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RESUMO 

 

COCIO, T.A. Identificação molecular e estudo sorológico de isolados clínicos e 

ambientais de Paracoccidioides spp. do Nordeste do Estado de São Paulo e 

Sudoeste do Estado de Minas Gerais. 2021. 162f. Tese (Doutorado). Faculdade 

de Medicina de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo – FMRP/USP. Ribeirão 

Preto – São Paulo. 2021. 

 

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma infecção fúngica sistêmica e endêmica em 

países da América Latina. A maioria dos casos de PCM ocorrem em grandes áreas 

no Brasil, compreendendo as regiões Sul, Sudeste e Centro-Oeste do país. O 

complexo Paracoccidioides brasiliensis (espécies filogenéticas S1a, S1b, PS2, PS3 

e PS4) e a espécie P. lutzii são os agentes etiológicos da PCM e existem poucos 

estudos filogenéticos que mostram, de forma incompleta, a distribuição geográfica 

dessas espécies na América do Sul. Este estudo realizou a identificação molecular 

de isolