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Isolados clinicos e ambientais de espécies do género Paracoccidioides

spp. e suas condi¢cdes de cultivo

Para os estudos genotipicos e soroldgicos utilizados neste estudo foram
avaliados isolados fungicos do género Paracoccidioides spp. oriundos de amostras
clinicas de pacientes atendidos no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo (HCFMRP/USP) no periodo de 1975
a 2019, no total de quarenta e quatro (44); dois (2) isolados clinicos da regiao de Foz
do Iguacu — Estado do Parand — PR; e quatro (4) cepas ambientais coletados na
cidade de Ibia — Minas Gerais - MG (SILVA — VERGARA et al., 1998; SILVA —
VERGARA et al., 2000) (Anexo 1 — Tabela Suplementar 1).

Previamente os isolados clinicos e ambientais foram classificados como
pertencentes ao género Paracoccidioides spp. por meio de testes classicos de
identificacdo fungica, incluindo caracterizacbes macroscopica, microscopica e
termodimorfismo, realizados no Laboratério de Micologia do HCFMRP/USP. Os
isolados de referéncia utilizados para a identificacdo molecular e testes soroldgicos
foram as cepas Pb18 (colecédo do Laboratério de Investigacdo em Micologia Médica
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto), representante da espécie P.
brasiliensis sensu stricto (S1b); Pbdog — EPM 194, representante da espécie P.
americana (PS2) (ROBERTO et al, 2016); T2 - EPM 54, representante da espécie P.
restrepiensis (PS3) (ROBERTO et al.,, 2016) e Pb01 que representa a espécie P.
lutzii (TEIXEIRA et al., 2009). Estas cepas foram mantidas por repiques sucessivos
em meio Agar Sabouraud Dextrose (Oxoid® LTD — Thermo Fisher Scientifc®,
Basingstoke, Hampshire, England) acrescido 0,15 g/l de succinato sodico de

cloranfenicol (Blau Farmacéutica, Florianopolis, Brasil) e incubadas a 25°C.
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4.2. Caracterizagcdo molecular dos isolados clinicos e ambientais de espécies e
variantes pertencentes ao género Paracoccidioides spp.
4.2.1. Obtencdo de DNA gendmico dos isolados clinicos e ambientais de

Paracoccidioides spp.

Para obter o DNA gendmico (gDNA) dos isolados clinicos e ambientais
avaliados neste estudo foram inoculados fragmentos de micélio em meio de cultura
liquido sintético e modificado McVeigh e Morton (McM), descrito por Restrepo e
Jimenez (1980), e incubados por 35 dias em temperatura constante de 25 °C, em um
agitador orbital a 130 rpm (Infors HT — Ecotron®, Bottmingen, Suica). Ap6s o periodo
de crescimento fungico, os micélios desenvolvidos foram coletados utilizando filtro
Falcon® Cell Strainer 40um Nylon (Corning®, Tewksbury, MA, Estados Unidos) e
submetidos a extracdo de gDNA conforme o método | (pérola de vidro tratada/fenol-
cloroférmio/alcool isoamilico), com minimas modificacdes, descrito por van Burik et
al. (1998).

Aproximadamente 150 mg de micélio dos isolados clinicos e ambientais
avaliados neste estudo foram coletados e congelados em nitrogénio liquido. Apos o
congelamento, a massa micelial a ter extraido o gDNA foi adicionada em um tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL estéril (Corning®, Tewksbury, MA, Estados Unidos)
juntamente com 500 pL pérola de vidro de vidro estéril (Sigma Aldrich®, Inc. - St.
Louis, MO, Estados Unidos) tratadas com A&cido nitrico (Merck®, Darmstadt,
Alemanha) e 400 pyL de tampé&o de extracdo em um tubo de microcentrifuga de 1,5
mL estéril. Apos este procedimento, as amostras foram agitadas vigorosamente em
um agitador de tubos “vortex” (Nova®, Piracicaba, SP, Brasil) por trinta segundos
(30s) e em seguida resfriadas utilizando um recipiente com gelo (temperatura

aproximadamente de 4°C) por dois minutos (2 min.). Este procedimento foi repetido



Materiais e Métodos 19

por 5 vezes. Ao término desta etapa a suspensao (célula e tampéo de extracao) foi
transferida para um novo tudo de microcentrifuga de 1,5 mL estéril (Corning®,
Tewksbury, MA, Estados Unidos) e adicionado 500 pL de tampao de extracdo e
incubada a 65 °C por 1 hora. Apds o periodo de incubacéo, foi adicionado 0,5
volume de fenol / cloroférmio / &lcool isoamilico (24:24:1) previamente resfriado a
temperatura de 4°C, ambos da fabricante (Sigma Aldrich®, Inc. - St. Louis, MO,
Estados Unidos) e centrifugada a 12000 rpm a 4°C por 5 minutos (Eppendorf®,
Hamburgo, Alemanha). O sobrenadante foi retirado e transferido para um novo tubo
de microcentrifuga de 1,5 mL estéril (Corning®, Tewksbury, MA, Estados Unidos) e
em seguida adicionado 0,5 volumes de cloroformio / &lcool isoamilico (24:1) a
temperatura de 4°C ambos da fabricante (Sigma Aldrich®, Inc. - St. Louis, MO,
Estados Unidos), etapa esta repetida 4 vezes. O sobrenadante foi coletado e
transferido para um novo tubo de microcentrifuga de 1,5 mL estéril (Corning®,
Tewksbury, MA, Estados Unidos) e adicionado 2 volumes de etanol 100% (Merck®,
Darmstadt, Alemanha) e 0,1 volume de Acetato de Sédio 10M (Sigma Aldrich®, Inc. -
St. Louis, MO, Estados Unidos), ambos previamente resfriados a temperatura de
4°C. Apés, as amostras foram incubadas a uma temperatura de -80°C por 24 horas
e em seguida centrifugadas a 12000 rpm por 20 minutos a temperatura de 4°C
(Eppendorf®, Hamburgo, Alemanha). O sobrenadante foi descartado e o material
genético precipitado como “pellet” foi lavado com etanol 70% (Merck®, Darmstadt,
Alemanha) pelo método de centrifugacdo a 12000 rpm por 10 minutos a 4°C
(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). O etanol 70% foi completamente retirado da
amostra por evaporacdo em temperatura ambiente e o precipitado (“pellet”)
ressuspendido em 50 pL de agua ultra pura esterilizada (Millipore®, Burlington, MA,

EUA).
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Apos a extracdo, o DNA gendmico foi submetido a um tratamento com RNase
A® (Thermo Fisher Scientifc Inc®, Waltham, MA, Estados Unidos) na concentracéo
de 300 ng/uL, a 37°C por uma hora. A concentragdo do DNA gendmico foi
determinada através da utilizacdo do NanoDrop 2000® (Thermo Fisher Scientifc Inc®,
Waltham, MA, Estados Unidos) e sua integridade verificada em gel de agarose 1%
diluido em tampédo TBE 1x, utilizando marcador de peso molecular de 1Kb Gene
Ruler® (Thermo Fisher Scientifc Inc®, Waltham, MA, Estados Unidos), o intercalante
de DNA SYBR® Safe DNA gel stain (Thermo Fisher Scientifc Inc®, Waltham, MA,
Estados Unidos) e visualizado no fotodocumentador ChemiDoc™ XRS+, utilizando o

software Image Lab™ (Bio — Rad®, Hercules, CA, Estados Unidos).

4.2.2. Confirmacdo do género Paracoccidioides spp. nos isolados clinicos e

ambientais

Cinquenta (50) gDNA dos isolados clinicos, ambientais e mais as cepas de
referéncia avaliadas neste estudo foram submetidos a uma PCR convencional com o
par de primers que amplificam o gene gp43 exon 2 loci (Tabela 1). Este gene
codifica o antigeno 43-kDa glicoproteina imunodominante (GP43) e foi amplificado
com o intuito de identificar e averiguar se os isolados realmente pertenciam ao
género Paracoccidioides spp. Esta etapa foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Cisalpino e colaboradores (1996). A reacédo de PCR foi realizada com o
termociclador vapo.protect® (Eppendorf®, Hamburgo, Alemanha) e a enzima Taq
polimerse - GoTaq® Green Master Mix (Promega®, Madison, WI, Estados Unidos),
conforme instrugdo do fabricante. O volume final da reagcdo de PCR foi de 25 pL,
contendo 500 ng/uL de gDNA de cada isolado analisado. Os produtos da PCR, de

tamanho aproximado 533 pb, tiveram a sua integridade verificada em gel de agarose
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2% diluido em tampdo TBE 1x utilizando o intercalante de DNA SYBR® Safe DNA
gel stain (Thermo Fisher Scientifc Inc®, Waltham, MA, Estados Unidos), marcador de
peso molecular 100 bp Ladder, Ready-To-Use (Sinapse® Inc, Estados Unidos),
seguida de visualizacdo e fotografia no fotodocumentador ChemiDoc™ XRS+ e o

software Image Lab™ (Bio — Rad®, Hercules, CA, Estados Unidos).

4.2.3. Caracterizagcdo molecular dos isolados clinicos e ambientais do género
Paracoccidioides spp. utilizando a técnica de Polymerase Chain Reaction -
Restriction Fragment Length Polymorphism do gene tubl (tubl - PCR — RFLP)

A caracterizagdo molecular dos isolados clinicos e ambientais avaliados neste
estudo foi determinada com a utilizagdo da técnica Polymerase Chain Reaction -
Restriction Fragment Length Polymorphism do gene tubl (tubl - PCR — RFLP)
descrita por Roberto et al. (2016), com minimas modificacdes. As reacdes de tubl -
PCR-RFLP foram realizadas com o termociclador vapo.protect® (Eppendorf®,
Hamburgo, Alemanha) e a enzima Taqg polimerse - GoTaq® Green Master Mix
(Promega®, Madison, WI, Estados Unidos), conforme instrugdo do fabricante. O
volume final da reagdo de PCR foi de 25 yL, contendo 500 ng/uL de DNA gendmico
e utilizando primers na concentracdo de 10 mM e temperatura de anelamento que
estdo descritos na Tabela 1. Os produtos da PCR tubl, tamanho aproximado de 263
pares de bases (pb), foram submetidos a dupla digestdo com as endonucleases Bcll
e Mspl (Thermo Fisher Scientifc Inc®, Waltham, MA, Estados Unidos) na
concentracdo de 10 U/uL cada a 37°C por 16 horas, conforme instrucdo do
fabricante. Os fragmentos gerados apdés a dupla digestdo enzimatica, foram
comparados conforme descrito por Roberto et al. (2016) e visualizados em gel de

agarose 3% diluido em tampdo TBE 1x a 70V por 140 minutos na presenca de
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SYBR® Safe DNA gel stain (Thermo Fisher Scientifc Inc®, Waltham, MA, Estados
Unidos) e marcador de peso molecular de 50 bp DNA ladder (Sinapse® Inc, Estados
Unidos) seguida de visualizagao e fotografia no fotodocumentador ChemiDoc™
XRS+ e o software Image Lab™ (Bio — Rad®, Hercules, CA, Estados Unidos).
Cepas nédo identificadas pela técnica de tubl - PCR - RFLP foram
submetidas ao sequenciamento da regido ITS1-5.8S-ITS2 rDNA para a

caracterizacdo genotipica em espécies do complexo P. brasiliensis e ou P. lutzii.

4.2.4. Sequenciamento do gene gp43 exon 2 loci e ITS1-5.8S-ITS2 rDNA dos
isolados clinicos e ambientais do género Paracoccidioides spp.

Para o sequenciamento de gp43 exon 2 loci para diferenciar espécies e
variantes do género Paracoccidioides spp. e da regido ITS1-5.8S-ITS2 rDNA de
isolados cujo gendtipo néo foi identificado pelo método tubl — PCR - RFLP, o gDNA
de cada amostra clinica e ambiental foi submetido a uma PCR convencional
utilizando o termociclador vapo.protect® (Eppendorf®, Hamburgo, Alemanha) e a
enzima Tag polimerse - GoTag® Green Master Mix (Promega® Madison, WI,
Estados Unidos), conforme instrucdo do fabricante. O volume final da reacdo de
PCR foi de 25 puL, contendo 500 ng/uL de gDNA e utilizados primers na
concentracdo de 10 mM e temperatura de anelamento de acordo com a descricao
na Tabela 1. Os produtos de PCR de gp43 exon 2 (722 pb) e ITS1-5.8S-ITS2 rDNA
(633 pb) foram visualizados em gel de agarose 2% diluido em tampéo TBE 1x a 70V
por 60 minutos na presenca de SYBR® Safe DNA gel stain (Thermo Fisher Scientifc
Inc®, Waltham, MA, Estados Unidos) e marcador de peso molecular de 100 bp DNA
ladder (Sinapse® Inc, Estados Unidos) seguida de visualizacdo no fotodocumentador

ChemiDoc™ XRS+ e o software Image Lab™ (Bio — Rad®, Hercules, CA, Estados
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Unidos). Nao ocorrendo amplificacdes inespecificas, os amplicons foram purificados
utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-UP System (Promega, Madison, W],
Estados Unidos), conforme instrucdo do fabricante, para retirada de impurezas que
possam interferir no processo de sequenciamento gendémico.

As sequéncias de nucleotideos de cada isolado clinico e ambiental de
Paracoccidioides spp. foram determinadas utilizando a plataforma do Centro de
Pesquisa do Genoma Humano e Célula Tronco do Instituto de Biociéncias da
Universidade de S&o Paulo (CEGH-CEL/IB-USP) com o sequenciador ABI3730 DNA
Analyzer® (Applied Biosystems, Foster City, CA, Estados Unidos) e empregando o
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientifc Inc®,
Waltham, MA, Estados Unidos), conforme instrucdo do fabricante. Os
cromatogramas da regido ITS1-5.8S-ITS2 rDNA e do gene gp43 exon 2 loci, foram
analisadas com o software ChromasPro® (ChromasPro® 2.6.5, Technelysium Pty
Ltd, Tewantin QLD, Australia) gerando arquivo .fasta. Cada arquivo representando
as sequéncias de DNA de cada amostra de Paracoccidioides spp. foi comparado
com a base de dados de nucleotideos utilizando a ferramenta BLASTn - Basic Local
Alignment Search Tool: https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi (ALTSCHUL et al.,

1990), para a identificacdo de espécies e variedades de Paracoccidioides spp.

4.2.4.1. Andlises filogenéticas da regido ITS1-5.8S-ITS2 rDNA e do gene gp43

exon 2 loci dos isolados clinicos e ambientais de Paracoccidioides spp.

A analise filogenética dos isolados clinicos e ambientais de Paracoccidioides
spp. foi realizada utilizando o método de maxima verossimilhanca (ML), onde o
modelo evolutivo Tamura — Nei foi aplicado nas sequéncias ITS1-5.8S-ITS2 rDNA e

o modelo Kimura 2 — parameter nas sequéncias de gp43 exon 2 loci, ambos com
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bootstrap de 1000 replicagdes conforme metodologia descrita por Hrycyk et al.
(2018) e utilizando o software MEGA 6.0 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis)
(TAMURA et al., 2013). Na analise filogenética da regido ITS1-5.8S-ITS2 rDNA foi
incluida a sequéncia de Histoplasma capsulatum AMC_HCO002 sob o numero de
acesso no GenBank KT275850.1 como grupo externo e para a analise do gene gp43
exon 2 loci, foi inserida a sequéncia de nucleotideo de B1 — T1F1 como referéncia
da variedade Sla de P. brasiliensis sensu stricto, sob o niumero de acesso no

GenBank DQ003724.1 (HRYCYK et al., 2018).

4.3. Analise dos dados epidemiolégicos dos pacientes com isolamento fuingico

de Paracoccidioides spp.

Os prontuarios médicos dos pacientes foram analisados para obter
informacdes quanto a forma clinica da PCM e a procedéncia geogréafica de cada
individuo cujo Paracoccidioides spp. foi estudado genotipicamente. Os dados
epidemioldgicos, residéncia e a manifestacdo clinica do paciente, foram
relacionados com os dados genotipicos dos isolados clinicos de Paracoccidioides

spp. obtidos no estudo.
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Tabela 1. Primers especificos, tamanho dos produtos de PCR, temperaturas de anelamento e referéncias dos métodos utilizados
para a caracterizacdo molecular dos isolados clinicos e ambientais de Paracoccidioides spp..

Temperatura Amolicon
Genes Primer Sequéncia (5'->3") Anelamento P Referéncias
(C) (pb)
gp43 - E2F CCAGGAGGC GTGCAGGTGTCCC
gp43 Exon 2 loci parcial 60 533 Cisalpino et al., 1996
gp43 - E2R GCC CCC TCC GTC TTC CAT GTC C Roberto et al., 2016
tublF CTG GGA GGT ATGATAACACTGC
tubl 60 263 Kasuga et al., 2002
tub1R CGT CGG GCT ATT CAG ATT TAAG Roberto et al., 2016
_ Pb_gp43-E2F CTA GAA TAT CTC ACT CCC AG
gp43 Exon 2 loci 58 722 Matute et al., 2006
Pb_gp43-E2R GCC CCC TCC GTC TTC CAT GTC C Hrycyk etal., 2018
ITS1 TCC GTA GGT GAA CCT GCG G
ITS1-5.8S5-ITS2 rDNA 65 633 White et al., 1990
ITS 4 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC Hrycyk et al., 2018
Autoria: Fonte Propria.
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4.4. Avaliacéo da antigenicidade de isolados de Paracoccidioides spp.
4.4.1. Producdo de exoantigenos da fase micelial de cepas de referéncia e

clinicas de Paracoccidioides spp.

Para maior compreensdo da atividade antigénica de diferentes antigenos
produzidos por espécies do complexo P. brasiliensis e P. lutzii, as cepas Pbl8,
HCRP180 e HCRP171, representantes da espécie P. brasiliensis sensu stricto (S1b
e Sla); Pbdog — EPM 194 e HCRP199, representantes da espécie P. americana
(PS2); T2 - EPM 54, representante da espécie P. restrepiensis (PS3) e Pb0l1 e
HCRP191 representantes da espécie P. lutzii foram cultivadas para produzir
exoantigenos na fase micelial do fungo.

Cada cepa representante das espécies e variantes do género
Paracoccidioides spp. foi crescida em tubos de vidro (tubos de ensaio) contendo o
meio de cultura Fava — Neto (FAVA — NETO et al., 1955) a 35°C por um periodo de
7 dias de crescimento. Apds este periodo, os indculos foram preparados a partir da
coleta das células leveduriformes e adicionada uma solu¢éo de 2 mL de salina 0,9%,
em um tubo conico estéril de 15 mL (Corning®, Tewksbury, MA, Estados Unidos). As
suspensdes contendo as leveduras de cada espécies de Paracoccidioides spp.
foram submetidas a um processo de liberagcdo das microcolénias de fungos por
passagens repetidas em uma seringa de 10 mL de vidro estéril e agulha hipodérmica
de calibre 21G 12 (BD PrecisionGlide®, Curitiba, PR, Brasil). Apés esta etapa, as
células foram transferidas para um tubo conico estérii de 50 mL (Corning®,
Tewksbury, MA, Estados Unidos) onde, o filtro Falcon® Cell Strainer 40um Nylon
(Corning®, Tewksbury, MA, Estados Unidos) foi acoplado com objetivo de reter
impurezas na suspensao celular. As células leveduriformes foram contadas em uma

camera de Neubauer e o in6culo ajustado para 2x108 por mL. A viabilidade celular
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das cepas de referéncia e clinicas de Paracoccidioides spp. foi verificada com a
adicdo de uma solucdo 0,4% de azul de Trypan (Thermo Fisher Scientifc Inc®,
Waltham, MA, Estados Unidos) e observada em microscopio juntamente com a
etapa da contagem das células, conforme descrito por Camargo et al. (2003).

A producdo de exoantigenos foi realizada de duas maneiras: (i) volume de
250 pL na concentracédo de 5x10° células de cada isolado de referéncia e clinico do
complexo P. brasiliensis e da espécie P. lutzii, foi inoculado em cada um de quatro
(4) tubos conicos de 50 mL (Corning®, Tewksbury, MA, Estados Unidos) contendo 25
mL de meio de cultura liquido sintético e modificado McVeigh e Morton (McM) e
incubados por 30 e 60 dias, respectivamente, em uma temperatura constante a 25°C
em um agitador orbital (Infors HT — Ecotron®, Bottmingen, Suica) a 130 rpm; (ii) 1
mL na concentragdo de 2x108 células de cada cepa de referéncia e clinica foi
inoculada em 100 mL de meio de cultura liquido McVeigh e Morton (McM) em um
Erlenmeyer de 250 mL e incubados a temperatura ambiente por 30 e 60 dias,
respectivamente, na forma de crescimento estatico (sem agitacdo). Antes do
processo de coleta do exoantigenos, foi observado em ambos os métodos se houve
uma possivel contaminacao, se confirmado o frasco contendo o inéculo era excluido
do experimento.

Apés o periodo de crescimento, para ambos os métodos de producédo de
exoantigenos o meio de cultura e o micélio formado durante o desenvolvimento
fingico foram submetidos a um processo de filtragem utilizando o Falcon® Cell
Strainer 40um Nylon (Corning®, Tewksbury, MA, Estados Unidos) para a separacdo
de ambos. O meio de cultura coletado foi submetido a didlise utilizando Dialysis
sacks de 35 mm para retencdo de proteinas acima de 12 kDa (Sigma Aldrich®, Inc. -

St. Louis, MO, Estados Unidos). Este procedimento foi realizado por uma etapa de
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troca osmatica com solucdo de PBS 1x estéril a 4°C, sendo e realizadas quatro (4)
trocas do tampéao no periodo de 24 horas. Apos a dialise, o volume (mL) do liquido
no interior dos sacos de dialise foi concentrado para 10% do seu volume, processo
este realizado na temperatura de 4°C em tempo de até 96 horas. O volume final
(aproximadamente 10 mL) dos exoantigenos miceliais foi coletado dos sacos de
didlise e armazenado em frascos ambar estéreis e congelados a — 20°C.

O exoantigeno micelial de HCRPBAT utilizado neste estudo, foi obtido pelo
método de crescimento estacionario e incubando fragmentos de micélio em meio de
cultura liquido sintético e modificado McVeigh e Morton (McM) a temperatura
ambiente por 60 dias. Este exoantigeno foi produzido no ano de 1989 e armazenado

a -20°C.

4.4.2. Critério de selecdo de exoantigenos miceliais de Paracoccidioides spp.

para utilizacdo nos testes de antigenicidade

Os exoantigenos miceliais, produzidos a partir das cepas de referéncia e
clinicas de cada espécie representantes do complexo P. brasiliensis e de P. lutzii,
foram previamente testados quanto a sua reatividade antigénica frente a soros
controle positivos de PCM utilizando a técnica de imunodifusdo dupla (IDD). Os
exoantigenos de cada espécie e cepa com maior reatividade frente ao pool de soros
foram selecionados para a realizagdo dos testes soroldgicos utilizando as técnicas
de IDD e CIE.

Estes exoantigenos selecionados também foram submetidos a uma avaliagao
de perfil proteico pelo método de eletroforese SDS — PAGE e também tiveram
determinada a concentracéo proteica pelo método de Bradford, métodos descritos

por Camargo et al. (2003).
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4.4.3. Precipitacdo de proteinas a partir das frag6es miceliais produzidos pelas
cepas de referéncia e clinica das espécies do complexo P. brasiliensis e de P.
lutzii

As proteinas foram precipitadas a partir das solucbes de exoantigenos
miceliais produzidos pelas cepas de referéncia e clinica das espécies do complexo
P. brasiliensis e de P. lutzii, conforme descrito por Cocio et al. (2016), com
modificacdes: 5 mL da solu¢do contendo as proteinas extracelulares (exoantigenos)
de cada cepa de referéncia e clinica foram filtrados em Falcon® Cell Strainer 40pum
Nylon (Corning®, Tewksbury, MA, Estados Unidos) e em seguida adicionado 6X o
volume de acetona (LS Chemicals®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil), previamente
refrigerada a -20 °C por 24 horas. Apds, a solucdo de acetona com exoantigenos foi
centrifugada a 4000 rpm a 4°C durante 60 minutos (Eppendorf®, Hamburgo,
Alemanha). As proteinas extracelulares sedimentadas foram ressuspendidas em 100
uL em agua ultra pura estéril (Millipore®, Burlington, MA, EUA) para determinacéo da
concentracdo de proteina pelo método de Bradford e avaliar perfil e integridade

proteica em gel de eletroforese SDS-PAGE.

4.4.4. Determinacdo da concentracdo de proteinas precipitadas a partir das
fracdes miceliais produzidos das cepas de referéncia e clinica

A concentracdo de proteinas precipitadas a partir das solu¢cdes contendo
produtos liberados em caldo de cultura pelas cepas de referéncia e clinica de cada
espécie do género Paracoccidioides spp. foi determinada pelo método de Bradford
(1976). O reagente Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bradford) (Bio — Rad®,
Hercules, CA, Estados Unidos) foi preparado em uma concentracao 1:5 sendo, 1mL

do reagente e 4 mL de agua ultra pura estéril (Millipore®, Burlington, MA, EUA). A
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curva padrao foi determinada utilizando Soro Albumina Bovina (Sigma Aldrich®, Inc. -
St. Louis, MO, Estados Unidos) usando as concentracdes de 2,0 mg/mL, 1,5 mg/mL,
1,0 mg/mL, 0,75 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,125 mg/mL e 0,025 mg/mL.
Foram adicionados 180 pL do reagente de Bradford e 20 pL das solugbes de
curva padrdao (Albumina), 20 pL das amostras e 20 pL agua ultra pura esteéril
(Branco) em uma placa para cultivo de células de 96 pocos fundo chato (Kasvi®,
Pinhais, PR, Brasil) em um volume final de 200 uL, em duplicata. A absorbancia de
cada amostra contendo exoantigenos foi obtida utilizando um leitor de microplacas
de absorbancia iIMARK™ (Bio — Rad®, Hercules, CA, Estados Unidos) no
comprimento de onda de 595 nm, leitura realizada em duplicata. A concentracéo
proteica de cada cepa avaliada neste estudo foi determinada através de um calculo
correlacionando valores de absorbancia da curva padrdo (r?) com as das
suspensdes antigénicas, em duplicata, e calculada uma média dos valores das

massas em pg/mL.

4.4.5. Verificacdo de perfil proteico de exoantigenos miceliais de espécies do

género Paracoccidioides spp.

Para verificar e avaliar o perfil proteico de cada amostra contendo
exoantigenos de espécies do género Paracoccidioides spp., foi aplicado 50 ug de
proteina da amostra em gel 10% SDS (policrilamida - dodecil - sulfato de sodio),
utilizando-se sistema de eletroforese Mini PROTEAN® 3 Cell (Bio — Rad®, Hercules,
CA, Estados Unidos), conforme método descrito por Sambrook & Russel (2001). Foi
adicionado o marcador de peso molecular Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™
Standards (Bio — Rad®, Hercules, CA, Estados Unidos) nos géis SDS produzidos

para esta etapa. As amostras foram preparadas em um tampéao onde foi adicionado
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B — mercaptoetanol para o fracionamento em SDS-PAGE. A corrida eletroforética foi
realizada com uma corrente elétrica de 100 V por 80 minutos, utilizando-se tampao
de corrida (Tris — HCL 25 mM, Glicina 19 mM, SDS 0,1% (p/v)), todos produtos
Sigma Aldrich®.

Apos a eletroforese, o gel SDS foi submetido a coloracéo por Nitrato de Prata
(AgNOs3). O gel foi colocado em solucdo A (50% de Metanol, 10% de Acido Acético e
40% de agua ultra pura (v/v)) e incubado por uma (1) hora submetido a uma
agitacdo orbital de aproximadamente 50 rpm (Fanem®, Guarulhos, SP, Brasil). Ap6s
a incubacédo do gel, descartou-se a Solucédo A e adicionou-se a Solucdo B (95% de
agua ultra e 5% de metanol (v/v)) por 15 minutos em agitacdo orbital a 50 rpm.
Descartou-se a Solucdo B e lavou-se 5 vezes por 5 minutos cada com agua ultra
pura em agitacao orbital a 50 rpm. Apds as lavagens, foi adicionada a Solugdo C
(0,1g de Na2S203 em 500 mL de agua ultra pura (p/v)) por 2 minutos e reservando-
se 10 mL para ser adicionado na Solucdo E. Realizou-se entdo lavagens com agua
ultra pura por 3 vezes por 30 segundos cada. Foi adicionada a Solucédo D (0,8g de
AgNOs solubilizado em 400 mL de &gua ultra pura (p/v)) e incubando-se por 10
minutos em agitacao orbital de aproximadamente 50 rpm. Lavou-se com agua ultra
pura por 3 vezes por 30 segundos cada. Foi adicionada a Solu¢do E (10 mL da
Solucéo C, 30g de CaCOs, 500 pL de formaldeido 37% e completado para um (1)
litro de &gua ultra pura (p/v)). Incubou-se com 150 mL da Solugdo E por 30
segundos ou até se observar que o liquido ficou com a coloragdo “marrom”.
Descartou-se o liquido e adicionou-se mais Solucdo E, observando a reacdo por
aproximadamente de 60 a 120 segundos, controlando o tempo para nao aumentar o

“background” do gel. Bloqueou-se a reacdo quimica da Solugdo E adicionando
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Solucéo F (7g de EDTA em 500 mL de agua ultra pura) e incubou-se por 10 minutos.
Apos, foi realizada uma Unica lavagem com agua ultra pura.
Depois do processo de coloragdo com AgNOs, foi fotodocumentado o gel e

selando com plastico para manté-lo em boas condi¢des.

4.4.6. Verificagdo de antigenicidade das fracfes miceliais de espécies do
género Paracoccidioides spp. frente a soros de pacientes com PCM

4.4.6.1. Soros de pacientes com PCM utilizados nos testes soroldgicos

Para a antigenicidade das fracGes miceliais de espécies diferentes do género
Paracoccidioides spp., foram utilizados soros de 15 pacientes com PCM dos quais
Paracoccidioides spp. isolado em cultura foi genotipado conforme descrito
anteriormente. Estes soros foram coletados no periodo de 1985 a 2019 e tinham
anticorpos contra pool de antigenos de leveduras de Paracoccidioides spp. rompidas
com ultrassom, cujo titulo obtido no laboratério de sorologia do HC — FMRP/USP é
mostrado no Anexo 2 — Tabela Suplementar 2. Soros de outros pacientes cujo
isolado de Paracoccidioides spp. foi genotipado ndo estavam disponiveis para a

avaliacao dos antigenos do fungo.

4.4.6.2. Avaliacdo das amostras contendo exoantigenos miceliais de espécies
do género Paracoccidioides spp. utilizando a técnica de imunodifusdo dupla
(IDD)

O teste IDD foi realizado conforme método descrito por Bellissimo -
Rodrigues et al. (2010) onde placas de vidro com medida de 8x10 cm foram
recobertas com agarose do tipo Il (Sigma Aldrich®, Inc. - St. Louis, MO, Estados

Unidos) diluida em um tampdo TBE 1x, pH 8,0. ApoOs solidificado, o gel foi e
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perfurado com molde metélico para formar um poco central e seis periféricos (Figura
5A).

O orificio central foi preenchido com 80 pL de soros dos pacientes e nos
periféricos aplicados 80 pL das amostras com exoantigenos miceliais de cada
espécie do género Paracoccidioides spp. Um dos pocos periféricos foi preenchido
com controle positivo, representado por pool de antigenos oriundos do rompimento
das células leveduriformes por sonicacdo, contendo as cepas Pbl8 - P. brasiliensis
sensu stricto (S1b), Pb339 - P. brasiliensis sensu stricto (S1b), BAT - P. restrepiensis
(PS3), BOAS - P. brasiliensis sensu stricto (S1b).

Apbs a aplicacdo dos soros e exoantigenos, as placas foram incubadas por
72 horas em uma camara montada em uma placa de petri de diametro 150x15 mm
com algoddes umedecidos estéreis. Depois, as placas foram imergidas em solucdo
de Citrato de Sodio 5% por 1 hora e em seguida a salina 0,9% por 24 horas. Apés, 0
gel foi submetido & secagem em temperatura ambiente por 24 horas e em seguida
corado com solucdo de Coomassie Brilliant Blue R - 250 (Sigma Aldrich®, Inc. - St.
Louis, MO, Estados Unidos). A formagcdo de uma ou mais linhas de precipitacao
entre o poco do soro e dos exoantigenos foi considerada reacédo positiva e indicativa

de antigenicidade da respectiva amostra.

4.4.6.3. Avaliacdo das amostras contendo exoantigenos miceliais de espécies
do género Paracoccidioides spp. utilizando a técnica de

contraimunoeletroforese (CIE)

A CIE foi realizada, conforme meétodo descrito por Cocio et al. (2021) e
Bellissimo — Rodrigues et al. (2010), com modifica¢des, em placas de vidro de 8 x 10

cm cobertas com gel de agarose tipo Il (Sigma Aldrich®, Inc. - St. Louis, MO, Estados
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Unidos) diluido em tampéo TBE 1x, pH 8,0. Duas filas paralelas de pocos perfurados
no gel receberam, respectivamente, 5 pL do exoantigeno e 10 pL o soro do paciente
a ser testado (Figura 5B).

A fim de que ocorresse a reacdo antigénica, a placa foi colocada em cuba de
eletroforese, e submetida a uma corrente elétrica por 60 minutos a 15 mA
(miliampéreres), com o antigeno mais préximo do poélo negativo. Apds, as placas
foram imergidas em solucdo de Citrato de Sodio 5% por 1 hora e em seguida a
salina 0,9% por 24 horas. Apdés, o gel foi submetido a secagem em temperatura
ambiente por 24 horas e em seguida corado com Coomassie Brilliant Blue R - 250

(Sigma Aldrich®, Inc. - St. Louis, MO, Estados Unidos).
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Figura 5: Representacdo esquematica das placas dos testes soroldgicos utilizados

neste trabalho. A. Técnica de imunodifusdo dupla (IDD) — S: soro do paciente e E:

Exoantigenos. B. Técnica de contraimunoeletroforese (CIE). Autoria: Fonte Propria.
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4.5. Estatistica

Foi usada estatistica descritiva simples para os resultados de reatividade de

exoantigenos e na comparacao entre genotipos e formas clinicas de PCM.

4.6. Etica

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das
Clinicas da Ribeirdo Preto, da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto —

FMRP/USP Universidade de Sao Paulo (Protocolo HCRP n° 4456/2017) (Anexo 3).
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5. RESULTADOS
5.1. Caracterizacdo molecular dos isolados clinicos e ambientais de
Paracoccidioides spp.

5.1.1. Verificacdo molecular do género Paracoccidioides spp.

O DNA gendmico dos isolados clinicos, ambientais e cepas de referéncias
avaliados neste estudo foram submetidos a PCR convencional para amplificar
parcialmente o gene gp43 exon 2 loci, o qual confirmou que todas as amostras

fungicas pertencem ao género Paracoccidioides spp. (Figura 6).

M Pbl8 Phdog T2 PbO1 001 002 003 004 005 006 007 008 009 054 055 036 063

pb

M 189 190 191 192 193 195 199 200 FOZ 1 FOZ 2BAT BOAS IBIA TI T2 T3 TONI CN

Figura 6: Amplificacdo parcial do gene gp43 exon 2 loci por PCR convencional das
cepas de referéncia (Pb18: P. brasiliensis sensu stricto (S1b); Pbdog — EPM 194: P.
americana (PS2); T2 - EPM 54: P. restrepiensis (PS3); Pb_01: P. lutzii.) e dos
isolados clinicos (001 a 200, FOZ_1, FOZ_2, BAT, BOAS e TONI) e ambientais

(IBIA, IBIAT1, IBIAT2 e IBIAT3) de avaliados neste estudo para confirmagio do
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género Paracoccidioides spp., conforme verificado em gel de agarose 2%. M: 100 bp
Ladder, Ready-To-Use (Sinapse® Inc, Estados Unidos) e CN: controle negativo.

Autoria: Fonte Propria.

5.1.2. Identificagdo das espécies dos isolados clinicos e ambientais de
Paracoccidioides spp. pela técnica PCR — RFLP do gene tubl

Os isolados clinicos e ambientais, jA confirmados como pertencentes ao
género Paracoccidioides spp., foram submetidos a técnica de PCR — RFLP do gene
tubl, sendo observada amplificacdo do produto da PCR no tamanho aproximado de
263 pb (Figura 7). Dos 49 isolados submetidos a técnica RFLP, 43 isolados clinicos
e 4 ambientais foram identificados como pertencentes a P. brasiliensis sensu stricto
(S1), onde a enzima Bcll reconheceu o sitio de restricAo gerando dois (2)
fragmentos, um (1) de 155 pb e um (1) de 108 pb (Figura 8). Para o isolado
HCRP199, ambas as enzimas reconheceram 2 (dois) sitios de restricdes distintos
gerando 3 (trés) fragmentos, um (1) de 62 pb, um (1) de 93 pb e um (1) de 108 pb, o
classificando como P. americana (PS2) (Figura 8). O isolado HCRPBAT foi
identificado como P. restrepiensis (PS3), ndo possuindo sitio de clivagem para as
endonucleases Bcll e Mspl, portanto foi observado que o gene tubl do isolado
clinico analisado neste estudo manteve sua total integridade (263 pb) (Figura 8 e
Tabela 2).

Somente para o isolado HCRP191 néo ocorreu a amplificagdo do gene tubl,
assim excluido da técnica PCR — RFLP e submetido ao sequenciamento da regiao
ITS1-5.8S-ITS2 rDNA para verificar a qual espécie pertence — se, do complexo P.

brasiliensis ou P. lutzii (Figura 7).
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M PblS Pbdog T2 Pb01 001 003 004 005 006 007 008 009 034 035 056 063 077 078 080 105 130 149

pb
500

400

00—
»

250
200
150
10—

—

M 154 157 165 168 171 175 176 177 178 181 183 186 187 189 1% 191 192 193

| =

IBIA

195 FOZ_1 FOZ2 BOAS BAT TONI

Figura 7: Amplificacdo do gene tubl para realizacdo da técnica PCR-RFLP nas
cepas de referéncia (Pb18: P. brasiliensis sensu stricto (S1b); Pbdog — EPM 194: P.
americana (PS2); T2 - EPM 54:. P. restrepiensis (PS3); Pb_01: P. lutzii.) e dos
isolados clinicos (001 a 200, FOZ_1, FOZ_2, BAT, BOAS e TONI) e ambientais
(IBIA, IBIAT1, IBIAT2 e IBIAT3) de Paracoccidioides spp. avaliados neste estudo.
Todos os isolados tiveram o gene tubl amplificado, exceto o isolado HCRP191. M:
marcador de peso molecular de 50 bp DNA ladder (Sinapse® Inc, Estados Unidos) e
NC: controle negativo. Autoria: Fonte Propria; Publicado na revista Journal of Fungi

em 07/08/2020 - Cocio et al., 2020.
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M PblS Phdog T2 PHO1 C-

M 001 002 003 004 005 006 007 008 009 0S4 OS5 056 063 077 078 080 105 130

M 149 154 157 165 168 170 171 175 176 177 178 181 183 186 187 189 1% 192

Figura 8: Padrbes de fragmentos obtidos apds a digestdo com as endonucleases
Bcll e Mspl, mostrando similaridade dos isolados clinicos e ambientais com as cepas
de referéncia. (A) Gel de Agarose 3% com as cepas de referéncias Pbl8: P.
brasiliensis sensu stricto (S1b); Pbdog — EPM 194: P. americana (PS2); T2 - EPM
54: P. restrepiensis (PS3); Pb_01: P. lutzii. (B) Gel de Agarose 3% com isolados

clinicos (001 a 200, FOZ_1, FOZ_2, BAT, BOAS e TONI) e ambientais (IBIA, IBIAT1,
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IBIAT2 e IBIAT3) de Paracoccidioides spp. caracterizados neste estudo. A maioria
dos isolados mostrou padrao de digestdo enzimatica compativel com P. brasiliensis
sensu stricto (S1), mas os isolados HCRP199 e HCRPBAT tiveram padréo similar,
respectivamente, P. americana (PS2) e P. restrepiensis (PS3). M: marcador de peso
molecular de 50 bp DNA ladder (Sinapse® Inc, Estados Unidos) e NC: Negative
Control. Autoria: Fonte Propria; Publicado na revista Journal of Fungi em

07/08/2020 - Cocio et al., 2020.

5.1.3. Sequenciamento da regido ITS1-5.8S-ITS2 rDNA para identificagdo de
espécies do complexo P. brasiliensis e de P. lutzii

Devido a néo identificagdo molecular do isolado HCRP191 pela técnica PCR —
RFLP do gene tubl, foi necessario realizar o sequenciamento da regido 1TS1-5.8S-
ITS2 rDNA para classifica-lo em espécie do complexo P. brasiliensis e ou como P.
lutzii.

A cepa HCRP191 apresentou 99,50% de similaridade com a sequéncia de
nucleotideos ITS de Pb0l (P. lutzii) (EU870297.1), assim o identificando como
pertencente a esta espécie. Foi observado na andlise filogenética de maxima
verossimilhangca (ML) adotando o modelo evolutivo Tamura — Nei que existe um
distanciamento evolutivo de HCRP191 frente as espécies pertencentes ao complexo
P. brasiliensis e H. capsulatum AMC HCO002 (Tabela 2 e Figura 9).

A sequéncia de ITS1-5.8S-ITS2 de HCRP191 foi depositada no GenBank:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ sob o nimero de acesso MK886790.
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61 — EPM194 Pbdog - P. americana (PS2)*
85 L EPM54 T2 - P. restrepiensis (PS3)*| Paracoccidioides spp. complex

Pb18 - P. brasiliensis sensu stricto (S1b)*

PbO1 - P. lutzii*
_‘_ P. lutzii
99 L HCRP 191 - MK886790

H. capsulatum strain AMC HC002

—
0.01

Figura 9: Analise filogenética da regido ITS1-5.8S-ITS2 rDNA do isolado HCRP191
em comparacgdo com as cepas de referéncia (*); estas também foram sequenciadas
para este estudo e tinham 100% de identidade com as sequéncias depositadas no
GenBank sob o numero de acesso: [Pb1l8 — B17 (P. brasiliensis sensu stricto
(S1b)), EPM194 — Pbdog— (P. americana (PS2)) e EPM54 — T2 (P. restrepiensis
(PS3)) - KT155977.1 para trés cepas de referéncia; Pb01 — EU870297.1 (P. lutzii)]
e H. capsulatum AMC_HCO002 sdo um grupo externo. A historia evolutiva foi medida
pelo método de méxima verossimilhanca (ML) baseado no modelo de Tamura-Nei. A
alta similaridade com Pb01 identifica HCRP 191 como P. lutzii. Autoria: Fonte

Prépria; Publicado na revista Journal of Fungi em 07/08/2020 - Cocio et al., 2020.

5.1.4. Analise filogenética utilizando o sequenciamento do gene gp43 exon 2
loci para identificacdo de espécies e variedades do complexo P. brasiliensis e
P. lutzii

Pela analise de nucleotideos de gp43 exon 2 loci obtidas no sequenciamento,
47 cepas foram identificadas como P. brasiliensis sensu stricto (S1), sendo 5
isolados pertencentes a variedade Sla com 100% de similaridade a DQ003724.1 B1
—T1F1 (Sla) e 42 isolados pertencentes a variedade S1b com 100% de similaridade
a DQ003729.1 B17 — Pb18. O isolado HCRP191 foi identificado como pertencente a

espécie P. lutzii, apresentando 100% de similaridade a sequéncia de EU870196.1
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Pb01 (P. lutzii). O isolado HCRP199 caracterizado como P. americana (PS2),
apresentou 100% de similaridade a sequéncia de nucleotideos de gp43 exon 2 loci
da cepa EPM194 — Pbdog — DQO003736.1. O isolado HCRPBAT foi identificado
como pertencente a espécie P. restrepiensis (PS3), mostrando 100% de similaridade
com a cepa referéncia KT251008.1-T2—-EPM54 (Tabela 2 e Figura 10).

As sequéncias de gp43 exon 2 loci dos isolados clinicos e ambientais foram
depositadas no GenBank: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ sob o nimero de

acesso MK909758 a MK909806 e para o isolado HCRPBAT o numero de acesso é

MH484614 (Tabela 2).
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Tabela 2. Caracterizacdo genotipica dos isolados clinicos de Paracoccidioides spp.: Método de identificacdo e codigo de acesso

GenBank.

Método de identificacéo

Isolado

PCR-RFLP
tubl

Sequenciamento gp43 exon 2

GenBank

HCRP 001
HCRP 002
HCRP 003
HCRP 004
HCRP 005
HCRP 006
HCRP 007
HCRP 008
HCRP 009
HCRP 054
HCRP 055
HCRP 056
HCRP 063
HCRP 077
HCRP 078
HCRP 080
HCRP 105
HCRP 130
HCRP 149
HCRP 154

T U U U U U U U U U U U U U U U U U U T

. brasiliensis sensu stricto S1
. brasiliensis sensu stricto S1
. brasiliensis sensu stricto S1
. brasiliensis sensu stricto S1
. brasiliensis sensu stricto S1
. brasiliensis sensu stricto S1
. brasiliensis sensu stricto S1
. brasiliensis sensu stricto S1
. brasiliensis sensu stricto S1
. brasiliensis sensu stricto S1
. brasiliensis sensu stricto S1
. brasiliensis sensu stricto S1
. brasiliensis sensu stricto S1
. brasiliensis sensu stricto S1
. brasiliensis sensu stricto S1
. brasiliensis sensu stricto S1
. brasiliensis sensu stricto S1
. brasiliensis sensu stricto S1
. brasiliensis sensu stricto S1

. brasiliensis sensu stricto S1

U U U U U U U U U U U U U U U U U U U T

. brasiliensis sensu stricto S1b
. brasiliensis sensu stricto S1b
. brasiliensis sensu stricto S1b
. brasiliensis sensu stricto S1b
. brasiliensis sensu stricto S1b
. brasiliensis sensu stricto S1b
. brasiliensis sensu stricto S1b
. brasiliensis sensu stricto S1b
. brasiliensis sensu stricto S1b
. brasiliensis sensu stricto Sla
. brasiliensis sensu stricto S1b
. brasiliensis sensu stricto S1b
. brasiliensis sensu stricto S1b
. brasiliensis sensu stricto S1b
. brasiliensis sensu stricto S1b
. brasiliensis sensu stricto Sla
. brasiliensis sensu stricto S1b
. brasiliensis sensu stricto S1b
. brasiliensis sensu stricto Sla

. brasiliensis sensu stricto S1b

MK909758
MK909759
MK909760
MK909761
MK909762
MK909763
MK909764
MK909765
MK909766
MK909767
MK909768
MK909769
MK909770
MK909771
MK909772
MK909773
MK909774
MK909775
MK909776
MK909777

Autoria: Fonte Propria.
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Tabela 2. Caracterizagdo genotipica dos isolados clinicos de Paracoccidioides spp.: Método de identificagcdo e codigo de acesso

GenBank (Continuagéo).

Método de identificacdo

Isolado

PCR-RFLP
tubl

Sequenciamento gp43 exon 2

GenBank

HCRP 157
HCRP 165
HCRP 168
HCRP 170
HCRP 171
HCRP 175
HCRP 176
HCRP 177
HCRP 178
HCRP 181
HCRP 183
HCRP 186
HCRP 187
HCRP 189
HCRP 190
*HCRP 191
HCRP 192
HCRP 193
HCRP 195

T U U U U U U U U U U U U U O

L

. brasiliensis sensu stricto S1
. brasiliensis sensu stricto S1
. brasiliensis sensu stricto S1
. brasiliensis sensu stricto S1
. brasiliensis sensu stricto S1
. brasiliensis sensu stricto S1
. brasiliensis sensu stricto S1
. brasiliensis sensu stricto S1
. brasiliensis sensu stricto S1
. brasiliensis sensu stricto S1
. brasiliensis sensu stricto S1
. brasiliensis sensu stricto S1
. brasiliensis sensu stricto S1
. brasiliensis sensu stricto S1

. brasiliensis sensu stricto S1

Nao ldentificado

. brasiliensis sensu stricto S1

P. brasiliensis sensu stricto S1

P. brasiliensis sensu stricto S1

T U U U U U U U U U U U U U T

. brasiliensis sensu stricto S1b
. brasiliensis sensu stricto S1b
. brasiliensis sensu stricto S1b
. brasiliensis sensu stricto S1b
. brasiliensis sensu stricto Sla
. brasiliensis sensu stricto S1b
. brasiliensis sensu stricto S1b
. brasiliensis sensu stricto S1b
. brasiliensis sensu stricto S1b
. brasiliensis sensu stricto S1b
. brasiliensis sensu stricto S1b
. brasiliensis sensu stricto S1b
. brasiliensis sensu stricto S1b
. brasiliensis sensu stricto S1b

. brasiliensis sensu stricto S1b

P. lutzii

. brasiliensis sensu stricto S1b
. brasiliensis sensu stricto Sla

. brasiliensis sensu stricto S1b

MK909778
MK909779
MK909780
MK909781
MK909782
MK909783
MK909784
MK909785
MK909786
MK909787
MK909788
MK909789
MK909790
MK909791
MK909792
MK909806 MK886790
MK909793
MK909794
MK909795

Legenda: *HCRP191 néo teve o gene tubl amplificado e foi identificado pelo sequenciamento de gp43 Exon 2 loci e ITS1/ITS4
rDNA. Autoria: Fonte Propria.
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Tabela 2. Caracterizagdo genotipica dos isolados clinicos de Paracoccidioides spp.: Método de identificagcdo e codigo de acesso

GenBank (Continuagao).

Isolado

Método de identificagcdo

PCR-RFLP
tubl

Sequenciamento gp43 exon 2

GenBank

HCRP 199
HCRP 200
HCRP FOZ_1
HCRP FOZ_2
HCRP BAT
HCRP BOAS

HCRP TONI

P. americana (PS2)
P. brasiliensis sensu stricto S1
P. brasiliensis sensu stricto S1
P. brasiliensis sensu stricto S1
P. restrepiensis (PS3)
P. brasiliensis sensu stricto S1

P. brasiliensis sensu stricto S1

P. americana (PS2)
P. brasiliensis sensu stricto S1b
P. brasiliensis sensu stricto S1b
P. brasiliensis sensu stricto S1b
P. restrepiensis (PS3)
P. brasiliensis sensu stricto S1b

P. brasiliensis sensu stricto S1b

MK909796
MK909797
MK909798
MK909799
MH484614
MK909800
MK909805

Autoria: Fonte Propria.

Tabela 2A. Caracterizacdo genotipica dos isolados ambientais de Paracoccidioides spp.: Método de identificagdo, cédigo de acesso GenBank

e Referéncias.

Método de identificacdo

Isolado Hospedeiro Fonte Origem PCR-RFLP Sequenciamento gp43 exon 2 GenBank Referéncias
geogréfica tubl
HCRPIBIA Ambiente Solo Ibia — MG P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909801 Silva — Vergara et
al., 1998
HCRPIBIAT1 Tatu Baco Ibia — MG P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909802 SllvaaT \/zeorggra et
Baco, S . b . ilva —
HCRPIBIAT2 Tatu Figa%jo e Ibid — MG P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909803 Sllvaal Vzeorggra et
Pulméo "
HCRPIBIAT3 Tatu Bacoe Ibia — MG P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909804 SIS U
Pulm&o al., 2000

Legenda: MG — Estado de Minas Gerais. Autoria: Fonte Propria; Publicado na revista Journal of Fungi em 07/08/2020 - Cocio et

al., 2020.
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HOAP1T! - MKOETER
HORP193 - M99
3| HORP149 - MKS09TTS
HCRPOR0 - MKSETTS
HORP(SY - MKS08TET
DOO0IT 241 - B - TIFY Pamcocctibiss bresiienss sensustnc (5 1a)
HORPTOM - MKS09805
HCRPO01 - WKSETS8
HCRP002 - WKSETER
HORPOD S - MKS8TE0
HCRPO04 - MKSMETE
HORPODS - MKS8TE2
HCRPO06 - MKSTES
HORPODT - MK28TEL
HORPOD§ - MKS8TES
HCRPO0S - WKS08TES
HORP(E S - MKS(8765
HCRPEG - MKSETES
HCRPOE S - MK98TT0
HCRPOTT - WKSTT
HCRPOT 8 - WKSmTT2
HORP105 - MKSETTY
HCRP130 - MKS8TTS
HORP1S4 - MKSTTT
HCRPIST - MKS8TTE
35| HCRPIES - MKE0ATTY
HCRP16E - MKS08T30
HORPITO - WKSMETa
HORPITS - MKS8TES
HCRPITE - MKOTEH
HCRPITT - MKS8TEs
HORPITE - MKSTEE
HCRP181 - WKO0TET
HORP183 - MK2097S8
HCRP186 - MKSETa
HCRP18T - MKSET30
HCRP159 - MKSETT
HCRP190 - WKSMET2
P13 B17 sirain . beesiliensis s ensu siiclo (310}
HORP192 - WKSTE3
HCRP195 - MKSTSS
HORFRD 0 - MKSETST
HCRPFOZ 1 -MKB09728
HORPFOZ 2 -MK=09TH
HCRPBOAS - MKI09300
HCRPEIA - ME903E01
HCRPIBIATI - MKOM602
HCRPBIATZ - MK909803
HORPIBIATY - MK 908504
HOPBAT -MH34E 1
EPWEL T2 . restrepionsis (PRI
HORP 199 - MK2097%
100 {EPM194 Podog . amencana (PSP
l'C"1Pl'91 - MR EEE
W 1pelt £ wtzip

P brasiliensis sensu stricto
(Sla)

P. brasiliensis sensu stricto

(S1b)

P. restrepiensis (PS3)

P, americana (PS2)

I P. lutzii

Figura 10: Analise filogenética gp43 exon 2 loci dos isolados clinicos e ambientais

de Paracoccidioides spp. em comparacdo com as cepas de referéncia (*); que

também foram sequenciadas para este estudo e tinham 100% de identidade com as
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sequéncias depositadas no GenBank sob o niamero de acesso: [Pb1l8 — B17 —
DQO003729.1 (P. brasiliensis sensu stricto (S1b); EPM194 — Pbdog — DQO003736.1
(P. americana (PS2); EPM54 — T2 — KT251008.1 (P. restrepiensis (PS3); Pb01 —
EU870196.1 (P. lutzii)]. A historia evolutiva foi medida pelo método de méxima
verossimilhanca (ML) com base no modelo Kimura parametro. Autoria: Fonte

Propria; Publicado na revista Journal of Fungi em 07/08/2020 - Cocio et al., 2020.

5.1.5. Procedéncia geografica dos pacientes e forma clinica de PCM

Dos 46 isolados de origem clinica caracterizados genotipicamente neste
estudo, 67,4% dos pacientes manifestaram a forma crénica e 32,6% manifestaram a
forma sub-aguda da PCM. Avaliando a manifestagéo clinica da PCM por espécie do
complexo P. brasiliensis e espécie P. lutzii, dos 46 isolados clinicos genotipados, 38
foram caracterizados como P. brasiliensis sensu stricto variante S1b, cujos pacientes
65,8% apresentaram a forma crbnica e 34,2% a forma sub-aguda. Dos cinco
isolados clinicos identificados como P. brasiliensis sensu stricto variante Sla, 60,0%
dos pacientes manifestaram a forma cronica e 40% a forma sub-aguda. Os
pacientes dos isolados HCRP 191 (P. lutzi) e HCRP 199 (P. americana-PS2)
apresentaram a forma cronica. HCRP BAT (P. restrepiensis-PS3) foi isolado de
paciente com a forma sub-aguda da doenca (Tabela 3).

Analisando a procedéncia geografica dos 46 pacientes, trinta e nove (39)
residiam na cidade e regido de Ribeirdo Preto, SP, Brasil. Os pacientes dos isolados
HCRP 063 (P. brasiliensis sensu stricto S1b), HCRP 191 (P. lutzii) e HCRP 199 (P.
americana-PS2) realizaram migracdo para Ribeirdo Preto, SP, Brasil partindo de
area anteriores de residéncia, respectivamente, os Estados do Maranhdo, Mato

Grosso e Parand. Seis (6) pacientes adquiriram a PCM enquanto residiam em outras
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areas endémicas do Sudeste e Sul do Brasil (Estado de Minas Gerais — 4 e Estado

do Parana - 2) (Figura 11 e Tabela 3).
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Minas Gerais

Legenda:

M Cidade de Ribeirdo Preto, SP e municipios vizinhos do Estado de Sdo Paulo (Sudeste do Brasil)
onde residiam a maioria dos pacientes;

B Municipios do Estado de Minas Gerais (Sudeste do Brasil) onde residiam pacientes; Sao Paulo

WV Cidade de Imperatriz, Estado do Maranhdo (Norte do Brasil), onde foi adquirida a infecgdo por P.
brasiliensis sensu stricto (S1b) por um paciente;

% Cidade de Marcelandia, Estado do Mato Grosso (Centro — Oeste do Brasil), onde provavelmente Brasil
foi adquirida a infecgdo por P. lutzii;
<> Cidade de Londrina, Estado do Parani (Sul do Brasil), onde provavelmente foi adquirida a Regiéo Sudeste do

infecgdo por P. americana (PS2); Brasil

@ Cidade de Foz do Iguagu, Estado do Parand (Sul do Brasil), onde foram isolados P. brasiliensis
sensu stricto (S1b) de dois pacientes:

A Cidade de Ibis, Estado de Minas Gerais (Sudeste do Brasil), na qual foram coletadas as amostras
ambientais (solo e tatus) de P. brasiliensis sensu stricto (S1b).

Autoria: Fonte Propria; Publicado na revista Journal of Fungi em 07/08/2020 - Cocio et al., 2020.

Figura 11. Mapa do Brasil, com destaque para os Estados de S&o Paulo e Minas Gerais, mostrando a area geografica centrada por

—

Ribeirdo Preto, SP ({ ",), onde residiam a maior parte dos pacientes, a migracdo de alguns pacientes que adquiriram a infecgao por

Paracoccidioides spp. em outras regides (------- » e o local de coleta dos isolados ambientais (A).
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Tabela 3. Forma clinica da PCM, residéncia dos pacientes e regido brasileira onde provavelmente ocorreu a infeccédo por espécies

do complexo P. brasiliensis e P. lutzii.

Espécies Numero | Forma Clinica—n (%) | Origem geografica dos pacientes | Local da infec¢do por Paracoccidioides
Paracoccidioides Total com PCM - n (%) spp. nas regides brasileiras - n (%)
spp.
Ag/Subaguda Cronica SP MG PR MA SE S NE CO
P. brasiliensis 38 13(34,2) 25(65,8) | 31(81,6) 4(10,5) 2(5,3) 1(2,6) | 35(92,1) 2(5,3) 1(2,6) -
sensu stricto (S1b)
P. brasiliensis 5 2(40,0) 3(60,0) | 5(100,0) - - - 5(100,0) - - -
sensu stricto (S1a)
P. americana 1 - 1(100) 1(100) - - - - 1(100,0) - -
(PS2)
P. restrepiensis 1 1(100) - 1(100) - - - 1(100,0) - - -
(PS3)
P. lutzii 1 - 1(100) 1(100) - - - - - - 1(100,0)
P. brasiliensis 4 - - 4(100) 4(100,0) - - -

sensu stricto (S1b)

*

Legenda: SP - Estado de S&o Paulo; MG - Estado de Minas Gerais; PR — Estado do Parana; MA - Estado do Maranh&o; SE -
Sudeste; S - Sul; NE - Nordeste; CO - Centro Oeste. (*): Isolados ambientais.

Autoria: Fonte Propria; Publicado na revista Journal of Fungi em 07/08/2020 - Cocio et al., 2020.
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5.2. Avaliacdo da antigenicidade de exoantigenos miceliais de cepas de
referéncia e isolados clinicos de diferentes espécies do complexo P.
brasiliensis e de P. lutzii

5.2.1. Selecdo dos exoantigenos miceliais produzidos de diferentes cepas de

referéncia e isolados clinicos do género Paracoccidioides spp.

Os exoantigenos miceliais que foram submetidos a avalia¢cdes soroldgicas,
dosagem e perfil proteico foram selecionados através da técnica IDD a partir da
reacdo de imunoprecipitacdo frente a um pool de soros, utilizado como controle
positivo. Os que tiveram a melhor antigenicidade frente ao pool de soros foram:
Pb18: P. brasiliensis sensu stricto (S1b) — Agitacdo, 60 dias de incubacdo; EPM194
— Pbdog: P. americana (PS2) — Cultura estatica, 30 dias de incubacdo; EPM54 — T2:
P. restrepiensis (PS3) — Cultura estatica, 60 dias de incubacéo; Pb01: P. lutzii —
Cultura estatica, 60 dias de incubacao; HCRP171: P. brasiliensis sensu stricto (S1a)
— Agitacao, 60 dias de incubacdo; HCRP199: P. americana (PS2) — Agitacao, 60
dias de incubacdo; HCRP191: P lutzii — Agitacdo, 60 dias de incubacédo; HCRPBAT:
P. restrepiensis (PS3) — Cultura estética, 60 dias de incuba¢do (produzido em
07/07/1989).

Outros isolados e produtos de cultivos ndo foram avaliados quanto a
antigenicidade por volume insuficiente, baixa reatividade frente ao pool de soros

positivos ou contaminacao de cultura.

5.2.2. Concentracédo proteica dos produtos contendo exoantigenos miceliais de

cepas de referéncia e clinica do género Paracoccidioides spp.

Os exoantigenos miceliais de cada espécie do género Paracoccidioides spp.
(Pb18: P. brasiliensis sensu stricto (S1b) — Agitacdo, 60 dias de incubacédo; EPM194

— Pbdog: P. americana (PS2) — Cultura estatica, 30 dias de incubacéo; EPM54 — T2:
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P. restrepiensis (PS3) — Cultura estética, 60 dias de incubacado; Pb01: P. lutzii —
Cultura estatica, 60 dias de incubagdo; HCRP171: P. brasiliensis sensu stricto (S1a)
— Agitacdo, 60 dias de incubacéo; HCRP199: P. americana (PS2) — Agitacdo, 60
dias de incubacdo; HCRP191: P lutzii — Agitacdo, 60 dias de incubacdo; HCRPBAT:
P. restrepiensis (PS3) — Cultura estética, 60 dias de incubacdo) tiveram suas
proteinas precipitadas e submetidas a quantificacdo de sua concentracdo pelo
método de Bradford. As concentracdes proteicas (ug/mL) de cada cepa de

referéncia e clinica avaliadas neste estudo estdo descritas na Tabela 4.

Tabela 4: Concentracdo proteica das cepas de referéncia e clinica de espécies de

Paracoccidioides spp. e de P. lutzii.

Concentragcdo em
Amostras / Método e Periodo de incubacéo

pg/mL
Pb18: P. brasiliensis sensu stricto (S1b) — Agitacéo, 60 dias 11,2
HCRP171: P. brasiliensis sensu stricto (S1a) — Agitacédo, 60 dias 28.3
EPM194 — Pbdog: P. americana (PS2) — Cultura estatica, 30 dias 1275
HCRP199: P. americana (PS2) — Agitacao, 60 dias 38.6
EPM54 — T2: P. restrepiensis (PS3) — Cultura estatica, 60 dias 32.4
HCRPBAT: P. restrepiensis (PS3) — Cultura estatica, 60 dias 71
PbO01: P. lutzii — Cultura estética, 60 dias 98
HCRP191: P lutzii — Agitacdo, 60 dias 86

Autoria: Fonte Propria
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5.2.3. Analise de perfil de proteinas extracelulares contendo exoantigenos
miceliais de cepas de referéncia e clinica de espécies do género
Paracoccidioides spp.

As proteinas extracelulares secretadas em meio liquido McVeigh e Morton
das cepas avaliadas neste estudo foram separadas em gel de policrilamida SDS —
PAGE 10%. Verificou-se que de um modo geral as cepas de referéncia produziram
mais fracdes proteicas do que as clinicas, sugerindo a producdo de exoantigenos
miceliais em condi¢Bes favoraveis de crescimento (Figura 12A). Foram observadas
diversas fracBes entre 25 e 150 kDa, sendo feita a analise comparativa daquelas

com 43, 60 e 70 kDa, conforme mostram a Tabela 5 e Figura 12B.

Tabela 5. Perfil proteico e intensidade de expressdo dos isolados clinico e de

referéncia de Paracoccidioides spp

Exoantigenos
Pb18 EPM194 EPM54 PbOl__ HCRP | HCRP | HCRP | HCRP
R Pbdog T2 P. lutzii 171 199 BAT 191
proteinas
(kDa)

43 + ++ + - ++ - ++ -

60 - + - ++ + - - ++

70 - ++ - ++ - +

Legenda: Pb18: P. brasiliensis sensu stricto (S1b) — Agitacdo, 60 dias; EPM194 —
Pbdog: P. americana (PS2) — Cultura estatica, 30 dias; EPM54 - T2: P.
restrepiensis (PS3) — Cultura estética, 60 dias; Pb01: P. lutzii — Cultura estatica, 60
dias; HCRP171: P. brasiliensis sensu stricto (S1a) — Agitacéo, 60 dias; HCRP199: P.
americana (PS2) — Agitacéo, 60 dias; HCRPBAT: P. restrepiensis (PS3) — Cultura
estatica, 60 dias; HCRP191: P. lutzii — Agitacdo, 60 dias. (+) baixo nivel de
expressao; (++) alto nivel de expresséao; (-) auséncia de expressao. Autoria: Fonte

Prépria
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Figura 12. Gel de Policrilamida SDS — PAGE 10% para a avaliacdo do perfil proteico dos produtos extracelulares de espécies do

género Paracoccidioides spp. avaliados neste estudo.
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Legenda: A. Gel sem demarcacdo dos tamanhos aproximados em kDa. M: Marcador de peso molecular. Pb18: P. brasiliensis
sensu stricto (S1b) — Agitacdo, 60 dias; EPM194 — Pbdog: P. americana (PS2) — Cultura estéatica, 30 dias; EPM54 — T2: P.
restrepiensis (PS3) — Cultura estatica, 60 dias; Pb01: P. lutzii — Cultura estatica, 60 dias; HCRP171: P. brasiliensis sensu stricto
(Sla) — Agitacdo, 60 dias; HCRP199: P. americana (PS2) — Agitacdo, 60 dias; HCRPBAT: P. restrepiensis (PS3) — Cultura
estatica, 60 dias; HCRP191: P lutzii — Agitacdo, 60 dias. Autoria: Fonte Propria.
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Figura 12. Gel de Policrilamida SDS — PAGE 10% para a avaliacdo do perfil proteico dos produtos extracelulares de espécies do
género Paracoccidioides spp. avaliados neste estudo. Continuacgéo.

B.
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Fragao proteica de tamanho aproximado de 70 kDa

Fragéo proteica de tamanho aproximado de 60 kDa

éFracéo,. ica de ho aproximado de 43 kDa

Legenda: B. Gel com demarcacdo dos tamanhos aproximados (kDa) dos possiveis antigenos produzidos. M: Marcador de peso molecular.
Pb18: P. brasiliensis sensu stricto (S1b) — Agitacdo, 60 dias; EPM194 — Pbdog: P. americana (PS2) — Cultura estética, 30 dias; EPM54 — T2:
P. restrepiensis (PS3) — Cultura estatica, 60 dias; Pb01: P. lutzii — Cultura estatica, 60 dias; HCRP171: P. brasiliensis sensu stricto (Sla) —
Agitacdo, 60 dias; HCRP199: P. americana (PS2) — Agitacdo, 60 dias; HCRPBAT: P. restrepiensis (PS3) — Cultura estatica, 60 dias;

HCRP191: P lutzii — Agitacdo, 60 dias. Autoria: Fonte Propria.
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5.2.4. Antigenicidade dos exoantigenos miceliais produzidos por diferentes
espécies de cepas de referéncia e clinicas de Paracoccidioides spp. frente

soros de pacientes

No total foram testados soros de 15 pacientes com PCM e cujos isolados
fungicos tiveram seus genotipos identificados (Anexo 2 — Tabela Suplementar 2).
Pela técnica IDD foi possivel observar que os exoantigenos miceliais produzidos a
partir de cepas de referéncia e clinicas e que pertencem a espécies do complexo P.
brasiliensis (P. brasiliensis sensu stricto (S1), P. americana (PS2) e P. restrepiensis
(PS3) tiveram reacao positiva, formando uma ou duas bandas de imunoprecipitado
com todos os soros testados (100%) (Tabela 6 e Figuras 13, 14 e 15). Pb01 (P.
lutzii) n&o apresentou reatividade com os soros 14 e 15 (Tabela 6 e Figura 15).
HCRP191 (P. lutzii) ndo apresentou reatividade com os soros 1, 2, 3, 6, 7, 10, 13 e
15 (Tabela 6 e Figuras 13, 14 e 15). Os exoantigenos miceliais produzidos pela cepa
de referéncia Pb01 (P.lutzii) e HCRP191 (P. lutzii) tiveram deteccéo de anticorpos de
86,7%, e 53,3%, respectivamente. Além da presenca de bandas, foi avaliada a
identidade das linhas de precipitacdo entre os diferentes exoantigenos colocados
nos pocgos periféricos. Observa-se que para a maioria dos soros existe identidade
entre as bandas de precipitado, principalmente no teste com os exoantigenos de
cepas do complexo P. brasiliensis (Figuras 13, 14 e 15). Os soros 4, 6, 9 e 12
apresentaram uma linha de precipitacdo mais fraca e proxima ao po¢o do soro, onde
0 imunoprecipitado produzido por Pb01 (P. lutzii) (pogco E) ndo tem identidade com
os demais, formados na reagdo com exoantigenos do complexo P. brasiliensis,
sugerindo uma reagdo com molécula antigénica diferente (Figuras 13, 14 e 15). O
mesmo aspecto de ndo identidade foi observado com o exoantigeno HCRP191 (P.

lutzii) (pogo H) reagindo com os soros 4 e 14 (Figura 13 e 15). O soro 10, de
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paciente cujo o isolado fungico foi identificado como P. lutzii, reagiu com todos o0s
exoantigenos miceliais testados, porém com linha de precipitacdo mais localizada
proximo ao pocgo central (soro) e com baixa intensidade na reatividade, sugerindo
conter um anticorpo em baixo titulo contra fracdo antigénica presente em todos
exoantigenos avaliados, porém provavelmente diferente da fracdo antigénica
principal reconhecida pelos soros de pacientes infectados pelo complexo P.
brasiliensis (Figuras 13, 14 e 15).

A antigenicidade de exoantigenos miceliais do complexo P. brasiliensis e
espécie P. lutzii foi também avaliada utilizando a técnica de CIE, onde foram
testados frente aos soros 1, 5, 10, 13 e 15, cujos isolados fungicos obtidos dos
respectivos pacientes foram identificados como P. brasiliensis sensu stricto (Sla e
S1b), P. americana (PS2), P. lutzii e P. restrepiensis (PS3). Observou-se que para
0s soros testados, 0s exoantigenos miceliais produzidos por espécies do complexo
P. brasiliensis mostraram reatividade com todos (100%). O exoantigeno Pb01 (P.
lutzii) ndo foi reativo com os soros 1, 5, 13 e 15, mas positivo com o soro 10, tendo
uma reatividade de 20% (Tabela 8). O exoantigeno HCRP191 (P. lutzii) foi reativo
somente com o soro 1, apresentando a mesma porcentagem de reatividade de Pb01
(P. lutzii), 20% (Tabela 8).

Relacionando os resultados obtidos pelas técnicas IDD e CIE observamos
gue os exoantigenos miceliais produzidos a partir das espécies do complexo P.
brasiliensis tiveram 100% de reatividade frente aos soros testados em ambas as
técnicas sorologicas (Tabela 9). Os exoantigenos miceliais produzidos a partir da
cepa de referéncia Pb01l (P. lutzii) e por HCRP191, tiveram comportamento

antigénico diferente, sendo mais reativos na IDD do que na CIE (Tabela 9).
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Figura 13. Imunodifusdo dupla de exoantigenos miceliais de espécies do complexo

P. brasiliensis e P. lutzii frente a soros 1 a 6 de pacientes com PCM.

Legenda: Soros de pacientes testados de 1 a 6; Exoantigenos miceliais: A: pool de
antigenos obtidos por sonicacdo de leveduras de Paracoccidioides spp. (Controle);
B: Pb18: P. brasiliensis sensu stricto (S1b) — Agitacao 60 dias; C. EPM194 — Pbdog:
P. americana (PS2) — Estatica 30 dias; D: EPM54 — T2: P. restrepiensis (PS3) —
Estatica 60 dias; E: Pb0O1: P. lutzii — Estética 60 dias; B: Pb18 - P. brasiliensis sensu
stricto (S1b); C: EPM194 — Pbdog - P. americana (PS2); D: EPM54 — T2 - P.
restrepiensis (PS3); E: Pb0l1 - P. lutzii; F: HCRPBAT — P. restrepiensis (PS3); G:
HCRP171 - P. brasiliensis sensu stricto (S1a); H: HCRP191 — P. lutzii; I: HCRP199 —
P. americana (PS2) e X: pogo vazio, sem aplicacdo de antigenos. Autoria: Fonte

Propria.
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Figura 14. Imunodifusdo dupla de exoantigenos miceliais de espécies do complexo

P. brasiliensis e P. lutzii frente a soros 7 a 12 de pacientes com PCM

Legenda: Soros de pacientes testados de 7 a 12; Exoantigenos miceliais: A: pool de
antigenos obtidos por sonicacdo de leveduras de Paracoccidioides spp. (Controle);
B: Pb18: P. brasiliensis sensu stricto (S1b) — Agitagédo 60 dias; C: EPM194 — Pbdog:
P. americana (PS2) — Estatica 30 dias; D: EPM54 — T2: P. restrepiensis (PS3) —
Estética 60 dias; E: Pb01: P. lutzii — Estatica 60 dias; B: Pb18 - P. brasiliensis sensu
stricto (S1b); C: EPM194 — Pbdog - P. americana (PS2); D: EPM54 — T2 - P.
restrepiensis (PS3); E: Pb0l1 - P. lutzii; F: HCRPBAT — P. restrepiensis (PS3); G:
HCRP171 - P. brasiliensis sensu stricto (S1a); H: HCRP191 — P. lutzii; I: HCRP199 —
P. americana (PS2) e X: poco vazio, sem aplicacdo de antigenos. Autoria: Fonte

Propria.
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Figura 15. Imunodifusdo dupla de exoantigenos miceliais de espécies do complexo

P. brasiliensis e P. lutzii frente a soros 13 a 15 de pacientes com PCM

&B e G H \}
0 o
X E) X X

Legenda: Soros de pacientes testados de 13 a 15; Exoantigenos miceliais: A: pool
de antigenos obtidos por sonicacdo de leveduras de Paracoccidioides spp.
(Controle); B: Pb18: P. brasiliensis sensu stricto (S1b) — Agitacdo 60 dias; C:
EPM194 — Pbdog: P. americana (PS2) — Estatica 30 dias; D: EPM54 — T2: P.
restrepiensis (PS3) — Estatica 60 dias; E: Pb01: P. lutzii — Estéatica 60 dias; B: Pb18 -
P. brasiliensis sensu stricto (S1b); C. EPM194 — Pbdog - P. americana (PS2); D:
EPM54 — T2 - P. restrepiensis (PS3); E: Pb0l - P. lutzii; F: HCRPBAT - P.
restrepiensis (PS3); G: HCRP171 - P. brasiliensis sensu stricto (S1a); H: HCRP191
— P. lutzii; I: HCRP199 — P. americana (PS2) e X: poc¢o vazio, sem aplicacao de

antigenos. Autoria: Fonte Propria.
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Tabela 6. Deteccdo de anticorpos pelo método de imunodifusdo dupla (IDD) com
uso de exoantigenos miceliais de espécies do género Paracoccidioides spp. em

soros de pacientes com PCM.

Exoantigenos
Pb18 EPM194 | EPM54 Pg(_)l HCRP | HCRP | HCRP | HCRP
Pbdog T2 lutii 171 199 BAT 191
Soros
1 + + + + + + + -
2 + + + + + + + -
3 + + + + + + + -
4 + + + + + + + +
5 + + + + + + + +
6 + + + + + + + -
7 + + + + + + + -
8 + + + + + + + +
9 + + + + + + + +
10 + + + + + + + +
11 + + + + + + + +
12 + + + + + + + +
13 + + + + + + + -
14 + + + - + + + +
15 + + + - + + + -

Legenda: Soros de pacientes testados na IDD: 1 a 15. Exoantigenos — Pb18: P.
brasiliensis sensu stricto (S1b) — Agitacéo, 60 dias; EPM194 — Pbdog: P. americana
(PS2) — Cultura estatica, 30 dias; EPM54 — T2: P. restrepiensis (PS3) — Cultura
estatica, 60 dias; Pb01: P. lutzii — Cultura estética, 60 dias; HCRP171: P. brasiliensis
sensu stricto (S1a) — Agitacdo, 60 dias; HCRP199: P. americana (PS2) — Agitacéo,
60 dias HCRPBAT: P. restrepiensis (PS3) — Cultura estética, 60 dias; HCRP191: P.
lutzii — Agitacdo, 60 dias. (+): Soros com reacdo positiva; (-): Soros com reacao

negativa. Autoria: Fonte propria.
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Tabela 7. Positividade de 15 soros de PCM testados pelo método imunodifusao
dupla (IDD) contra exoantigenos miceliais de diferentes cepas de referéncia e clinica

de Paracoccidioides spp.

Pb18 EPM194 EPM54 Pb01 HCRP HCRP HCRP HCRP
Pbdog T2 P. lutzii 171 199 BAT 191
Resultados
Positiva 15(100,0) | 15(100,0) | 15(100,0) | 13(86,7) | 15(100,0) | 15(100,0) | 15(100,0) | 8(53,3)
Negativa 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 2(13,3) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 7(46,7)

Legenda: Pb18: P. brasiliensis sensu stricto (S1b) — Agitacdo, 60 dias; EPM194 —
Pbdog: P. americana (PS2) — Cultura estatica, 30 dias; EPM54 - T2: P.
restrepiensis (PS3) — Cultura estatica, 60 dias; Pb01: P. lutzii — Cultura estatica, 60
dias; HCRP171: P. brasiliensis sensu stricto (S1a) — Agitacéo, 60 dias; HCRP199: P.
americana (PS2) — Agitacdo, 60 dias HCRPBAT: P. restrepiensis (PS3) — Cultura
estatica, 60 dias; HCRP191: P. lutzii — Agitacdo, 60 dias. Autoria: Fonte Propria.

Tabela 8. Positividade de 5 soros de PCM testados pelo método
contraimunoeletroforese (CIE) frente aos exoantigenos miceliais de cepas de

referéncia e clinicas de Paracoccidioides spp.

Exoantigenos
Pb18 EPM194 | EPM54 | pp0o1 | HCRP | HCRP | HCRP | HCRP
Pbdog T2 P.lutzii | 171 199 BAT 191
Reacao
Positiva 5(100,0) | 5(100,0) 5(100,0) | 1(20,0) | 5(100,0) | 5(100,0) | 5(100,0) | 1(20,0)
Negativa 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 4(80,0) | 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 4(80,0)

Legenda: Pb18: P. brasiliensis sensu stricto (S1b) — Agitacdo, 60 dias; EPM194 —
Pbdog: P. americana (PS2) — Cultura estatica, 30 dias; EPM54 - T2: P.
restrepiensis (PS3) — Cultura estatica, 60 dias; Pb01: P. lutzii — Cultura estatica, 60
dias; HCRP171: P. brasiliensis sensu stricto (S1a) — Agitacéo, 60 dias; HCRP199: P.
americana (PS2) — Agitacdo, 60 dias HCRPBAT: P. restrepiensis (PS3) — Cultura
estatica, 60 dias; HCRP191: P. lutzii — Agitacdo, 60 dias. Autoria: Fonte Propria.



Resultados 64

Tabela 9. Comparacdo da deteccdo de anticorpos especificos em cinco soros de

PCM conforme as espécies de Paracoccidioides spp. e as técnicas de IDD e CIE.

Exoantigenos
Espécies do complexo P. brasiliensis Pb01 HCRP
P. lutzii 191
Reacéo
IDD 100% 86,7% 53,3%
CIE 100% 20% 20%

Legenda: Espécies do complexo P. brasiliensis - Pb18: P. brasiliensis sensu
stricto (S1b) — Agitacdo, 60 dias; EPM194 — Pbdog: P. americana (PS2) — Cultura
estética, 30 dias; EPM54 — T2: P. restrepiensis (PS3) — Cultura estética, 60 dias;
HCRPBAT: P. restrepiensis (PS3) — Cultura estatica, 60 dias; HCRP171: P.
brasiliensis sensu stricto (S1a) — Agitacdo, 60 dias; HCRP199: P. americana (PS2) —
Agitacdo, 60 dias. (PS2) e Espécie P. lutzii - Pb01: P. lutzii — Cultura estatica, 60
dias; HCRP191: P lutzii — Agitacdo, 60 dias. Autoria: Fonte Prépria.
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6. DISCUSSAO
6.1. Espécies filogenéticas de Paracoccidioides spp. isoladas de amostras
clinicas e ambientais em area hiperendémica de paracoccidioidomicose no

sudeste do Brasil.

A eco — epidemiologia de espécies do complexo P. brasiliensis e P. lutzii tem
o conhecimento de sua distribuicdo geografica dificultado devido a fatores como a
migracdo de pacientes entre diferentes regides endémicas da PCM, o longo periodo
de laténcia da forma cronica da PCM e a dificuldade de obter isolados ambientais
(solo) e clinicos desse fungo (THEODORO et al., 2012). O primeiro objetivo deste
estudo foi avaliar genotipicamente isolados clinicos e ambientais de
Paracoccidioides spp. provenientes de uma Unica e definida area endémica de PCM,
abrangendo parcialmente os estados de S&o Paulo e Minas Gerais, no sudeste
brasileiro (BELLISSIMO — RODRIGUES et al.,, 2011; SILVA — VERGARA et al.,
2000; SILVA — VERGARA et al., 1998). Adicionalmente, dois isolados de pacientes
da regido de Foz do Iguacu, PR, sul do Brasil também foram avaliados.

Dos isolados clinicos caracterizados genotipicamente neste estudo, observou-
se maior prevaléncia da espécie P. brasiliensis sensu stricto (S1la e S1b) na cidade
e regido de Ribeirdo Preto, SP, Brasil, assim confirmando relatos na literatura sobre
a alta incidéncia desta espécie filogenética na América do Sul e no Brasil,
particularmente na regido Sudeste e Sul (HRYCYK et al., 2018; SHIKANAI-YASUDA
et al., 2017; GEGEMBAUER et al., 2014). A variedade prevalente de P. brasiliensis
sensu stricto entre os isolados clinicos avaliados neste estudo & Slb, que foi
identificado em 38/46 (82,6%) dos pacientes. Exceto um paciente que
aparentemente adquiriu a infeccdo fungica no estado do Maranhdo, os demais
pacientes residiam nos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais e Parana. A variante

Sla foi identificada em 5/46 pacientes com procedéncia geografica de cidades da
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regido de Ribeirdo Preto, SP (Tabela 4). A distribuicdo geogréfica conjunta de P.
brasiliensis sensu stricto Sla e S1b mostra que 40/43 individuos permaneceram em
estados do Sudeste desde o nascimento ou se deslocaram dos estados contiguos
de Minas Gerais e do Parana para a regidao de Ribeirdo Preto, SP, Brasil onde
manifestaram a PCM (Figura 7). Nao foi encontrada relacéo entre a area geografica
de residéncia dos pacientes e as variantes genotipicas Sla e ou Slb de P.
brasiliensis sensu stricto. Em um dos casos de PCM ocasionado por P. brasiliensis
sensu stricto S1b (isolado HCRP 170 — Tabela 3), o paciente tinha AIDS e teve
vérias recidivas de PCM oportunista até o seu 6bito. A prevaléncia de P. brasiliensis
sensu stricto em paises da América do Sul foi mostrada em um estudo filogenético e
populacional utilizando genomas completos de 31 isolados clinicos de
Paracoccidioides spp. de diferentes regides de alguns paises deste continente, no
qual identificou - se P. brasiliensis sensu stricto S1a como variante predominante na
Argentina e que a variante S1b distribuiu-se entre o Paraguai e Argentina (TEIXEIRA
et al., 2020). Ainda neste estudo foi evidenciada a ocorréncia de genoétipos com
algum grau de mistura (admixed) entre Sla e S1b (TEIXEIRA et al., 2020). Dessa
forma, € importante ressaltar que a diferenciacdo e/ou classificacdo entre os
gendtipos Sla e Slb baseada apenas em dois marcadores moleculares
empregados (padrdao RFLP do gene tubl e polimorfismo de gp43 exon 2 loci) pode
levar a resultados diferentes daquele obtidos pela analise do genoma completo,
porém sem alterar a classificacdo no grupo S1. Portanto, a diferenciacdo das
variantes de P. brasiliensis sensu stricto (S1a e S1b) realizadas neste estudo tem a
limitacdo de metodologia empregada.

A espécie filogenética PS2 (P. americana) tem sido isolada com menor

prevaléncia de pacientes e amostras ambientais nas areas endémicas da regiao Sul
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(Estados do Parana e Rio Grande do Sul) e Sudeste do pais (Estados de Minas
Gerias, Sdo Paulo e Rio de Janeiro) (DE MACEDO et al., 2019; HRYCYK et al.,
2018; ROBERTO et al.,, 2016; LENHARD-VIDAL et al. 2013; THEODORO et al.
2012; MATUTE et al., 2006). O isolado HCRP 199 (P. americana — PS2) avaliado
neste estudo, foi obtido de paciente masculino de 57 anos que apresentou a forma
cronica da PCM, e embora residente em Ribeirdo Preto, SP, tinha vivido longo
tempo no estado do Parand (cidade de Londrina). P. americana (PS2) também foi
isolado de cédo com linfadenomegalia generalizada em Curitiba, PR (de FARIAS et
al.,, 2011). Adicionalmente, em regides rurais da cidade de Botucatu, SP, P.
americana (PS2) foi isolado de tatus, mostrando que esta espécie é endémica no
sudeste do Brasil (HRYCYK et al., 2018). Recentemente, ocorreu no estado do Rio
de Janeiro o isolamento de P. americana (PS2) em pacientes apresentando a forma
cronica de PCM (de MACEDO et al., 2019). Em outros paises da América Latina,
como Venezuela, Uruguai e Argentina também foi isolada a espécie P. americana
(PS2) de pacientes com PCM (ROBERTO et al., 2016).

Outra espécie que tem sido identificada em areas endémicas do Brasil é P.
restrepiensis (PS3), que possui distribuicdo geogréfica centrada na Colémbia. O
isolado HCRP BAT, identificado como genétipo PS3, foi obtido de um paciente de 33
anos, do sexo masculino, que apresentou a forma sub-aguda da PCM. O paciente,
gue nasceu e morava em uma cidade da regidao de Ribeiréo Preto, SP, ndo possuia
historicos de viagens para outras regides geograficas do territério brasileiro e paises
da Ameérica Latina, sugerindo aquisicdo do fungo naquela regido do sudeste do
Brasil. Independentemente, o isolado HCRP BAT (também denominado Pb 327-B) ja
tinha sido avaliado juntamente com amostras de P. brasiliensis de diferentes paises

da América do Sul utilizando técnicas como RAPD e RFLP, onde foi agrupado
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proximo a isolados de P. brasiliensis (PS3) exclusivos da Colédmbia (NINO — VEJA
et al., 2000; CALCAGNO et al., 1998). Recentemente, foram identificados como P.
restrepiensis (PS3) dois isolados de pacientes da cidade de Botucatu, localizado na
regido centro — oeste do estado de Sdo Paulo, mostrando presenca deste genotipo
na regido Sudeste do Brasil (PEREIRA et al., 2021). Além do estado de Séo Paulo,
foram identificados como P. restrepiensis (PS3) trés (3) isolados clinicos da regido
Centro Oeste (estado do Mato Grosso do Sul), ressaltando - se que um dos
pacientes migrou do estado do Parana (regido Sul do Brasil) (MATTOS et al., 2021).
Em paises da América Latina, como Argentina e Peru, foi também identificado casos
de PCM por P. restrepiensis (PS3) (TEIXEIRA et al., 2020). Com o surgimento de
evidéncias da presenca da espécie filogenética PS3 em outra regides, observa-se
que este gendtipo ndo estd mais restrito ao territério colombiano, podendo ter
ocorrido uma distribuicdo de P. restrepiensis (PS3) para outros paises da América
do Sul. Sugeriu-se que as caracteristicas filogeogréaficas de P. restrepiensis (PS3)
sejam devido a possivel expansao biogeogréfica relativamente recente de S1 para o
territério colombiano, associado a eventos de barreiras geograficas representadas
pelo surgimento da cordilheira dos Andes e submersado do territorio pela formacéo
do lago Pebas—Solimdes (TEIXEIRA et al., 2014a; WESSELINGH et al., 2006). O
surgimento de P. restrepiensis (PS3) no Brasil ndo estad esclarecido dentro do
processo de especiacéo destas filogenias, devido a auséncia de barreira geografica
no territorio brasileiro (TEIXEIRA et al., 2014a).

A espécie P. lutzii possui distribuicdo geografica predominante na regido
Centro-Oeste do Brasil, nos estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Goias,
e ndo € usual o seu isolamento no sudeste brasileiro (HAHN et al.,, 2019;

GEGEMBAUER et al.,, 2014). O isolado HCRP 191 (P. lutzii) foi obtido de um
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paciente do sexo masculino de 55 anos, que apresentou a forma crénica da PCM.
Era morador da cidade de Ribeirdo Preto, SP, Brasil, contudo tinha nascido no
estado do Parand, regido Sul e tinha histérico de trabalho e residéncia por longo
tempo em areas rurais de municipios da regido Centro — Oeste, onde provavelmente
adquiriu a infeccdo fungica, que se manifestou como PCM anos mais tarde, na
regido Sudeste do Brasil. E possivel que P. lutzii viva saprofiticamente no Sudeste e
Sul do Brasil, pois o isolado denominado IFM 54648 (ou LDR 2) genotipicamente
similar a Pb01 (P. lutzii), foi obtido de paciente residente em Londrina, PR, mas que
também tinha residido em Botucatu, SP (TAKAIAMA et al.,, 2010). Ademais,
vestigios moleculares de P. lutzii foram encontrados em amostras de solo e aerosol
de tocas de tatus na regido Sudeste do Brasil - Estado de S&o Paulo e Minas Gerais
(ARANTES et al., 2016; ARANTES et al., 2013), sugerindo que esta espécie nao é
encontrada exclusivamente na regido Centro — Oeste do Brasil.

Os isolados ambientais aqui avaliados foram coletados ha aproximadamente
20 anos na cidade de Ibia, estado de Minas Gerais, e mantidos desde entédo no local
deste estudo. O isolado Ibi4 € proveniente de solo de plantacédo de café e os outros
trés isolados (lbia T1, Ibia T2 e Ibia T3) foram obtidos de tatus (Dasypus
novemcinctus) capturados no mesmo municipio, cujo territério é vizinho de regido
onde pacientes tiveram PCM (SILVA — VERGARA et al., 1998; SILVA — VERGARA
et al., 2000). Ibia T1 (denominado EPM 101) foi previamente identificado como P.
brasiliensis sensu stricto pelo método PCR — RFLP do gene tubl (ROBERTO et al.,
2016). Um estudo filogenético que inclui amostras de solo e de tatus coletados na
cidade de Botucatu, SP, mostrou que P. brasiliensis sensu stricto Sla e Slb
considerados principais agentes da PCM humana, foram também observados em

amostras ambientais do Sudeste do Brasil, utilizando trés marcadores moleculares
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(padréo RFLP do gene tubl, polimorfismo de gp43 exon 2 loci e sequenciamento da
regido 1TS1-5.8S-ITS2 rDNA) (HRYCYK et al., 2018). Em um recente trabalho,
Bagagli et al. (2021) realizaram sequenciamento de nova geracdo (NGS) de nove
isolados coletados de tatus (Dasypus novemcinctus) das regides Amazonica, cidade
de Botucatu (regido Sudeste) e do estado do Mato Grosso (regidao Centro Oeste).
Cinco (5) isolados coletados na regido Sudeste foram identificados como P.
brasiliensis sensu stricto variedade Sla, divergindo da variedade encontrada na
cidade de Ibia, MG e identificada neste estudo como S1b. Mas, em dois isolados
coletados na regido Amazoénica, a caracterizacdo genotipica identificou uma mistura
entre as variedades S1 (BAGAGLI et al., 2021). Isto sugere que a metodologia
empregada neste estudo pode ter limitacdes para distinguir variedades Sla e S1b
em isolados ambientais do género Paracoccidioides spp.

Os dados genotipicos obtidos neste estudo, podem contribuir para o
conhecimento das espécies de Paracoccidioides spp. e mostram que o fator
migracdo de humanos devera ser considerado na determinacdo da biogeografia

deste género.

6.1.1. Relacéo entre os dados genotipicos e epidemioldgicos de pacientes com

PCM daregiao e cidade de Ribeirdo Preto, SP, Brasil

A maioria dos casos de PCM apresenta a forma cronica da doenca
(SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). Aléem da origem geografica e dados genotipicos a
manifestacéo clinica da PCM € uma caracteristica importante para compreender a
patogenicidade de espécies do complexo P. brasiliensis e de P. lutzii. Em estudos
recentes, foi avaliada a associacdo de agentes etioldgicos (P. brasiliensis sensu

stricto (S1la e S1b), P. americana (PS2) e P. lutzii) nas regibes Sudeste e Centro —
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Oeste do Brasil com a respectiva forma clinica, tendo sido observado que a maioria
dos pacientes tinham a forma cronica da doenca, independente da espécie do
género Paracoccidioides spp. (de MACEDO et al.,, 2019; HAHN et al.,, 2019;
ARANTES et al., 2016). Neste estudo, a forma crénica da PCM foi observada na
maioria dos casos atribuidos a P. brasiliensis sensu stricto (38 caracterizados como
S1b e 5 como Sla) e nos pacientes infectados por P. americana (PS2) e P. lutzii. O
paciente infectado por P. restrepiensis (PS3) tinha a forma sub-aguda da PCM,
contudo em sua maioria os isolados clinicos PS3 correspondem a casos da forma
cronica (PEREIRA et al., 2021; MATTOS et al.,, 2021). Nado tem sido possivel
associar as espécies filogenéticas com a forma clinica da PCM, pois neste e em
outros estudos a forma crénica da doenca tem sido predominante em casos
relacionados a diferentes genétipos de Paracoccidioides spp. (HAHN et al., 2019;
SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

Aparentemente, o0 genoétipo (espécies e variantes) ndo determina a forma
clinica da doenca, ou seja, o tipo de manifestacdo ndo é exclusiva de uma

determinada espécie do género Paracoccidioides spp.

6.2. Antigenicidade de exoantigenos miceliais de espécies do género

Paracoccidioides spp.

Aléem de métodos classicos de identificacdo fungica (morfologica) e técnicas
de biologia molecular, os testes sorolégicos tem sido um grande aliado para auxiliar
no diagnoéstico de PCM (DA SILVA et al., 2016). Em diferentes centros medicos do
pais, varios metodos de obtencéo de antigenos e protocolos dos testes sorologicos
vem sendo aplicados em soros de pacientes com suspeita de PCM (DA SILVA et al.,

2016). Os antigenos mais utilizados, principalmente em pesquisa clinica, séo
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agueles obtidos através de proteinas extracelulares de leveduras, ou exocelulares,
gue provém de métodos de producdo como “cell — free antigen” (CFA) e filtragem do
meio de cultura (DA SILVA et al., 2016).

As fracOes proteicas extracelulares obtidas de células miceliais e mostradas
por eletroforese SDS — PAGE, revelaram maior quantidade de bandas proteicas em
cepas de referéncia do que em isolados clinicos (Figura 12A). Estas diferencas entre
as cepas avaliadas neste estudo sugerem que cada organismo fungico pode
apresentar variacdes genéticas entre si e este fator poderia contribuir para producéo
de exoantigenos especificos para cada espécie do complexo P. brasiliensis e P.
lutzii (DE ARRUDA GROSSKLAUS et al., 2016; BATISTA JR et al., 2010). Além
disto, os exoantigenos miceliais com periodo de incubacéo por 60 dias produziram
mais moléculas proteicas do que culturas com 30 dias de incubacao, independente
se a cultura com o fungo foi submetida a agitacéo ou estatica.

Alguns estudos avaliaram fracdes proteicas de Paracoccidioides spp. obtidas
a partir de proteinas extracelulares oriundas de leveduras, tanto isolados clinicos,
como ambientais de diversas regifes do Brasil. Nestes trabalhos, a proteina mais
avaliada constantemente em diferentes espécies do género Paracoccidioides spp., é
a glicoproteina — 43 kDa, ou GP43, considerada como uma proteina especifica
(epitopo - antigeno) de espécies do complexo P. brasiliensis e eventualmente em P.
lutzii com a finalidade de diagnostico da PCM (CAMARGO et al., 2003; CISALPINO
et al., 1996; MENDES — GIANINI et al., 1989; PUCCIA et al., 1986). Além de GP43,
proteinas de tamanhos variados entre 60 e 70 kDa tém sido frequentemente
observadas em isolados clinicos da espécie P. lutzii e podem ser considerados

como potenciais antigenos especificos desta espécie (ASSOLINI et al., 2021;
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QUEIROZ — JUNIOR et al.,, 2014; GEGEMBAUER et al., 2014). Contudo, estas
fracGes também sdo observadas no complexo P. brasiliensis.

Como mostrado em exoantigenos produzidos a partir de células
leveduriformes de Paracoccidioides spp., a proteina GP43 também foi observada
nas fracdes proteicas produzidas por células miceliais de cepas de referéncia e
clinicas de espécies do complexo P. brasiliensis e P. lutzii avaliadas neste estudo. A
auséncia de expressao de GP43 foi observada na cepa de referéncia Pb01: P. lutzii
— Cultura estética, 60 dias de incubacdo e cepa clinica HCRP191: P lutzii —
Agitacdo, 60 dias de incubacao, que pertencem a mesma espécie (Tabela 5 e Figura
12B). A cepa clinica HCRP199: P. americana (PS2) — Agitacdo, 60 dias de
incubacédo ndo apresentou expressao de GP43 (Tabela 5 e Figura 12B), ao contrario
do observado na cepa de referéncia EPM194 — Pbdog: P. americana (PS2) —
Cultura estatica, 30 dias, pertencente a mesma espécie que apresentou a molécula
proteica de tamanho 43 kDa. Estas caracteristicas de presenca ou ndo de moléculas
antigénicas, principalmente de GP43, ja foram descritos em estudos prévios onde
foram utilizados exoantigenos produzidos por células leveduriformes de diferentes
espécies de Paracoccidioides spp.. Independentemente do método utilizado para a
obtencdo de exoantigenos, foi observada a presenca de GP43 em diferentes
intensidades de expressao em isolados clinicos e ambientais de espécies do
complexo P. brasiliensis e P. lutzi (DE ARRUDA GROSSKLAUS et al., 2016;
GEGEMBAUER et al., 2014; MACHADO et al.,, 2013; BERZAGHI et al., 2005;
CAMARGO et al., 2003). Portanto, a presenca ou ndao de GP43 em exoantigenos
miceliais produzidos por cepas pertencentes as espécies do complexo P. brasiliensis

e P. lutzii sugere que o tipo morfolégico e a metodologia empregada para obter
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estas moléculas antigénicas sdo considerados fatores importantes para a producao
de determinadas proteinas.

Na avaliacdo dos exoantigenos miceliais deste estudo, além de GP43, foram
observados proteinas de tamanho aproximado de 60 e 70 kDa que séo
considerados possiveis moléculas antigénicas reconhecidos por soros de pacientes
com PCM. As cepas de referéncia e clinica pertencentes a espécie P. lutzii,
produziram em alta expressdo possiveis moléculas antigénicas de tamanho
aproximado de 60 e 70 kDa (Tabela 5 e Figura 12B). Em estudos analisando perfil
antigénico de exoantigenos produzidos de células leveduriformes de isolados
clinicos de P. lutzii foram observadas fracGes proteicas de tamanho 60 e 70 kDa e a
auséncia ou baixa expressdo de GP43 (DE ARRUDA GROSSKLAUS et al., 2016;
GEGEMBAUER et al., 2014; QUEIROZ — JUNIOR et al., 2014; MACHADO et al.,
2013). Foi observado nestes estudos que as cepas clinicas de espécies do
complexo P. brasiliensis ndo produziram proteinas de 60 e 70 kDa, sugerindo que
estas possam ser exclusivas da espécie P. lutzii (DE ARRUDA GROSSKLAUS et al.,
2016; GEGEMBAUER et al., 2014; QUEIROZ — JUNIOR et al., 2014). Tais achados
nao foram confirmados no presente estudo, pois P. americana (PS2) (EPM194 —
Pbdog) e HCRP171: P. brasiliensis sensu stricto (S1a), do complexo P. brasiliensis,
produziram fragéo proteica com 60 kDa (DE ARRUDA GROSSKLAUS et al., 2016;
GEGEMBAUER et al.,, 2014; QUEIROZ — JUNIOR et al., 2014). Assolini et al.
(2021) observaram a baixa expressdao de proteina de tamanho 70 kDa em
exoantigeno produzido por células leveduriformes em cepa da espécie P. americana
(PS2) e sua auséncia em P. restrepiensis (PS3), resultados similares aos do
presente estudo (Tabela 5 e Figura 12B). Estes ultimos estudos e resultados aqui

apresentados mostram que exoantigenos miceliais contém fracdes proteicas, como
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GP43, 60 e 70 kDa, importantes para o diagnéstico sorolégico da PCM, as quais
podem ser expressas. Estes resultados mostram que exoantigenos miceliais
avaliados nestes estudo produzem fracBes proteicas e que contém proteinas
consideradas possiveis antigenos importantes para o diagnéstico de PCM como a
GP43, 60 e 70 kDa, estas podendo ser expressas de maneiras diferentes para cada
espécie do género Paracoccidioides spp. Estas caracteristicas observadas podem
ser explicadas por possiveis alteracdes nos niveis de expressao proteica, fatores
pos transcricdo, alteracdo e variacdo das formas proteicas, condicfes de cultivo,
variacdo genética e também os diferentes métodos utilizados para obter estes
antigenos (DA SILVA et al., 2016; MACHADO et al., 2013; BERZAGHI et al., 2005).

Para avaliar a reatividade de soros de pacientes cuja espécie de
Paracoccidioides spp. foi identificada pelos métodos de biologia molecular
empregado neste estudo, utilizamos as técnicas imunodifusdo dupla (IDD) e
contraimunoeletroforese (CIE) que nos auxiliaram a responder guestionamento
quanto a diferencas que possam existir em exoantigenos de diferentes espécies do
complexo P. brasiliensis e P. lutzii.

Nos testes utilizando a técnica IDD observamos que 0s exoantigenos
miceliais das espécies que pertencem ao complexo P. brasiliensis tiveram 100% de
reatividade frente aos soros testados (Tabela 7). Exoantigenos produzidos por P.
lutzii (Pb01 e HCRP191) ndo obtiveram o mesmo desempenho quanto a reacdo
frente a estes soros, comparando com os antigenos do complexo P. brasiliensis
(Tabela 7). Para os soros cujos isolados fangicos foram identificados como
pertencentes as espécies do complexo P. brasiliensis, os exoantigenos de P. lutzii
(Pb01 e HCRP191) obtiveram reacao positiva de 86,7% e 53,3%, respectivamente

(Tabela 7). Além das reagcdes antigeno - anticorpo, foi observada a identidade das
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linhas de precipitacdo entre os diferentes exoantigenos frente aos soros avaliados
neste estudo. Os imunoprecipitados relacionados com antigenos das espécies do
complexo P. brasiliensis formaram bandas interligadas frente aos soros dos
pacientes correspondentes, sugerindo que as fracdes moleculares possam ser
idénticas. Conforme estudos prévios demonstraram, a banda mais intensa e
frequentemente formada entre os antigenos do complexo P. brasiliensis e soros de
pacientes infectados por estas espécies é decorrente da ligacdo de anticorpos a
GP43 (DE ARRUDA GROSSKLAUS et al., 2016; GEGEMBAUER et al., 2014;
MACHADO et al., 2013; BERZAGHI et al., 2005; CAMARGO et al., 2003; SILVA —
VERGARA et al., 1998). Quanto aos exoantigenos de P. lutzii, tanto a cepa de
referéncia quanto a clinica, apresentaram uma linha de precipitacdo néo idéntica ou
com identidade parcial frente a alguns pacientes infectados por espécies do
complexo P. brasiliensis. A diferenca entre as reacdes antigénicas e a nao -
identidade das linhas de precipitacdo comparadas entre as espécies do complexo P.
brasiliensis e P. lutzii sugere que ha componentes antigénicos presentes em P. lutzii
que podem ser especificos e exclusivos para esta espécie (GEGEMBAUER et al.,
2014). Embora a imunoprecipitacdo no gel tenha sido distinta, observamos que
exoantigenos P. lutzii reagiram com alguns soros de pacientes cujos isolados
fungicos pertencem a espécies do complexo P. brasiliensis. Este resultado nao
condiz com o relato de Gegembauer et al. (2014) onde foi verificado que
exoantigenos P. lutzii obtidos de células leveduriformes ndo reagem com soros de
pacientes que foram infectados por espécies do complexo P. brasiliensis.
Comparando as técnicas sorologicas utilizadas neste estudo, imunodifuséo
dupla (IDD) e countraimunoelétroforese (CIE), observamos que ha diferencas de

sensibilidade quando empregados exoantigenos miceliais produzidos a partir das
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cepas de referéncia e clinica pertencentes a espécie P. lutzii (Tabela 9).
Exoantigenos produzidos de cepas do complexo P. brasiliensis, obtiveram
sensibilidade de 100% frente aos soros avaliados neste estudo em ambas as
técnicas. Porém, para exoantigenos P. lutzii a sensibilidade em IDD foi maior em
relacdo a CIE (Tabela 9). Este resultado sugere que além da variacdo genética e
dos diferentes componentes antigénicos dos exoantigenos miceliais das espécies do
género Paracoccidioides spp. a caracteristicas dos testes sorolégicos empregados
neste estudo foi um fator na avaliagdo de antigenicidade. Bellissimo — Rodrigues et
al. (2010) avaliaram soros de pacientes HIV — positivos com PCM, comparando as
técnicas IDD e CIE. Foi observado que a sensibilidade de IDD é baixa comparando
com CIE, confirmando a maior sensibilidade deste ultimo método (DA SILVA et al.,
2016; BELLISSIMO — RODRIGUES et al., 2010). Na CIE s6 participam da formacéo
dos imunoprecipitados antigenos com carga elétrica negativa (SIQUEIRA & LACAZ,
1991), isto e a diferenca na composicdo antigénica poderiam explicar a menor
reatividade de exoantigenos miceliais avaliados neste estudo utilizando esta técnica.

Exoantigenos miceliais podem ser uma alternativa de producédo de moléculas
antigénicas, verificando-se que reagem com soros de pacientes com PCM utilizando
diferentes técnicas sorolégicas em gel para a deteccdo de anticorpos anti —

Paracoccidioides.
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7. CONCLUSAO

1. Em sua maioria os isolados clinicos de Paracoccidioides spp. submetidos a
tipagem molecular foram identificados como a espécie P. brasiliensis sensu
stricto (variantes Sla e S1b), mostrando sua predominéancia no nordeste do
Estado de Sdo Paulo e no sudoeste de Minas Gerais como causa de PCM

humana.

2. O isolamento de P. restrepiensis (PS3) em caso autoctone de PCM da regido
de Ribeirdo Preto, SP revela certa diversidade genética de Paracoccidioides

spp. nesta area geografica.

3. O isolamento de P. americana (PS2) e de P. lutzii de pacientes com longa
permanéncia em outras areas endémicas do Brasil mostra a importancia do
historico epidemiolégico dos doentes de PCM na determinacdo da

distribuicdo geografica das espécies de Paracoccidioides spp.

4. Paracoccidioides spp. isolados de fontes ambientais de Ibia, MG, foram
identificados como P. brasiliensis sensu stricto (S1b), similarmente aos
isolados de doentes de PCM residentes em area préxima ao sudoeste do

Estado de Minas Gerais.

5. Nao se encontrou associacdo das diferentes espécies e variantes

identificadas com as formas clinicas aguda - subaguda ou crénica da PCM.
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6.

7.

Tal como as leveduras, o micélio de espécies do complexo P. brasiliensis e P.
lutzii € fonte de moléculas antigénicas para testes soroldégicos de

imunoprecipitacdo em gel.

Apesar de variabilidade na presenca e na quantidade de fracGes proteicas, 0s
exoantigenos das espécies do complexo P. brasiliensis reagiram
uniformemente com soros de pacientes infectados por diferentes espécies
deste complexo, formando bandas de imunocomplexos idénticas entre si e
sugerindo a presenca de uma molécula antigénica comum secretada ou

excretada in vivo.

8. A menor reatividade e a ndo - identidade das bandas de imunoprecipitados

na reacdo em gel dos soros de pacientes com PCM com exoantigenos de P.
lutzii, comparativamente a exoantigenos de espécies do complexo P.
brasiliensis, sugerem que a antigenicidade de P. lutzii depende de molécula
diferente daquela envolvida nas reagcdes imunes do complexo P. brasiliensis,

provavelmente por diferenca fenotipica metabdlica entre as espécies.
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Anexo 1 - Tabela Suplementar 1. Isolado, Amostra, ldade, Sexo, Forma clinica, origem geogréfica, ano do isolamento
fungico e gendtipo dos isolados clinicos avaliados neste estudo.

Isolado Amostra Idade Sexo Forma Clinica Origem Geografica Ano de Isolamento fungico Genétipo
HCRP 001 Linfonodo 21 M Aguda Monte Santo de Minas — MG 1975 P. brasiliensis sensu stricto S1b
HCRP 002 Linfonodo 27 M Cronica Ribeirdo Preto — SP 1988 P. brasiliensis sensu stricto S1b
HCRP 003 Linfonodo 27 M Sub aguda Guaira — SP 1992 P. brasiliensis sensu stricto S1b
HCRP 004 Escarro 54 M Crobnica Serrana — SP 1995 P. brasiliensis sensu stricto S1b
HCRP 005 Linfonodo 31 M Sub aguda Jaboticabal — SP 1995 P. brasiliensis sensu stricto S1b
HCRP 006 Desconhecido 2 2 Crdnica Ribeirdo Preto — SP 1996 P. brasiliensis sensu stricto S1b
HCRP 007 Linfonodo 47 M Sub aguda Santa Rita de Cassia — MG 1996 P. brasiliensis sensu stricto S1b
HCRP 008 Desconhecido 45 M Crodnica Monte Santo de Minas — MG 1996 P. brasiliensis sensu stricto S1b
HCRP 009 Linfonodo 41 M Cronica Ibitinga — SP 1996 P. brasiliensis sensu stricto S1b
HCRP 054 Bidpsia de pele 40 M Cronica Cravinhos — SP 1999 P. brasiliensis sensu stricto Sla
HCRP 055 Linfonodo 15 M Sub aguda Barrinha — SP 1999 P. brasiliensis sensu stricto S1b
HCRP 056 Linfonodo 15 M Sub aguda Ribeiréo Preto — SP 1999 P. brasiliensis sensu stricto S1b
HCRP 063 Linfonodo 39 M Cronica Imperatriz — MA 2000 P. brasiliensis sensu stricto S1b
HCRP 077 Mucosa 75 M Sub aguda S&o Jodo Batista da Gloria — MG 2001 P. brasiliensis sensu stricto S1b
HCRP 078 Escarro 30 M Aguda Ribeiréo Preto — SP 2002 P. brasiliensis sensu stricto S1b
HCRP 080 Biopsia de pele 36 M Sub aguda Barrinha — SP 2001 P. brasiliensis sensu stricto Sla
HCRP 105 Bidpsia de pele 47 M Cronica Porto Ferreira — SP 2004 P. brasiliensis sensu stricto S1b
HCRP 130 Broncoalveolar 50 M Cronica Jaboticabal — SP 2007 P. brasiliensis sensu stricto S1b
HCRP 149 Bidpsia de pele 53 M Cronica Morro Agudo — SP 2010 P. brasiliensis sensu stricto Sla
HCRP 154 Bidpsia de pele 11 F Sub aguda Pitangueiras — SP 2011 P. brasiliensis sensu stricto S1b

Autoria: Fonte Propria.
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Anexo 1 - Tabela Suplementar 1. Isolado, Amostra, Idade, Sexo, Forma clinica, origem geogréfica, ano do isolamento
fungico e gendtipo dos isolados clinicos avaliados neste estudo.

Isolado Amostra Idade Sexo Forma Clinica Origem Geografica Ano de Isolamento fungico Genotipo

HCRP 157 Mucosa 39 E Crobnica Batatais — SP 2011 P. brasiliensis sensu stricto S1b
HCRP 165 Mucosa 59 M Cronica Pradépolis — SP 2012 P. brasiliensis sensu stricto S1b
HCRP 168  Bidpsia de lingua 59 M Cronica Sertdozinho — SP 2014 P. brasiliensis sensu stricto S1b
HCRP 170 Osso sacro 30 M Sub aguda Taquaritinga — SP 2014 P. brasiliensis sensu stricto S1b
HCRP 171  Abcesso cerebral 59 M Cronica Mococa — SP 2015 P. brasiliensis sensu stricto Sla
HCRP 175 Biopsia de pele 45 M Crbnica Caconde — SP 2015 P. brasiliensis sensu stricto S1b
HCRP 176 Broncoalveolar 51 M Crodnica Ribeirdo Preto — SP 2015 P. brasiliensis sensu stricto S1b
HCRP 177 Bidpsia de pele 43 M Cronica Ribeirdo Preto — SP 2014 P. brasiliensis sensu stricto S1b
HCRP 178 Bidpsia de Laringe 50 M Cronica Ribeiréo Preto — SP 2015 P. brasiliensis sensu stricto S1b
HCRP 181  Bi6psia de lingua 49 M Cronica Santa Cruz das Posses — SP 2015 P. brasiliensis sensu stricto S1b
HCRP 183 Linfonodo 33 M Sub aguda Serrana — SP 2016 P. brasiliensis sensu stricto S1b
HCRP 186 Linfonodo 29 M Sub aguda Serra Azul — SP 2016 P. brasiliensis sensu stricto S1b
HCRP 187 Bidpsia de traqueia 62 M Cronica Barrinha — SP 2017 P. brasiliensis sensu stricto S1b
HCRP 189 Mucosa 55 M Crdnica Barrinha — SP 2017 P. brasiliensis sensu stricto S1b
HCRP 190 Broncoalveolar 48 M Cronica Ribeirdo Preto — SP 2017 P. brasiliensis sensu stricto S1b
HCRP 191 Biopsia de pele 55 M Cronica Ribeirdo Preto — SP 2017 P. lutzii

HCRP 192 Cisto sinovial 45 M Sub aguda Mococa — SP 2018 P. brasiliensis sensu stricto S1b
HCRP 193  Secregéo traqueal 51 M Cronica Ituverava — SP 2018 P. brasiliensis sensu strictoS1a
HCRP 195 Mucosa 60 M Crobnica Ribeirdo Preto — SP 2018 P. brasiliensis sensu stricto S1b

Autoria: Fonte Propria.
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Anexo 1 - Tabela Suplementar 1. Isolado, Amostra, ldade, Sexo, Forma clinica, origem geografica, ano do
isolamento fungico e genotipo dos isolados clinicos submetido a avaliacdo genotipica neste estudo.

Isolado Amostra Idade Sexo Forma Clinica Origem Geografica Ano de Isolamento fangico Genétipo

HCRP 199  Bidpsiade pele 57 M Crénica Ribeirdo Preto — SP 2019 P. americana (PS2)

HCRP 200  Biopsiade pele 38 T Crénica Ribeiréo Preto — SP 2019 P. brasiliensis sensu stricto S1b
HCRP FOZ_1 Escarro - - Crénica Foz do Iguagu — PR 2017 P. brasiliensis sensu stricto S1b
HCRP FOZ_2 Escarro = = Crénica Foz do Iguagu — PR 2017 P. brasiliensis sensu stricto S1b
HCRP BAT Linfonodo 41 M Sub aguda Ribeiréo Preto — SP 1985 P. restrepiensis (PS3)
HCRP BOAS Escarro 56 M Cronica Guatapara — SP 1996 P. brasiliensis sensu stricto S1b
HCRP TONI Escarro 36 M Crénica Ribeirdo Preto — SP 1995 P. brasiliensis sensu stricto S1b

Autoria: Fonte Propria.
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Anexo 2 — Tabela Suplementar 2: Soros de pacientes do estudo, titulacao inicial na
reacdo CIE, data de coleta do soro e respectivo gendtipo dos isolados clinicos de

Paracoccidioides spp. utilizados para os testes soroldgicos.

Identificacio Data de Titulacso Genotipo do Isolado
Pacientes : ¢ coletado ¢ i Clinico de
Micologia dos soros lnico
soro Paracoccidioides spp.

1 1066 10/01/2000 1/64 HCRP054 — P brasiliensis

sensu stricto (Sla)
538 25/01/2011 1/128 HCRP149 — P brasiliensis

2 sensu stricto (Sla)
382 26/08/2011 1/128 HCRP154 — P brasiliensis

3 sensu stricto (S1b)
1139 20/12/2018 1/256 HCRP170 — P brasiliensis

4 sensu stricto (S1b)
1099 20/10/2016 1/256 HCRP176 — P brasiliensis

5 sensu stricto (S1b)
243 11/02/2019 1/128 HCRP181 - P brasiliensis

6 sensu stricto (S1b)
59 19/09/2016 1/128 HCRP182 - P. brasiliensis

7 sensu stricto (S1b)
1256 23/07/2018 1/64 HCRP187 — P brasiliensis

8 sensu stricto (S1b)
1351 12/12/2017 1/128 HCRP189 — P brasiliensis

9 sensu stricto (S1b)

10 218 02//04/2018 1/4 HCRP191 - P. lutzii
1497 08/11/2018 1/64 HCRP193 — P brasiliensis

1 sensu stricto (Sla)
640 19/02/2018 1/256 HCRP194 — P brasiliensis

12 sensu stricto (S1b)
HCRP199 — P. americana

13 1267 28/01/2019 1/32 (PS2)

1295 28/01/2019 1/512 HCRP200 — P brasiliensis

14 sensu stricto (S1b)

HCRPBAT —P.
15 _ H7I051985 1/1024 restrepiensis (PS3)

Legenda: * Titulo obtido na reagdo com ‘pool” de antigenos extraidos de leveduras

submetidas a ultrassom. Autoria: Fonte Propria.
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Abstract

Phylogenetic species of Paracoccidioides brasiliensis complex (S1a and S1b, PS2, PS3, and PS4) and Para-
coccidioides lutzii are agents of paracoccidioidomycosis, an endemic fungal disease in Latin America. P. restrepiensis
(PS8 genotype) was classified as monophyletic and geographically restricted to Colombia and neighboring territories.
BAT (or Pb-327B) was isolated from a patient living in the southeast region of Brazil but with genotype similar to Colom-
bian Paracoccidioides spp. strains. This study aimed to define the phylogenetic species of BAT isolate by using addi-
tional genotyping methods, as well as reviewing the epidemiological and clinical studies related to P. restrepiensis
isolates. Genomic DNA of BAT isolate and reference strains of P. brasiliensis sensu stricto (S1b), P. americana (PS2),
P. restrepiensis (PS3), and P. lutzii were analyzed by conventional polymerase chain reaction (PCR) of partial gp43
exon 2 loci, by PCR-RFLP technique of tub1 gene, and by sequencing of the whole gp43 exon 2 loci. Here, we show
that BAT isolate belongs to P. restrepiensis species, which is an unusual identification in southeastern Brazil, where P.
brasiliensis sensu stricto is the prevalent genotype. This identification has relevance for geographical distribution and
propagation of the genus Paracoccidioides in South America.

Keywords: Paracoccidioides restrepiensis, Paracoccidioides brasiliensis PS3, phylogenetic species, evolution, paracoccidioidomycosis

epidemiology.
Received: June 20, 2019; Accepted: March 09, 2020.

Introduction

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic fungal
infection endemic and restricted to Latin American countries
such as Brazil, Argentina, Colombia, and Venezuela (Marti-
nez, 2017). Pathogens that cause the acute and chronic forms
of PCM are thermodimorphic fungi belonging to the genus
Paracoccidioides, family Ajellomycetaceae, order Onyge-
nales, class Eurotiomycetes, and species Paracoccidioides
brasiliensis and Paracoccidioides lutzii (Gonzalez and Her-
nandez, 2016). P. brasiliensis clade is composed of five
phylogenetic species, in which Sla and S1b belong to the
paraphyletic group distributed in Brazil, Argentina, Para-
guay, Peru, and Venezuela; PS2 belongs to the monophyletic
group distributed in Brazil and Venezuela; PS3 belongs to

Send correspondence to: Tiago Alexandre Cocio. Universidade de
Sao Paulo (USP), Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto, De-
partamento de Clinica Médica. Av. Bandeirantes, 3900, Monte
Alegre, Ribeirao Preto, Sao Paulo, Brazil, Postal Code: 14049-900.
Phone/Fax: 55-16-3602-2468; E-mail: alexcocio@ gmail.com

the monophyletic group found mainly in Colombia; and the
PS4 monophyletic group is found exclusively in Venezuela
(Matute et al., 2006; Carrero et al., 2008; Teixeira et al.,
2009; Teixeira et al., 2014; Mufioz et al., 2016). Turissini et
al. (2017) analyzed microsatellites, mitochondrial and nu-
clear genes, proposing four new species belonging to the ge-
nus Paracoccidioides: P. brasiliensis sensu stricto (Sla and
S1b), P. americana (PS2), P. restrepiensis (PS3), and P.
venezuelensis (PS4). These species show among them geno-
typic and micromorphological divergences (Turissini et al.,
2017). The P. lutzii clade contains exclusively P. lutzii
(Teixeira et al., 2009).

Phylogenetic species 3 (PS3), now P. restrepiensis,
was characterized by Matute et al. (2006) and classified as
monophyletic, geographically restricted to Colombia, and
considered an evolutionary lineage independent of other
phylogenetic species of Paracoccidioides spp. complex. The
same authors described the phylogenetic relationship of P.
restrepiensis (PS3) with other species of P. brasiliensis
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complex, showing ancestral proximity to P. brasiliensis
sensu stricto (Sla and S1b), but having a greater genetic dis-
tance from P. americana (PS2). Mundz et al. (2016), when
analyzing genotypic divergences among the phylogenetic
species, verified the ancestral proximity of Colombian P.
restrepiensis (PS3) isolates with Venezuelan isolates of P.
venezuelensis (PS4) and Argentinian and Brazilian isolates
of P. brasiliensis sensu stricto (Slaand S1b). Besides the ge-
netic proximity of P. restrepiensis (PS3) to other phylogen-
etic species of P. brasiliensis complex, Roberto et al. (2016)
characterized two strains (human isolate chronic form PCM,
and soil isolate) obtained in the Venezuelan territory as PS3
(now P. restrepiensis), suggesting its regional dissemination
in South America.

This study aimed to characterize a clinical isolate from
southeastern Brazil as P. restrepiensis (PS3), an unusual
finding in such geographical area. Additionally, a review has
been presented with studies on human and environmental
isolates of the same genotype.

Material and Methods

Paracoccidioides spp. isolates and culture
conditions

BAT (also known as Pb-327-B) clinical strain was iso-
lated in 1985 from a suppurated lymph node of a patient resi-
dent in a city belonging to the metropolitan region of
Ribeirdo Preto, Sdo Paulo State, Brazil (21°10°13.44” S and
47°48°37.17” W). The patient was a 33-year-old male rural
worker who had the subacute form of PCM manifested by
generalized lymphadenomegaly, hepatosplenomegaly, dis-
seminated cutaneous lesion, fungal lesions in duodenal and
colonic mucosa, and jaundice. The patient denied previous
disease history or travel to other Brazilian states and South
American countries. PCM diagnosis was supported by
Paracoccidioides spp. isolation in culture, histopathological
examination of intestinal lesions, and a 1:1024 serum titer in
the counterimmunoelectrophoresis for anti-Paracoccidioi-
des spp. antibodies. The patient obtained clinical cure after
two years of treatment with sulfa drugs.

The following reference strains, whose genotypes
were determined in other studies, were employed for BAT
clinical isolate comparison: Pb 18 — representative of P.
brasiliensis sensu stricto (S1b) species (Matute et al., 2006);
Pb dog-EPM 194-representative of P. americana (PS2) spe-
cies and T2-EPM 54-representative of P. restrepiensis (PS3)
species (Roberto et al., 2016); and Pb 01 representative of P.
lutzii (Teixeira et al., 2009). All the strains are maintained by
successive subcultures on Sabouraud Agar Dextrose me-
dium (Oxoid) plus 0.15 g I"' chloramphenicol sodium suc-
cinate (Blau Farmacéutica), and incubated at 25 °C. The
study was approved by the Research Ethics Committee of
the Hospital das Clinicas of Ribeirdo Preto Medical School,
University of Sdo Paulo (Protocol HCRP n° 4456/2017).
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Genomic DNA extraction of Paracoccidioides spp.
strains

The genomic DNA of Paracoccidioides spp. strains
were obtained from the fungal mycelia, which were grown in
a synthetic modified McVeigh-Morton liquid medium for 35
days at 25 °C in an orbital shaker at 130 rpm (Infors HT-
Ecotron) (Restrepo and Jimenez, 1980). The mycelia were
subjected to extraction of genomic DNA according to the
method I (treated glass beads and phenol-chloroform-iso-
amy]l alcohol), with minimal modifications (van Burik et al.,
1998). The genomic DNA was treated with 300 ng ml”
RNase A™ (Thermo Fisher Scientific) at 37 °C for one hour.
The concentration of genomic DNA was determined by us-
ing NanoDrop 2000” (Thermo Fisher Scientific) and its in-
tegrity checked in 1% agarose gel using SYBR” Safe DNA
gel stain (Thermo Fisher Scientific) and visualized using the
ChemiDoc XRS+ imager with Image Lab software (Bio-
Rad).

Partial gp43 exon 2 loci PCR amplification

To identify and classify BAT clinical isolate into the
genus Paracoccidioides, the genomic DNA of Paracoc-
cidioides spp. reference strains and BAT isolate were sub-
mitted to partial amplification of the gp43 exon 2 loci by
using the primers gp43-E2F: (5- CCA GGA GGC GTG
CAG GTG TCC C - 3) and gp43-E2R: (5- GCC CCC TCC
GTC TTC CAT GTC C-3) (Cisalpino et al., 1996; Roberto
etal.,2016) at 10 mM concentration, and annealing temper-
ature at 58 °C. PCR reaction was performed with Taq poly-
merase enzyme-GoTaq® Green Master Mix (Promega)
according to the manufacturer’s instructions. The final vol-
ume of PCR reaction was 25 pl, containing 500 ng genomic
DNA. Thermocycling was performed in the Vapo Protect®
thermocycler (Eppendorf). PCR products, approximately
533 bp, had their integrity verified in 2% agarose gel by us-
ing SYBR® Safe DNA gel stain (Thermo Fisher Scientific).
Its molecular weight was determined by 100-bp Ladder
marker, Ready-To-Use (Sinapse), and visualized and photo-
graphed on the ChemiDoc XRS+ imager with Image Lab
software (Bio-Rad).

Polymerase Chain Reaction — Restriction Fragment
Length Polymorphism of tub1 gene — PCR-RFLP

Phylogenetic species identification of BAT clinical
isolate was made according to Roberto ez al. (2016). Briefly,
PCR-RFLP of alpha-tubulin (fub1) gene was performed with
Taq polymerase-GoTaq® Green Master Mix enzyme (Pro-
mega). The final volume of PCR reaction was 25 pl, contain-
ing 500 ng genomic DNA and the primers tub/F: (5-CTG
GGA GGT ATG ATA ACA CTG C-3) and tubIR: (5- CGT
CGG GCT ATT CAG ATT TAA G -3) (Kasuga et al., 2002;
Roberto et al., 2016) at a concentration of 10 mM, and an-
nealing temperature of 58 °C. PCR tub! products (263 bp)
were cleaved with Bell and Mspl endonucleases (Thermo
Fisher Scientific) at a concentration of 10 U pL™" each at 37
°C per 16 hours, according to manufacturer’s instructions.



Anexos de publicacoes

P. restrepiensis: case and review

Cleaved DNA fragments were visualized in 2.5% agarose
gel at 70 V for 140 minutes in presence of SYBR® Safe
DNA gel stain (Thermo Fisher Scientific) and 50 bp DNA
ladder molecular marker (Sinapse) and compared according
to the method described by Roberto et al. (2016).

Sequencing of gp43 exon 2 loci

To validate the tubl gene PCR-RFLP method, gp43
exon 2 loci was sequenced using the primers Pbgp43-E2F:
(5-CTA GAA TAT CTC ACT CCC AG-3) and
Pb_gp43-E2R: (5-GCC CCC TCC GTC TTC CAT GTC
C-3) (Cisalpino et al., 1996; Hrycyk et al., 2018) at a con-
centration of 20 mM and annealing temperature of 58 °C.
PCR product of gp43 exon 2 loci, approximately 722 bp, had
nonspecific amplification and/or integrity verified in 2%
agarose gel. Then PCR amplicons were purified using Wiz-
ard® SV Gel and PCR Clean-Up System kit (Promega), as
instructed by the manufacturer. DNA sequences were deter-
mined with an ABI3730° DNA Analyzer (Applied
Biosystems), using the BigDye® Terminator v3.1 Cycle Se-
quencing Kit (Thermo Fisher Scientific). Chromatograms
were analyzed with ChromasPro® software (ChromasPro
2.6.5). The DNA sequences were compared to nucleotide
database using the Basic Local Alignment Search Tool
(blastn): https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (Altschul ez
al., 1990). The sequences of gp43 exon 2 loci determined in
this study were submitted to alignment and analysis of simi-
lar and conserved regions, using Clustal Omega software
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ (Sievers et al.,
2011).

BAT clinical isolate sequence of gp43 exon 2 loci was
deposited at GenBank:
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) under accession
number MH484614.

A M pbs Pbdog 12 PbO1 BAT C-

B M PbiS Phdog T2 PbOI BAT C- €
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Results

BAT clinical isolate belongs to the genus
Paracoccidioides

Genomic DNA from Paracoccidioides spp. reference
strains and BAT isolate were subjected to standard PCR to
partially amplify gp43 exon 2 loci. A PCR product of ap-
proximately 533 bp (Figure 1A) was observed, confirming
that all study samples, including BAT clinical isolate, belong
to the genus Paracoccidioides.

Molecular characterization of BAT clinical isolate as
P. restrepiensis (PS3)

The tubl gene of Paracoccidioides spp. reference
strains and BAT isolate were PCR amplified, and 263 bp am-
plification products were observed (Figure 1B). BAT clini-
cal isolate was identified as P. restrepiensis (PS3) (Figure
1C) since the 263 bp fragment of the fub1 gene does not have
cleavage sites for Bc/l and Mspl endonucleases; thus, it was
maintained in its complete integrity (263 bp). The reference
strains Pb 18, Pb dog—EPM 194, T2 — EPM54, and Pb 01 had
DNA fragment patterns produced by the endonucleases, as
described by Roberto et al. (2016), validating the molecular
identification of BAT isolate species by PCR-RFLP as P.
restrepiensis (PS3) genotype (Figure 1C). The whole gp43
exon 2 loci of BAT clinical isolate was sequenced to confirm
the result obtained by PCR-RFLP. The gp43 exon 2 loci
DNA sequence showed 100% identity for nucleotide se-
quence of the reference strain T2-EPM54 P. restrepiensis
(PS3). Alignment of nucleotide sequences of the gp43 exon
2 loci of BAT clinical isolate and the reference strains also
showed genetic proximity with Pb 18-P. brasiliensis sensu
stricto (S1b), but greater phylogenetic distance from Pb dog
EPM194 — P. americana (PS2) and from PbO1 (P. lutzii)
(Figure 2).

The geographical origin of BAT clinical isolate and of
the other Paracoccidioides spp. isolates classified as P.
restrepiensis (PS3 genotype) are shown in Figure 3.

M PbI8 Pbdog T2 Pb01 BAT C-

Figure 1 - (A) Partial amplification of the gp43 exon 2 loci of Paracoccidioides spp. by conventional PCR of BAT clinical isolate and reference isolates.
M: 100 bp DNA ladder molecular marker, Ready-To-Use (Sinapse® Inc., United States). (B) Amplification of the tubl gene by PCR-RFLP. M: 50 bp
DNA ladder molecular marker (Sinapse® Inc., United States). (C) PCR-RFLP DNA fragment patterns obtained after cleavage with Bcll and Mspl
endonucleases, showing similarity of BAT clinical isolate with T2-EPM54 (P. restrepiensis — PS3 reference strain). M: 50 bp DNA ladder molecular
marker (Sinapse® Inc., United States). Pb 18: P. brasiliensis sensu stricto (S1b); Pb dog-EPM 194: P. americana (PS2); T2-EPM 54: P. restrepiensis
(PS3); and Pb 01: P. lutzii; BAT: Clinical isolate under study.
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CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

PBOL  eesens ATGGATATGCCATCGTTCGTGGGGTAGACAGCACCGTCGGCGTCGCAATCTCGG 54
Pb_dog R ATGACATCGT TCGTGATATAGACAGCACCGT TGGCGTCGLAATTTCGG 48
Pb_18  eeesss ATGGATATCACATCGTTCGTGATATAGACAGCACCGTTGGCGTCTCAATTTCGG  S4
12 ATGAGGATGGATATCACATCGTTCGTGATATAGACAGCACCGTTGGCGTCGCAATTTCGG 60
BAT ATGAGGATGGATATCACATCGTTCGTGATATAGACAGCACCGTTGGCGTCGCAATTTCGG 60
ee sesssstsses  sesssssssssen sssess sess sese
Pbo1 ATGGTTTTCAGCCCCCOEGE TCCTRRAACGGE TTCATGGCGCCCAAGGACTTCAAGAACG 114
Pb_dog ATGCTTCTCTGCCCCCGCGCATCTGGAATGGCTTTTTGGCGCCCAAGGCATACAAGAACG 108
Pb_18 ATGCTTCTCTGCCCCCGEGCACC TGOAATGGC TTTTTGGCGCCCAAGACATACAAGAACG 114
2 ATGCTTCTCTGCCCCCGCGCACCTGGAATGGCTTTTTGGCGCCCAAGACATACAAGAACG 120
BAT ATGETTETCTGLECCCOEGCACC TGRANTGGC TTTTTGGCGCCCAAGACATACAAGAACG 120
990 40 %5 Se0sesutes 4e00es Geees GesEeeveess  © Sesesens
PbO1 TCCACCTCGACACACACCACTACCAAGTCTTCGATGATGCCTTTAAGACCTTCACCATCG 174
Pb_dog TCTTCCTCGACACATACCACAACCAAGTCTTCGATGATATCTTTAGGACCTTCACCATTG 168
Pb_18 TCTACATCGACACATACCACAACCAAGTCTTCGATGATATCTTTAGGACCTTCACCATTG 174
2 TCTACCTCGACACATACCACAACCAAGTCTTCGATGATATCTTTAGGACCTTCACCATTG 180
BAT TCTACCTCGACACATACCACAACCAAGTCTTCGATGATATCTTTAGGACCTTCACCATTG 180
PBOL ACCAGCACGTGAAGC T TGCATGE TCGC TGCC TAAGGACAGAC TTAGCGGAGTCGATAAGE 234
Pb_dog ACCAGCACGTGAAGC T TGCATGC TCGCTTCCTCATGACAGACT TAGAGGAGCTGATAAGE 228
Pb_18 ACCACCACGTGAAGCTTGCATGCTCGC TTCC TCATGGCAGACT TAGAGGAGCCGATAAGC 234
2 ACCAGCACGTGAAGCT TGCATGCTCGCTTCCTCATGACAGACT TAGAGGAGCCGATAAGC 240
BAT ACCAGCACGTGAAGC T TGCATGCTCGCTTCCTCATGACAGACT TAGAGGAGCCGATAAGE 240
GHSE S80808000608000R0NE0E0 S50 § & SARGENEES 828 SEsEBes
PBO1 CGTTGATTGTGGGCGAGTGGAGCGGTGCCATGACTGACTGCGCCAAGTATCTAAATGGGE 294
Pb_dog CGTTGATTGTGAAAGAGTGGAGCGGTGCCATGACTGACTGCGCCATGTATCTARATGGGE 288
Pb_18 COTTGATTGTGAAAGAGTGGAGCGCTGCCATGACTGACTGCGTCATGAATCTAAATGGGE 294
2 COTTGATTGTGAAAGAGTGGAGCGGTGCCATGAC TGACTGCGCCATGTATCTAMATGGGE 300
BAT CGTTGATTGTGAAAGAGTGGAGCGGTGCCATGAC TGACTGCGCCATGTATCTAMTGGGE 300
PbOL GTGGCAGGG-GTGCGCGATTTGATAATTCGTACCCTAGCGGCARMCCATCTGGCGCTTGT 353
Pb_dog GTGGCATATGGTTCGCGATTTGATGGTTCGTTCCGTAGTGGCAAACCATCTGGCGCTTGT 348
Pb_18 GCGGGATAG-GTTCGCGATTTGATGGTTCGTTCCCTAGCGGCAAACCATCTGGCGCTTGT 353
2] GTGGCATAG-GTTCGCGATTTGATGGTTCGTTCCCTAGCGGCARACCATCTGGCGCTTGT 359
BAT GTGGCATAG-GTTCGCGATTTGATGGTTCGTTCCCTAGCGGCARACCATCTGGCGCTTGT 359
© 90 6 46 Sesesensese seees e see G0e0eeececsetesseenes
PbOL GGTGCGAGGTCTACGGGC TCCTCTTCCAAATTGTCCGCTCAGCAGAAAMAGGATACTCGT 413
Pb_dog GGTGCGAGGTCTAAG-ACTCCTCTTCCGAATTGTGCGCTCAGCAGAAMGAGATACTCGT 407
Pb_18 GGTGCGAGGTCGAAGGGGTCC TCTTCCGAATTGTCCGCTCAGCAGAAMAAGATACTCTC 413
T2 GGTGCGAGGTCTAAGGGCTCCTCTTCCGAATTGTCCGCTCAGCAGAAAAAAGATACTCTC 419
BAT GGTGCGAGGTCTAAGGGCTCCTCTTCCGAATTGTCCGCTCAGCAGAAMMAAGATACTCTC 419
PbO1 CGGTATATTGAGGCACAGC TTGATGCTTTCAAGGTCGGGGCTGGATGGTTCTTCTGGACA 473
Pb_dog CGGTATATAGAGGCACAGCTTGATGC TTTCTAGGTCGGGGCTGGATGGTACTTCTGGACA 467
Pb_18 CGGCATATTGAGGCACAGCTTGATGCTTTCGAGGTCGGGGCTGGATGGTACTTCTGGACA 473
2 CGGTATATTGAGGCACAGC TTGATGC TTTCGAGGTCGCGGCTGGATGGTACTTCTGGACA 479
BAT CGGTATATTGAGGCACAGCTTGATGCTTTCGAGGTCGCGGCTGGATGGTACTTCTGGACA 479
990 9500 ©600eeasseeseseessees Seeese Sesoessene Seesseenes
PbOL ase
Pb_dog ase
Pb_18 479
2 480
AT as8e

Figure 2 - Alignment of gp43 exon 2 loci nucleotide sequences from
Paracoccidioides spp. reference strains and BAT clinical isolate. The
identity between BAT isolate and T2-EPMS54 (P. restrepiensis — PS3 ref-
erence strain) was observed, as well as genetic proximity with Pb 18 (P.
brasiliensis sensu stricto — S1b) but with greater phylogenetic distance
from Pb dog-EPM194 (P. americana—PS2) and Pb 01 (P. lutzii). *: repre-
sents similar nucleotides in the analyzed sequences.

Discussion

BAT clinical strain was isolated in 1985 and main-
tained at the Ribeirdo Preto Medical School-USP, southeast-
ern Brazil. It was classified as P. restrepiensis (PS3) by
sequencing of gp43 exon 2 loci and PCR-RFLP of tubl
gene. This result was unexpected since phylogenetic species
of PS3 (P. restrepiensis) have so far been isolated in Colom-
bia and Venezuela, countries in northwestern South Amer-
ica. A sample of this strain was sent to Venezuela in the
1990s and included in two investigations on genetic diver-
sity of Paracoccidioides spp. These studies showed a geno-
typic difference between BAT clinical isolate and other
Brazilian isolates. First, BAT isolate (named Pb 327-B) was
evaluated together with 32 P. brasiliensis clinical and envi-
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Figure 3 - Geographic distribution of human and environmental isolates
of P. restrepiensis (PS3 genotype) in South America. Each circle repre-
sents the identified isolates and their respective regions (Colombia and
Venezuela) according to reports in the literature (Matute et al., 2006;
Muiioz et al., 2016; Roberto et al., 2016). In Brazil: BAT clinical isolate
(PCM-subacute form) isolated from a patient in the macro-region of
Ribeirdo Preto, Sdo Paulo State, Brazil, and B18 or Pb339 was isolated
from a patient in the state of Sao Paulo, Brazil.

ronmental isolates from different South American countries.
By employing randomly amplified polymorphic DNA
(RAPD), BAT isolate was grouped near P. brasiliensis iso-
lates from Colombia, which was later classified as PS3 geno-
type (Calcagno et al., 1998). All 33 P. brasiliensis isolates
but one had their DNA analyzed by restriction fragment
length polymorphism (RFLP), using Hinfl and Hincll endo-
nucleases. The dendrogram showed a great relationship of
BAT clinical isolate with Colombian P. brasiliensis strains
(Nino-Vega et al., 2000).

Some phenotypic characteristics of BAT isolate were
evaluated. Micromorphological aspects, virulence for gui-
nea pig, and serological reaction of BAT-isolate exoantigen
with rabbit anti GP43 serum were typical traits of P. brasi-
liensis strains (Lacaz CS et al., 1999). Compared to other P.
brasiliensis isolates, BAT isolate had high exoantigen pro-
duction, which was recognized by sera from patients with
PCM in southeastern Brazil (Silva-Vergara et al., 1998;
Panunto-Castelo et al., 2003). BAT clinical isolate has been
used as a source of antigens of Paracoccidioides spp. in
serological tests for PCM diagnosis, since it, together with
antigens of other strains, formed a pool with high reactivity
against sera from PCM patients from Sao Paulo state, Brazil
(Vidal et al., 2014). Sera from patients infected by P. brasi-
liensis S1 genotype reacted with BAT isolate exoantigen in
immunodiffusion test (data not shown). Paracoccin, a 160
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kDa Glc-NAc-binding lectin of the BAT isolate yeast wall,

adhered to laminin and induced TNFa. and NO production
by macrophage cells (Coltri et al., 2006).

To date, 31 P. restrepiensis (PS3) strains (clinical and
environmental isolates) have been identified and reported in
the literature. The studies encompassed phylogeny, molecu-
lar characterization, morphology, serology, and/or epidemi-
ology (Table 1). The geographic distribution of isolates
characterized as P. restrepiensis (PS3), including BAT clini-
cal strain, is predominant in Colombia, totaling 87.2% of the
31 isolates, followed by 6.4% in Venezuela, and 6.4% in
Brazil (Matute et al., 2006; Muiioz et al., 2016; Roberto et
al., 2016). The occurrence of P. restrepiensis (PS3) in other
South American countries (Brazil and Venezuela) suggests
that its geographical distribution is not restricted to the Co-
lombian territory as initially presumed. It is believed that the
phylogeographic characteristics of P. restrepiensis (PS3) are
due to a possible and relatively recent biogeographic expan-
sion of P. brasiliensis sensu stricto (Sla and S1b) to Colom-
bia, associated to events of geographic barriers represented
by the uplifting of the Andes mountain range and submer-
sion of the Colombian territory by formation of the Pebas-
Solimdes lake (Wesselingh and Salo, 2006; Teixeira et al.,
2014). The emergence of P. restrepiensis (PS3) in Brazil
was not clarified within the process of speciation of these
phylogenies, due to absence of a geographical barrier in the
territory (Teixeira et al., 2014).

Besides the geographical origin of P. restrepiensis
(PS3), the respective clinical manifestation of PCM is one of
the important aspects for understanding of the pathogenicity
of this phylogenetic species. Among the 31 P. restrepiensis
(PS3) isolates described in the literature, including BAT iso-
late, 25 (76%) strains were isolated from patients. The chro-
nic form of PCM was more prevalent in patients infected
with P. restrepiensis (PS3), representing 88% of the cases.
Acute/subacute forms of PCM caused by P. restrepiensis
(PS3) were only reported in two patients, including that with
a disseminated disease from which the strain evaluated in
this study was isolated (Matute et al., 2006; Muiioz ef al.,
2016; Roberto et al., 2016). In a comparative study of PCM
cases caused by P. brasiliensis sensu stricto (Sla and S1b)
and P. americana (PS2) in Rio de Janeiro state-Brazil, the
prevalence of chronic form was observed for both species
(de Macedo et al., 2019). The same was observed in a clini-
cal and epidemiological study of PCM caused by P. [utzii in
the state of Mato Grosso-Brazil, wherein all patients were di-
agnosed with the chronic form (Hahn et al., 2019). In gen-
eral, chronic form predominance is common in PCM, so it
does not distinguish P. restrepiensis (PS3) genotype in this
regard.

Some of the Paracoccidioides spp. isolates character-
ized as P. restrepiensis (PS3) have already had their biology
studied (Matute et al., 2006; Theodoro et al., 2008). Geno-
typic and phenotypic studies for P. restrepiensis (PS3) iso-
lates were fungal antigenicity (Restrepo-Moreno and
Schneidau, 1967), ketoconazole susceptibility (Hoyos et al.,
1984), murine immune response to PCM, conidia morphol-

Table 1 - Paracoccidioides spp. isolates genotypically characterized as P. restrepiensis (PS3): origin, source, molecular identification, and study type (1967 —2018).

Reference

Study Type

Identification method

Source

Origin

Strain

Other ID
P149
P159
P163

Original ID

Cl1

(Matute et al., 2006)

Phylogenetic

MLST

Chronic /PCM
Chronic /PCM
Chronic /PCM
Chronic /PCM

Colombia

(Matute et al., 2006)

Phylogenetic

MLST

Antioquia, Colombia

C2

(Matute et al., 2006)

Phylogenetic

MLST

Antioquia, Colombia

C3

(Bustamante-Simon et al., 1985)

(Villar et al., 1988)

Phenotypic
Phenotypic
Virulence

MLST

Antioquia, Colombia

ATCC 60855

Cc4

(Gomez et al., 2001)

(Matute et al., 2006)

Phylogenetic

(Matute et al., 2006)

Phylogenetic

MLST

Chronic /PCM
Chronic /PCM

Antioquia, Colombia

P141

CS

(Corredor et al., 2005)
(Matute et al., 2006)

Molecular Identification

Phy!
Phy
Phy]
Phy!
Phy
Phy
Phy!

MLST

P196 / Higuita Antioquia, Colombia

Cé6

ogenetic

(Matute ef al., 2006)

ogenetic

(Matute et al., 2006)

ogenetic

(Matute et al., 2006)

ogenetic
ogenetic

(Matute et al., 2006)

(Matute et al., 2006)

ogenetic
ogenetic
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(Matute et al., 2006)
(Hoyos et al., 1984)

MLST

c /PCM
¢ /PCM
c /PCM
c /PCM
c /PCM
c /PCM
c /PCM

MLST

MLST

MLST

MLST

MLST

Susceptibility

MLST

ot e e e e e et

Antioquia, Colombia Chron

P204
P292
P68
P72
P46

Cc7

Chron

Antioquia, Colombia

Cc8

Chron

Antioquia, Colombia

c9

Chron

Cordoba, Colombia

C10
Cl1

Chron

Antioquia, Colombia

Chron

Antioquia, Colombia

P161

C12

Antioquia, Colombia Chron

76533

C13
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ogy and sporulation at different culture media (Bustamante-
Simon et al., 1985), dimorphism (Villar et al., 1988), mor-

o
g 2
phological analysis and molecular identification of arma- g E = @ g
dillo isolates (Corredor et al., 1999), and melanin production o > R; & 3
(Gomez et al., 2001). Other studies compared P. restre- g g g < 3
piensis (PS3) isolates with different species belonging to g Q ] § §
Paracoccidioides spp. complex (P. brasiliensis sensu stricto 2 é 2 g g} 3
(S1), P. americana (PS2)) to evaluate genotypic and pheno- 2 e g = & ]
typic differences. Corredor et al. (2005) studied polymor- °
phic genes (gp43 exon 2 loci, ITS_1, and ITS_4) from clini- £ g
cal and armadillo strains isolated in the Colombian territory, E 2 2 =
comparing them with strains isolated in other South Ameri- S o g E
can countries. Polymorphic differences were found among 2 § 5 ? g
genes when compared to strains identified as P. brasiliensis § g § 2 & B
sensu stricto (S1); P. restrepiensis (PS3) showed high differ- 8 § g > g £
entiation from other species (Corredor et al., 2005; Matute et : < 3 2 2 2
al., 2006). PRPS intein protein gene sequences from species g8 2z Eo z £
of the Paracoccidioides spp. complex, including P. res- = &8 3 g £ &
trepiensis EPM83, were analyzed in a phylogenetic study. E g ?D g 5; B
This gene can be used as a molecular marker since its poly- % i % § % E,
morphism can separate species from the P. brasiliensis com- ; g 2 3 § g £
plex and P. lutzii (Theodoro et al., 2008). ) o 3 Z 2
=t 'S P

Some studies were directed to a phenotypic compari- E g § g ; g §
son of P. restrepiensis (PS3) isolates and other species be- 8y e g S 5 b
longing to the Paracoccidioides spp. (Table 2). Turissini et 8l 2 § é 58 q e
al. (2017) carried out a phenotypic study on yeast cells of g 1 § 2 § £ 2 8
cryptic species of P. brasiliensis complex (S1, PS2, PS3, and % g5 2 Z é 2 2
PS4) and P. lutzii. These authors observed that P. restre- 2 ;‘,-% 2 ) & =
piensis (PS3) has yeast cells larger than P. brasiliensis sensu g g8 s g g % g
stricto (S1) and P. americana (PS2) ones but no cell size dif- ez = &g & &
ferences with P. venezuelensis (PS4) and P. lutzii strains. A g -
comparative study to evaluate PCM immunodiagnosis using § !
species of the P. brasiliensis complex and P. [utzii showed e g g
higher GP43 production and best antigenic reactivity in an g 3 g‘ B & o
immunodiffusion assay with the EPM83 strain (P. restre- g 3 20 g2 g g
piensis —PS3) when tested with sera from patients living in a 2|z g $H 8 2
geographic area where P. brasiliensis sensu stricto (Sla e @ > & G & & »

S1b) and P. americana (PS2) are prevalent (Machado et al.,

Table 2 - Phenotypic characteristics of P. restrepiensis (PS3) isolates compared to other species of the P. brasiliensis complex and P. lutzii

=
2013). Another comparative study of proteomes by disrupt- ! § S P -
ing yeast cells of Paracoccidioides species representative S5 & 2,83 2
isolates showed that EPM83 (P. restrepiensis — PS3) prefer- e 2 g s 288 £
entially expressed 38 proteins, including heat shock proteins g % E § S g S - 3
(HSP) and a higher level of GP43 production (Pigosso et al., a : S § s C 3 2 g 3
2013). An analysis of secretomes of two Paracoccidioides Sls Y3 F S § 2 ¥ o028
spp strains identified 95 extracellular proteins, 35 specific of 2 @ : & i 2 "Dé g 2 :g g ‘i;«
P. lutzii and 36 specific of P. restrepiensis (PS3), including 5 ?5 xS § 2 3 ;i £ 3 i
several ones related to fungal virulence factors and adhesion 2lz 838 g £ £ ¥ 55 5 §
(de Oliveira et al., 2018). g2z E 78 2 San Bao E= 2
o gESgEEL 8y ElaTR
B18 or Pb339 (ATCC32069) is a strain that has been ISR 2o RS =848
reported in the literature to have divergent results regarding RS EELEEECLAE EEEZEZE
its classification as P. restrepiensis (PS3). It is originally 8
from the state of Sdo Paulo (Brazil) but from an unknown 3
source. This strain was obtained from the National Commu- g =
nicable Disease Center (Atlanta, USA) and first studied by 3 6
Restrepo-Moreno and Scheneidau JD in 1967. Matute ef al. 2 < @ @ @
(2006) classified B18 as P. brasiliensis sensu stricto (S1b) g f» = z z 2
g © 4] m m o

by analyses of polymorphisms in nuclear genes, chitin syn-
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thase (CHS) 2, glucan synthase (FKS), tub1 (TUB), adenyl
ribosylation factor (ARF), and gp43 exon 2 loci. On the other
hand, Salgado-Salazar et al. (2010) studied polymorphism
of five mitochondrial genes used as markers in molecular
characterization of Paracoccidioides species. The findings
enabled reclassification of B18 strain as P. restrepiensis
(PS3) from Paracoccidioides spp. complex (Salgado-Sala-
zar et al., 2010). Later, Roberto et al. (2016) evaluated B18
strain, termed in that study as B339 and /or EPMO1
(ATCC200273) (Camargo et al., 2003), and classified B18
strain as P. restrepiensis (PS3) by PCR-RFLP of tubl gene
and sequencing of CHS2, FKS, TUB, ARF, and GP43 nu-
clear genes, the same ones studied by Matute et al. (2016). A
study conducted by Turissini et al. (2017) classified B18
strain as an independent genotype due to its phylogenetic
and micromorphological differences already observed in
previous studies, suggesting a hybrid species belonging to
the genus Paracoccidioides.

Identification of an unusual genotypic variant in south-
eastern Brazil contributes to understanding speciation and
propagation involving PCM agents and may help in knowing
P. restrepiensis characteristics (PS3 genotype) such as mor-
phology, virulence, and serological reactivity.
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Abstract:  Paracoccidioides brasiliensis complex and P. lutzii are the etiological agents of
paracoccidioidomycosis. The geographic distribution of these species in South America is still
poorly comprehended. Fifty samples of Paracoccidioides spp. were genotyped, with 46 clinical
isolates predominantly isolated in the geographic area of Ribeirao Preto, SP, and four environmental
isolates collected in Ibia, MG, southeastern Brazil. These isolates were evaluated by PCR-RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) of the tubl gene and the sequencing of the gp43
exon 2 loci. The species P. lutzii was confirmed by sequencing the internal transcribed spacer (ITS)
region of the ribosomal DNA. P. brasiliensis sensu stricto S1b (n = 42) and Sla (n = 5), P. americana
(n =1), P. restrepiensis (n = 1), and P. lutzii (n = 1) were identified among the clinical isolates. All the
environmental isolates were characterized as P. brasiliensis sensu stricto Slb. The patient infection by
P. lutzii, P. americana (PS2), and one isolate of P. brasiliensis sensu stricto S1b most likely occurred in a
geographic area far from the fungal isolation site. No association was found between the infecting
genotype and the disease form. These results expand the knowledge of the Paracoccidioides species
distribution and emphasize that human migration must also be considered to pinpoint the genotypes
in the endemic area.

Keywords: Paracoccidoides brasiliensis sensu stricto (Sla and S1b); Paracoccidioides americana (PS2);
Paracoccidioides restrepiensis (PS3); Paracoccidoides Iutzii; Paracoccidioidomycosis; eco-epidemiology

1. Introduction

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic fungal infection endemic to Latin America. Reports
of PCM in South American countries show that about 80% of the cases are from Brazil, mainly in
the southeast, south, and midwest regions, besides a low number of cases in the north and northeast
regions [1].

PCM is caused by thermodimorphic fungi belonging to the genus Paracoccidioides,
family Ajellomycetaceae, order Onygenales, class Eurotiomycetes, and is represented by five distinct
species, including P. brasiliensis sensu stricto (variants Sla and S1b), which has been isolated in Brazil,
Argentina, Paraguay, Peru, and Venezuela; P. americana (also known as PS2), distributed in Brazil and

J. Fungi 2020, 6, 132; d0i:10.3390/jof6030132 www.mdpi.com/journal/jof
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Venezuela; P. restrepiensis (also known as PS3), found mainly in Colombia; P. venezuelensis (also known
as PS4), exclusively found in Venezuela; and P. lutzii, most commonly isolated in the midwest region of
Brazil [2-5].

Determining the geographic distribution of the species of the genus Paracoccidioides spp. requires
studies with epidemiological and clinical data, since important factors such as regional migration and
the long latency period of PCM can make it difficult to know the exact location of the infection and the
occurrence of each genotype in the endemic regions of PCM [6,7]. Genotypic studies have indicated
that the predominant causative species of PCM in Brazil is P. brasiliensis sensu stricto (Sla and S1b).
Its wide geographic occurrence includes particularly the southeast and south regions of Brazil (the
states of Minas Gerais, Sao Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Parana, and Rio Grande do Sul) [8-10].
On a smaller scale, there are reports of the occurrences of P. americana (PS2) and P. restrepiensis (PS3)
(southeast and south regions) in Brazil [8,11,12]. Brazil also has the largest endemic area of P. lutzii
(midwest and north regions) [13,14].

Patients usually have the chronic PCM form, but it has not yet been determined whether certain
genotypes may be related to clinical manifestations of this fungal disease [7].

This study aimed to evaluate genotypically the isolates of Paracoccidioides spp. from the Ribeirao
Preto region, located in northeastern Sao Paulo state, southeast of Brazil, and relate the species to
the clinical and epidemiological data of patients. The genotypic identification of Paracoccidioides spp.
recovered from PCM cases in a hyperendemic area of the southeast of Brazil is unprecedented and
may contribute to the eco-epidemiology of this mycosis.

2. Materials and Methods

2.1. Samples of Paracoccidioides spp. and Cultivation Conditions

Forty four samples of Paracoccidioides spp. isolated from patients treated at the Hospital das
Clinicas of Ribeirao Preto Medical School, University of Sao Paulo—FMRP/USP (Ribeirao Preto, SP,
Brazil)}—from 1975 to 2019; two samples isolated from patients from Foz do Iguagu, Parana state
(Table S1); and four environmental samples (one soil and three armadillos isolates) collected in Ibig,
Minas Gerais state, were used in this study (Table S2) [15,16]. The reference isolates were Pb18
(collected from the Laboratory of Medical Mycology Research of the Ribeirao Preto Medical School),
representative of the species P. brasiliensis sensu stricto (S1b) [5]; Pbdog-EPM 194, representative of
the species P. americana (PS2) [17]; T2-EPM 54, representative of the species P. restrepiensis (PS3) [18];
and Pb01, representative of the species P. lutzii [4] (Table S3). These isolates were maintained
by successive subcultures on Sabouraud dextrose agar (Ox0id® LTD—Thermo Fisher Scientific®,
Basingstoke, Hampshire, UK), plus 0.15 g/L of chloramphenicol sodium succinate (Blau Farmacéutica,
Florianépolis, SC, Brazil), and incubated at 25 °C.

2.2. Genomic DNA Extraction from Paracoccidioides spp.

The genomic DNA of the isolates was obtained from mycelia grown in the modified synthetic liquid
culture medium McVeigh and Morton [19] for 35 days at 25 °C in an orbital stirrer (Infors HT—Ecotron®,
Bottmingen, Switzerland) at 130 rpm. The genomic DNA extraction was performed according to the
method I (treated glass beads/phenol-chloroform/isoamyl alcohol) described by van Burik in 1998,
with minimal modifications [20].

After obtaining the genomic DNA from the clinical and environmental isolates, treatment with
RNase A® (Thermo Fisher Scientific Inc.®, Waltham, MA, USA) was carried out following the
manufacturer’s standards. The concentrations (ng/uL) of genomic DNA from the samples were
determined using NanoDrop 2000® (Thermo Fisher Scientific Inc.®, Waltham, MA, USA).
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2.3. Methods and Primers Used in the Molecular Characterization of Paracoccidioides spp.

The molecular characterization of clinical isolates was determined using the PCR-RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) techniques of the tubl gene [18] and the sequencing of the gp43 exon
2 loci gene, which encodes the 43 kDa glycoprotein [10], to identify the species and varieties belonging
to the genus Paracoccidioides. The isolate not identified by the PCR-RFLP technique of the fub1 gene was
evaluated by sequencing the internal transcribed spacer (ITS) region of the ribosomal DNA to confirm
the species of the genus Paracoccidioides [10,21]. The primers used in both methods, the annealing
temperature, and their references are described in Table S4. The PCR reactions for each technique
performed in this study were carried out using the vapo.protect® thermocycler (Eppendorf, Hamburg,
Germany) and the Taq polymerase enzyme—GoTaq® Green Master Mix (Promega, Madison, W1,
USA)—according to the manufacturer’s instructions.

The molecular characterization using the PCR-RFLP technique generated PCR tubl products
approximately 263 bp in size, being subjected to double digestion with the Bcll and Mspl endonucleases
(Thermo Fisher Scientific Inc.®, Waltham, MA, USA) at a concentration of 10 U/uL, each for 16 h at
37 °C, according to the manufacturer’s instructions. The fragments generated after double enzymatic
digestion were submitted to electrophoresis on 3% agarose gel at 70 V for 180 min [18], and visualized
in the presence of the SYBR® Safe DNA gel stain (Thermo Fisher Scientific Inc.®, Waltham, MA, USA)
with a 50 bp DNA ladder molecular weight marker (Sinapse® Inc., United States). The fragments
generated after enzymatic digestion by endonucleases were visualized on the ChemoDoc™ XRS+
photo-documenter and photographed using the Image Lab™ software (Bio-Rad®, Hercules, CA, USA).

2.4. Sequencing of ITS1-5.85-1TS2 rDNA Region, gp43 Exon 2 Loci, and Phylogenetic Analysis

For the sequencing of the ITS1-5.85-ITS2 rDNA region and the gp43 exon 2 loci [10,21], the PCR
products were purified using the Wizard® SV Gel kit and PCR Clean-UP System (Promega, Madison,
WI, USA), according to the manufacturer’s instructions. The nucleotide sequences were determined
using the platform of the Human Genome and Stem-Cell Research Center of the Institute of Biosciences
of the University of Sao Paulo (CEGH-CEL/IB-USP) with the ABI3730 DNA Analyzer® sequencer
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), using the BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Thermo Fisher Scientific Inc.®, Waltham, MA, USA), according to the manufacturer’s instructions.
The nucleotide sequences of the ITS1-5.85-ITS2 rDNA region and the gp43 exon 2 loci were analyzed
using the ChromasPro® software (ChromasPro® 2.6.5, Technelysium Pty Ltd., Tewantin, QLD,
Australia). The nucleotide sequences were compared with the database using the BLASTn—Basic
Local Alignment Search Tool: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi [22].

A phylogenetic analysis of clinical isolates was performed using the maximum likelihood (ML)
method, in which the Tamura-Nei evolutionary model was applied to the ITS1-5.85-ITS2 rDNA
region sequences and the Kimura 2-parameter model to the gp43 exon 2 loci sequences, both with a
1000 replication bootstrap [10]. The multiple alignments using the Clustal W tool and the phylogenetic
reconstruction were performed with the MEGA 6.0 software (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis) [23]. The Histoplasma capsulatum AMC_HCO002 sequence was included in the phylogenetic
analysis of the ITS1-5.85-1TS2 rDNA region under the accession number KT275850.1 as an external
group, and the B1-T1F1 nucleotide sequence was inserted to analyze the gp43 exon 2 loci as a reference
for the Sla variety of P. brasiliensis sensu stricto under the GenBank accession number DQ003724.1 [10].

The nucleotide sequences of the studied isolates were deposited in the GenBank under the
accession numbers of MK909758-MK909806 for gp43 exon 2 loci and MK886790 for ITS1-5.85-1TS2
rDNA—HCRP 191 (Tables S1 and S2).

2.5. Epidemiological Data of Patients with Isolation of Paracoccidioides spp.

The medical records of patients were analyzed to obtain information regarding the PCM clinical
form and the geographic origin of each studied individual. The epidemiological data, residence,
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and the clinical manifestation of the patient were related to the genotypic data of the clinical isolates of
Paracoccidioides spp. obtained in this study.

2.6. Ethics

The study was approved by the Research Ethics Committee of the Hospital das Clinicas of Ribeirao
Preto Medical School, University of Sao Paulo—FMRP/USP (Protocol HCRP 4456/2017), 17/04/2017.

3. Results

3.1. Molecular Identification of Paracoccidioides spp. Isolates by the PCR-RFLP Technique of the tubl Gene

Forty seven (including environmental isolates—Table S2) among the 50 isolates analyzed in
this study by the PCR-RFLP technique of the tubl gene (46 clinical isolates and 4 environmental
isolates—Table S1) were identified as belonging to the species P. brasiliensis sensu stricto (S1) because
the Bcll enzyme recognized the restriction site, generating two fragments (155 and 108 bp). The tub1
gene of isolate HCRP 199 had its cleavage site recognized by both enzymes (Bcll and Mspl), generating
three fragments (62, 93, and 108 bp) and being classified as P. americana (PS2). The HCRP BAT isolate
was identified as P. restrepiensis (PS3), because the endonucleases did not recognize the tubl cleavage
site, the gene remaining in its total integrity (263 bp) (Figure 1). The tubl gene of the HCRP 191 isolate
was not amplified by conventional PCR, and therefore the determination of the phylogenetic species of
Paracoccidioides spp. by PCR-RFLP was inconclusive (Figure S1).

Figure 1. Patterns of fragments obtained after digestion with endonucleases Bclland Mspl (PCR-RFLP of
tub1 gene), showing a similarity between the clinical and environmental isolates of Paracoccidioides spp.
and reference strains. (A) 3% agarose gel with reference strains: Pb18—P. brasiliensis sensu stricto
(S1b); Pbdog—EPM 194—P. americana (PS2); T2—EPM 54—P. restrepiensis (PS3); Pb_01—P. lutzii.
(B) 3% agarose gel with clinical (001 to FOZ_2, BAT, and TONI) and environmental (Ibia, T1, T2, and T3)
isolates evaluated in this study. Isolates 199 and BAT show a pattern corresponding, respectively,
to Pbdog (P. americana (PS2)) and T2 (P. restrepiensis (PS3)), while the others have a pattern comparable
to Pb18 (S1). The isolate HCRP 191 was not evaluated because there was no amplification of the tubl
gene. M: 50-bp DNA ladder molecular weight marker (Sinapse® Inc., USA). NC: negative control.

3.2. Genotypic Identification and Phylogenetic Analysis Using the gp43 Exon 2 loci Gene Sequencing

Among the 50 strains analyzed by the gp43 exon 2 loci sequencing, 47 isolates (including
environmental samples) were identified as P. brasiliensis sensu stricto (S1); 5 isolates belonging to
the Sla variety, with a 100% identity to DQO003724.1 B1-T1F1 (Sla); and 42 isolates (38 clinical
and 4 environmental strains) belonging to the S1b variety, with a 100% similarity to DQ003729.1
B17-Pb18 on GenBank. The isolate HCRP 199, characterized as P. americana (PS2), has a 100% identity
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to the standard sequence P. americana (PS2) DQ003736.1 B13—-Uberlandia. The isolate HCRP BAT,
identified as P. restrepiensis (PS3), has a 100% identity to the standard sequence P. restrepiensis (PS3)
KT251008.1-T2-EPM54. The isolate HCRP 191 was genotypically characterized as P. lutzii, showing a
100% identity to EU870196.1 of Pb01 (P. lutzii), was deposited in GenBank (Spreadsheets S1).

The phylogenetic analysis of the gp43 exon 2 loci sequences shows that 5 clinical isolates have an
evolutionary proximity to DQ003724.1 B1-T1F1 P. brasiliensis sensu stricto (Sla), and 42 isolates are
more similar to B17-Pb18 P. brasiliensis sensu stricto (S1b), including the environmental strains collected
in Ibia, MG, Brazil. The isolate HCRP199 is similar to EPM194-Pbdog P. americana (PS2), HCRP BAT
has a genetic proximity to EPM54-T2 P. restrepiensis (PS3), and the isolate HCRP191 has a phylogenetic
proximity to Pb01-P. lutzii (Figure 2).
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Figure 2. Phylogenetic analysis of gp43 exon 2 of clinical and environmental isolates of
Paracoccidioides spp. compared to the reference strains (*), that were also sequenced for this
study and had a 100% identity with the deposited sequences on GenBank under accession
number: [Pb18—B17—DQ003729.1 (P. brasiliensis sensu stricto (S1b); EPM194—Pbdog—DQ003736.1
(P. americana (PS2); EPM54—T2—KT251008.1 (P. restrepiensis (PS3); Pb01—EU870196.1 (P. lutzii)].
Evolutionary history was measured by the maximum likelihood (ML) method based on the Kimura 2
model—parameter model.
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3.3. The HCRP 191 Strain was Confirmed as P. lutzii by Sequencing the ITS1-5.85-1TS2 rDNA Region

The sequencing of the ITS1-5.85-ITS2 rDNA region was performed to validate the identification of
the species of the genus Paracoccidioides, as the isolate HCRP 191 was not molecularly identified by
the PCR-RFLP technique of the tubl gene. A 99.50% identity was observed with the ITS nucleotide
sequence of Pb01 (P. lutzii) (EU870297.1), confirming the isolate as belonging to the species P. lutzii
(Spreadsheet S1).

A phylogenetic analysis of the ITS1-5.85-ITS2 rDNA region shows that the isolate HCRP191 has
a similarity with Pb01 (P. lutzii) and a phylogenetic distance relative to Pb18 (S1b), EPM194-Pbdog
(PS2), and EPM54—(PS3), which are species of the Paracoccidioides spp. complex and H. capsulatum

AMC_HCO002 (Figure 3).
61 — EPM194 Pbdog - P. americana (PS2)*
—35*—‘; EPM54 T2 - P. restrepiensis (PS3)*|Paracoccidioides spp. compl
Pb18 - P. brasiliensis sensu stricto (S1b)*
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=l P. lutzii
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|
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Figure 3. Phylogenetic analysis of the ITS1-5.85-ITS2 rDNA region of the isolate HCRP191 compared
to the reference strains (*), that were also sequenced for this study and had a 100% identity with the
deposited sequences on GenBank under accession number: [Pb18—B17 (P. brasiliensis sensu stricto
(S1b)), EPM194—Pbdog—(P. americana (PS2)) and EPM54—T?2 (P. restrepiensis (PS3))—KT155977.1 for
three reference strains; Pb01—EU870297.1 (P. lutzii)] and H. capsulatum AMC_HCO002 are an external
group. Evolutionary history was measured by the maximum likelihood (ML) method based on the
Tamura-Nei model. The high similarity with Pb01 identifies HCRP 191 as P. lutzii.

3.4. Geographic Origin of Patients and Clinical form of PCM

Among the 46 isolates of clinical origin characterized genotypically in this study, 67.4% of the
patients manifested the chronic form and 32.6% manifested the subacute form of PCM. Evaluating the
clinical PCM manifestation by species of the Paracoccidioides spp. complex, 38 out of the 46 genotyped
clinical isolates were characterized as P. brasiliensis sensu stricto variant Slb, in whose patients 65.8%
presented the chronic form and 34.2% presented the subacute form. Among the five clinical isolates
identified as P. brasiliensis sensu stricto variant Sla, 60% of the patients manifested the chronic form,
and 40% the subacute form. Patients from isolates HCRP 191 (P. Iutzii) and HCRP 199 (P. americana—-PS2)
presented the chronic form. HCRP BAT (P. restrepiensis—PS3) was isolated from a patient with the
subacute form of the disease (Table 1).
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Table 1. Paracoccidoidomycosis clinical form, patient residence and Brazilian region where the infection probably occurred (or collection area in the case of
environmental isolates), according to Paracoccidioides species.

Paracoccidoides Species Total Number Clinical Form—n (%) Brazilian State of Residence— (%) Brazilian Region of Paracoccidioides spp. Infection—n (%)
AC/Subacute Chronic SpP MG PR MA SE S NE CW

P. brasiliensis sensu stricto (S1b) 38 13(34.2) 25(65.8) 31(81.6) 4(10.5) 2(5.3) 1(2.6) 35(92.1) 2(5.3) 1(2.6) -
P. brasiliensis sensu stricto (Sla) 5 2(40) 3(60) 5(100) - - - 5(100) - - -
P. americana (PS2) 1 - 1(100) 1(100) - - - - 1(100) - -
P. restrepiensis (PS3) 1 1(100) - 1(100) - - - 1(100) - - -

P. lutzii 1 - 1(100) 1(100) - - - - - - 1(100)
P. brasiliensis sensu stricto (S1b) * 4 - - 4(100) 4(100) - - -

SP—Sao Paulo State; MG—Minas Gerais State; PR—Parana State; MA—Maranhao State; SE—Southeast; S—South; NE—Northeast; CW—Center West. (*): Environmental isolates.
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The geographic origin showed that, among the 46 patients, 39 lived in the city and region of
Ribeirao Preto, SP, Brazil. The patients from isolates HCRP 063 (P. brasiliensis sensu stricto S1b),
HCRP 191 (P. lutzii), and HCRP 199 (P. americana-PS2) (Table S1) migrated to Ribeirao Preto, SP, Brazil,
from the States of Maranhao, Mato Grosso, and Parana, respectively. Six patients acquired PCM while
residing in other endemic areas in the southeast and south of Brazil (Minas Gerais State—4; and Parana
State—2) (Figure 4 and Table 1).

Legend:

M City of Ribeirdo Preto, SP, and neighboring municipalities in the Sdo Paulo State (Southeast of
Brazil) where most patieats live;

I Municipalities in the Minas Gerais State (Southeast of Beazil) where patiects lived.

W City of Imperatriz, Marashbo State (Northeast of Brazil), where a patieat scquired an infection by
P. brasiliensis sensu stricto (S1b)

3 City of Marcelindia, Mato Grosso State (Midwest of Brazil), where the infection by P lutil was Brazil
probably acquired:

< City of Loadrics, Paran State (South of Brazil), where the infection by 2. americana (PS2) was
probably acquired

Brazil Southeast

@ City of Foz do Iguscu, Paraad State (South of Brazil), where . brasiliens
was tsolated from fwo patiests.

icto (S1b)

A City of Tbis. Minas Gerais State (Soutbeast of Brazil), where cavironmental samples (soil and
armadillos) of P. braviliensis sensu stricto (S1b) were collected.

Figure 4. Map of Brazil highlighting the states of Sao Paulo and Minas Gerais and showing the
geographic area centered by Ribeirao Preto, SP (‘:)), where most patients lived; the migration of some
patients who acquired the infection by Paracoccidioides spp. in other regions (= = === »); and the
collection site of the environmental isolates (A).

4. Discussion

The knowledge of the biogeography of the genus Paracoccidioides spp. is hampered by the
migration of patients between the different PCM endemic regions, the long latency period of the
chronic PCM form, and the difficulty in obtaining environmental isolates of this fungus [24]. This study
evaluated genotypically Paracoccidioides spp. isolates from a single and defined endemic PCM area,
partially covering the states of Sao Paulo and Minas Gerais in the southeast of Brazil [25]. Additionally,
two isolates from patients in the region of Foz do Iguacu, PR, in the south of Brazil, were also evaluated.

Among the clinical isolates genotypically characterized in this study, P. brasiliensis sensu stricto
(S1a and S1b) showed a higher prevalence in the region of Ribeirao Preto, SP, Brazil, thus confirming
reports in the literature on the high incidence of this phylogenetic species in South America and Brazil,
particularly in the southeast and south [7,9,10]. The prevalent variety of P. brasiliensis sensu stricto
among the clinical isolates evaluated in this study is S1b, which was identified in 38 (82.6%) out of
46 patients. Except for one case that apparently acquired the fungal infection in the Maranhao State,
the other patients lived in the states of Sdo Paulo, Minas Gerais, and Parand. The Sla variant was
identified in 5 out of 46 patients with geographic origin in cities in the region of Ribeirao Preto, SP,
Brazil (Table 1). The combined geographic distribution of P. brasiliensis sensu stricto Sla and S1b shows
that 40 out of 43 individuals have remained in the states of the southeast since birth or have moved
from the contiguous states of Minas Gerais and Parana to the region of Ribeirao Preto, SP, Brazil,
where they expressed PCM. No relationship was observed between the geographic area of residence
of patients and the genotypic variants Sla and or S1b of P. brasiliensis sensu stricto. The patient in
one of the cases of PCM caused by P. brasiliensis sensu stricto S1b (isolate HCRP 170—Table S1) had
AIDS and several relapses of opportunistic PCM until death. A phylogenetic and population study
using complete genomes from 31 clinical isolates of Paracoccidioides spp. from some countries in South
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America identified P. brasiliensis sensu stricto Sla as the predominant variant in Argentina and the S1b
variant distributed between Paraguay and Argentina [26]. This study also showed the occurrence of
genotypes with some degree of admixing between Sla and S1b [26]. Therefore, the differentiation
and/or classification between genotypes Sla and S1b based only on the two molecular markers used
here (RFLP standard of the tubl gene and gp43 exon 2 polymorphism) can lead to different results from
those obtained by the analysis of the complete genome, but without changing the classification in
the S1 group. Therefore, the differentiation of the variants of P. brasiliensis sensu stricto (S1a and S1b)
carried out in this study has the limitation of the used methodology.

The phylogenetic species PS2 (P. americana) has been isolated with a lower prevalence of patients
and environmental samples in endemic areas in the south and southeast of Brazil [10]. The isolate
HCRP 199 (P. americana—PS2) was obtained from a 57-year-old male patient who presented the chronic
form of PCM and lived in Ribeirao Preto, SP, although this individual had lived for a long time in
Parana state (city of Londrina). P. americana (PS2) was also isolated from a dog with generalized
lymphadenomegaly in Curitiba, PR [17]. Additionally, P. americana (PS2) was isolated from armadillos
from rural regions of Botucatu, SP, showing that this species is endemic to the southeast of Brazil [10].
Recently, P. americana (PS2) was isolated in Rio de Janeiro state from patients with the chronic form
of PCM [8]. Moreover, P. americana (PS2) was also isolated from patients with PCM in other Latin
American countries, such as Venezuela, Uruguay, and Argentina [18].

P. restrepiensis (PS3) is another species that has been identified in endemic areas of Brazil but
has its geographic distribution centered in Colombia. The isolate HCRP BAT, identified as the PS3
genotype, was obtained from a 33-year-old male patient who presented the subacute form of PCM.
The patient, who was born and lived in the region of Ribeirao Preto, SP, had no history of travel to other
geographic regions of the Brazilian territory and countries of Latin America, suggesting the acquisition
of the fungus in that region of the southeast of Brazil [11]. The isolate HCRP BAT (also called Pb
327-B) had been evaluated together with P. brasiliensis samples from different South American countries
using techniques such as RAPD and RFLP, being grouped close to P. brasiliensis (PS3) isolates from
Colombia [27,28]. Recently, an isolate of a patient from Botucatu, in the Sao Paulo State, was identified
as P. restrepiensis (PS3) [12], a genotype also isolated in Argentina and Peru [26].

P. lutzii has a predominant geographic distribution in the midwest region of Brazil, in the states
of Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, and Goias, and its isolation is not usual in the southeast of
Brazil [9,29]. The isolate HCRP 191 (P. lutzii) was obtained from a 55-year-old male patient who
presented the chronic form of PCM. He was a resident of Ribeirao Preto, SP, Brazil, but was born
in Parana state, in the south region, and had a long history of work and residence in rural areas of
municipalities in the midwest region, where he probably acquired the fungal infection, which appeared
as PCM years later in the southeast region of Brazil. However, P. [utzii can live saprophytically in the
southeast and south of Brazil, as the isolate called IFM 54648 (or LDR 2), genotypically similar to Pb01
(P. lutzii), was obtained from a patient residing in Londrina, PR, but who had also resided in Botucatu,
SP [30]. In addition, molecular traces of P. lutzii were found in soil and aerosol samples from armadillo
burrows in the southeast of Brazil (Sao Paulo and Minas Gerais) [6,31], suggesting that this species is
not found exclusively in the midwest of Brazil.

Most cases of PCM have a chronic disease form [7]. Besides the geographic origin and genotypic
data, the clinical manifestation of PCM is an important characteristic to understand the pathogenicity
of species of Paracoccidioides spp. complex and P. lutzii. Recent studies have evaluated the association
of etiological agents (P. brasiliensis sensu stricto, P. americana, and P. lutzii) in the southeast and midwest
regions of Brazil with the respective clinical form and found that most patients had the chronic disease
form, regardless of the species of the genus Paracoccidioides [6,8,29]. In this study, the chronic form of
PCM was observed in most cases attributed to P. brasiliensis sensu stricto and in patients infected with
P. americana (PS2) and P. lutzii. The patient infected with P. restrepiensis (PS3) had the subacute form of
PCM, but most of the clinical isolates PS3 correspond to cases of the chronic form [11,12]. It has not
been possible to associate phylogenetic species with the clinical form of PCM, as the chronic form of
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PCM has been predominant in this and other studies in cases related to different Paracoccidioides spp.
genotypes [7,29].

The environmental isolates evaluated here were collected approximately 20 years ago in Ibig,
Minas Gerais state, and have been kept since then in culture collection. The Ibia isolate comes from the
soil of a coffee plantation, and the other three isolates (Ibia T1, Ibia T2, and Ibia T3) were obtained from
armadillos (Dasypus novemcinctus) captured in the same municipality, whose territory is close to the
area where some patients live with PCM [15,16]. Ibia T1 (called EPM 101) was previously identified as
P. brasiliensis sensu stricto by the PCR-RFLP method of the tubl gene [18]. A phylogenetic study that
includes soil and armadillo samples showed P. brasiliensis sensu stricto Sla and S1b as the main agents
of human PCM and in environmental samples from southeast Brazil [10].

The obtained data contribute to the knowledge of speciation related to Paracoccidioides spp. and
show that human migration should be considered in the biogeography of the genus Paracoccidioides.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2309-608X/6/3/132/s1,
Figure S1: Amplification of the tubl gene to perform the PCR-RFLP technique in clinical and environmental
isolates of Paracoccidioides spp.; Table S1: Clinical isolates used in this study; Table S2: Environmental isolates
used in this study; Table S3: Reference strains used in this study; Table S4: Primer sequences used for molecular
identification of Paracoccidioides spp.; Spreadsheets S1: Analysis of the sequence of clinical and environmental
isolates in BLASTn, identification of identity of the sequences gp43 exon 2 loci and ITS1-5.85-ITS2 rDNA region.
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ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis caused by Paracoccidioides lutzii is endemic in the Midwest
of Brazil and its clinical spectrum is still little known due to the recent identification of this
fungal species. A patient resident in Southeast Brazil, but who had lived for many years
in the Midwest region, presented with skin injuries, chronic cough and bilateral adrenal
involvement. Paracoccidioides spp. was isolated in culture from a skin lesion biopsy. This
isolate was later identified as P. lutzii using gene sequencing. A favorable initial response
to treatment with itraconazole was observed, but a few weeks later, the patient developed
respiratory failure and worsening of lung lesions. Evaluation by computed tomography and
echocardiography were suggestive of pulmonary arterial hypertension, and a bronchoscopic
biopsy showed peribronchial remodeling. The patient completed the antifungal treatment
but maintained the respiratory dysfunction. The reported case shows that P. [utzii can be
isolated from patients in a geographic area far from the place of infection acquisition and
that, as P. brasiliensis, it can cause adrenal injury and cardio-respiratory complications as a
consequence of excessive necrosis and fibrosis.
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INTRODUCTION

Since the report of the first case in 1908, paracoccidioidomycosis infection
and disease have been attributed to a single species of the dimorphic fungus
Paracoccidioides brasiliensis. At the beginning of the 21* century, some isolates
of Paracoccidioides spp. had enough genetic polymorphism to be characterized
as a new species, named P. lutzii'. This species has been isolated predominantly
from patients in the Midwest region and around the Amazon region of Brazil?. The
endemic area of P. [utzii is still little known and may have expanded, as there is
molecular evidence of its presence in rural environments in other regions of Brazil®.

Regarding clinical manifestations, paracoccidioidomycosis by P. [utzii has
been hidden for a long time within the disease caused by P. brasiliensis, either
due to the lack of knowledge on new species or the similarity of the clinical
manifestations related to Paracoccidioides species®, The number of reported cases of
paracoccidioidomycosis caused by P. luzzii is still relatively small to fully establish
the clinical spectrum of this disease. However, an atypical serological response,
with absence or low antibody titer against P. brasiliensis antigens, has already
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been observed in cases of paracoccidioidomycosis in the
Midwest region of Brazil®. Current evidence suggests that
these patients were infected by P. lutzii, whose antigens
are partially different from those of P. brasiliensis used in
conventional serological tests®.

This report of paracoccidioidomycosis by P. lutzii
shows that this fungal species can be isolated from patients
living far from the known endemic aresa and shows clinical
aspects that have not yet been reported in the disease caused
by P. lutzii.

CASE REPORT

A 55-year-old man was admitted to the hospital
presenting with widespread skin lesions, fever, chills,
asthenia, and a loss of 16 kg in his body weight. The
lesions looked like erythematous papules that progressively
became painful ulcers. In the past few days, he had been
experiencing diffuse pain throughout his body. He has also

reported having dry cough for many years, but without
dyspnea or other respiratory complaints.

The examination of the patient revealed numerous skin
lesions, including erythematous papules and ulcerations
on the head, face, trunk and limbs, which had a slightly
elevated and erythematous border, with a depressed center
covered with a crust. The lesions were generally circular
and had a diameter between 0.5 and 1.5 cm, but the frontal
region of the face presented with an ulcer of approximately
3.0 x 1.5 cm (Figure 1). He had a blood pressure of
100 x 70 mmHg, heart rate of 82/min and respiratory
rate of 20/min. No lymphadenomegaly, hepatomegaly or
splenomegaly were found, and pulmonary auscultation did
not reveal any changes.

The patient was born in Realeza, Parana State, Brazil,
and his family moved to Corpus Christi, Paraguay, when
he was 9 years old, where he stayed for about 10 years.
Then, he returned to Brazil, residing in Sete Quedas, Mato
Grosso do Sul State, Marcelandia, Mato Grosso State, and

Figure 1 - Skin lesions caused by the spread of P, lutzii: a) Larger ulcer covered by crusts on the forehead and minor lesions on the
root of the nose, zygomatic region and extremities of the labial commissure; b) Ulcers on the nape, back and left shoulder; c) Lesions
at different stages on the shoulder and right arm; d) Forearm showing nodule and ulcers presenting with high and erythematous
edges; e) Lesion with ulcerative crust on the distal phalanx of the middle finger of the left hand; f) Lower limbs showing several
different lesions ranging from papular to small nodules with central ulceration.
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Ribeirao Preto, Sao Paulo State, several years in each of
these municipalities. He has worked for a long time as a
truck and tractor driver, transporting manioc and wood, and
has lived in a rural area, close to a deforestation area. He
had contact with sawmills and prolonged exposure to wood
dust. The patient claimed to be a heavy smoker since his
youth and that he is used to drinking from 50 mL to 1 L of
distilled alcoholic beverages per day. He has also reported
a cutaneous leishmaniasis 16 years earlier.

Blood count and blood biochemical tests were normal,
except for a high C-reactive protein (12.3 mg/dL).
Serological tests for HIV infection, leishmaniasis,
Chagas disease, and hepatitis C virus were negative,
but serum anti-HBc Ag IgG antibodies were detected.
Serological screening for systemic mycoses by the
counterimmunoelectrophoresis (CIE) method was
negative for histoplasmosis and aspergillosis, but positive
for paracoccidioidomycosis with a 1:8 titer against
P. brasiliensis antigen.

A chest X-ray showed diffuse infiltrates in both lungs,
especially in the perihilar region, with a reticular and
micronodular appearance and areas of alveolar opacities.
The investigation through computed tomography (CT)
showed that both adrenals were enlarged and had
hypodense areas. Plasma cortisol (7.8 pg/dL) was just
above the lowest level of the normal range (5.0 pg/dL). The
histopathological examination of a skin lesion collected by
biopsy showed granulomatous inflammatory infiltrateswith
giant cells and yeasts presenting with exosporulation. The
culture of the biopsied skin lesion led to the isolation of
Paracoccidioides spp.

The patient was diagnosed with the chronic form of
paracoccidioidomycosis, presenting with lung, skin and
adrenal lesions. The antifungal treatment was carried out
with itraconazole (400 mg/day), leading to a progressive
improvement, except for the appearance of dyspnea
during intense physical activities . About 40 days after the
beginning of the treatment, the patient had accentuated
dyspnea, dry coughand worsening of his physical condition.
The skin lesions were healed, but there were crepitations
in both lungs, a respiratory rate of 36/min, and arterial O,
saturation between 87% and 92%. No clinical signs of
heart failure were detected and echocardiography was not
perfomed at this time. The radiological pattern of the lungs
had worsened (Figure 2). Trimethoprim—sulfamethoxazole,
at a dose of 160 mg of trimethoprim was introduced
intravenously every 8 h and prednisone was associated at
a dose of 20 mg/day, orally. The dyspnea decreased and
treatment with itraconazole was reintroduced after 5 days
in association with the corticosteroid therapy, maintained
for 50 days.
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After four months of antifungal therapy, pulmonary vital
capacity and airway flow were normal in the spirometry
evaluation. A chest CT scan showed thickened bronchi walls,
some with dilation, lungs with a diffuse pattern that looked
like micronodules, ground-glass opacities and cardiomegaly
(Figure 2). Histological examination of tissues obtained
by bronchoscopy revealed lymphoplasmacytic infiltrates
associated with bronchial and vascular remodeling, aside
from distortion of the tissue architecture (Figure 3). Doppler
echocardiography showed slight dilation of the left atrium,
ascending aorta and pulmonary artery, in addition to
pulmonary arterial hypertension (pulmonary artery systolic
pressure estimated at42 mmHg, normal limit <25 mmHg).
The performed tests led to the conclusion that the patient
had sequelae of paracoccidioidomycosis, functional
changes in the lung and pulmonary circulation. The dose
of itraconazole was reduced to 200 mg/day, completing the
17 months of antifungal use.

In the clinical follow up, the patient maintained dyspnea
of varied intensities. A new chest CT scan performed eight
months after the end of treatment showed a decrease in
pulmonary opacities, the presence of bronchiectasis, a slight
increase in the right ventricle and dilation of the pulmonary
artery trunk (32 mm, normal range: <29 mm).

Total genomic DNA of Paracoccidioides spp. isolated
from the patient’s lesions was extracted and ITS1-5.8S-1TS2
rDNA, as well as gp43 exon 2 gene regions were amplified
by PCR, purified and sequenced. Gene sequencing was
carried out on the platform of the Human Genome and
Stem-Cell Research Center, Institute of Biosciences of
the University of Sao Paulo. The comparison of the Pb
01 (P. lutzii) nucleotide sequences revealed similarities
of 99.5% with the ITS1-5.8S-ITS2 rDNA sequence
(accession N° EU870297.1) and 100% with the gp43 exon
2 loci sequence (accession N® EU870196.1). The fungus
isolated from the patient was therefore identified as P. lurzii
and the obtained gene sequences (ITS1-5.8S-ITS2 rDNA
and gp43 exon 2) were deposited in GenBank (accession
N° MK909806 and MK886790, respectively)’.

DISCUSSION

The reported case is relevant due to P. lutzii successful
isolation and unprecedented clinical characteristics
regarding this fungal species. The patient lived in recent
years in the region of Ribeirao Preto, SP, a municipality
located in the Southeast of Brazil, and this fact initially
suggested the acquisition of the infection in a place far
from the endemic area of P. lutzii. This species was also
isolated from a patient with the chronic PCM form who
had a current and past residence in Londrina, Parana State,
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Figure 2 - Posteroanterior chest radiography (a) lateral position chest radiography (b) after 40 days of antifungal treatment: extensive
bilateral interstitial and alveolar opacities, predominating in the middle thirds and bases of the lungs; c) chest computed tomography:
ground-glass and reticular diffuse opacities through the lungs, micronodules, bronchiectasis and cardiomegaly; d) computed
tomography of the abdomen: very enlarged adrenals with hypodense areas.

and Botucatu, Sao Paulo State, respectively, suggesting that
P. lutzii infection was acquired in Southeast of Brazil®. In the
case reported here, itis more likely that the patient acquired
P. lutzii in the Midwest of Brazil, where he lived for many
years and performed a professional activity with prolonged
exposure to aspiration of Paracoccidioides spp. propagules.
Paracoccidioidomycosis caused by P. brasiliensis can have
a long incubation period, which is apparently valid for
P. lutzii, allowing this species to be isolated much later
outside its endemic region.

According to the classification adopted for
P. brasiliensis, the patient had the chronic form of
paracoccidioidomycosis. He had widespread skin
lesion, lung lesion and, as an incidental finding, injury
in both adrenals. In a series of cases of P. lutzii disease,
all patients were classified with the chronic form of
paracoccidioidomycosis®. The adrenals were supposed
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to be compromised by P. lutzii due to the extensive
fungal dissemination in the patient and also by analogy
with the disease caused by P. brasiliensis, whose chronic
form is more associated with injury and even adrenal
insufficiency'°. The patient did not have Addison’s disease,
but a frequent subclinical reduction of adrenals function
has been observed in paracoccidioidomycosis''.
Another interesting aspect of the reported case is
the evolution of lung lesions and respiratory symptoms,
culminating in pulmonary arterial hypertension. The patient
had severe dyspnea, increased pulmonary radiological
changes and relative hypoxia a few weeks after the
beginning of the antifungal therapy, that improved with the
use of corticosteroids. At that time, paracoccidioidomycosis
had already been controlled by using itraconazole,
considering the regression of skin lesions. Heart failure is a
rare adverse affect of itraconazole'?, but the patient’s clinical
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Figure 3 — Histopathological examination of a transbronchial biopsy (HE staining): a) Vascular remodeling: dense adventitious
and low cell layer; b) Vascular remodeling: exuberant thickening of the intima layer associated with endothelial hyperplasia; c)
Bronchial remodeling: intense deposition of the extracellular matrix in the bronchial structures, low cell mucosa, with distortion
of the architecture of the bronchial smooth muscle layer associated with thickening of the basement membrane, slight histiocytic
anthracotic pigmentation (lower right quadrant) and secondary lymphatic dilation; d) Histiocytic black anthracotic pigmentation with
a lymphatic distribution in the bronchovascular axis; ) Mild lymphoplasmacytic bronchitis associated with an architectural distortion

of the bronchial remodeling and anthracotic pigmentation in histiocytes.

conditions excluded this hypothesis. An accentuation of the
inflammatory process may take place at the initial stage of
the paracoccidioidomycosis treatment, probably due to the
pharmacological blocking of the infectious agent, necrosis
and immunological recovery. The use of corticosteroids
is recommended in patients with clinical complications
due to excessive inflammation in Paracoccidioides spp.
lesions®. The evolution towards the cure of the patient was
accompanied by histological alterations evidenced in a
bronchoscopic biopsy, culminating in fibrosis that caused
structural alterations in the lungs, pulmonary arterial
hypertension and functional pulmonary impairment.
Pulmonary sequelae and respiratory dysfunction in
paracoccidioidomycosis by P. brasiliensis are not
uncommon'®, as well as pulmonary arterial hypertension'.
The outcome in the described case shows that it can also
occur in the disease caused by P. [utzii. Cases progressing
to severe lung injury and respiratory dysfunction in
paracoccidioidomycosis by P. lutzii have already been
reported’>'®.

The reported case shows new aspects of the disease
caused by P. lutzii, expanding the clinical spectrum related
to this species of Paracoccidioides. P. lutzii cases can
occur far from the endemic area of this species, requiring
a cautious analysis of data on the geographic distribution
of Paracoccidioides species.
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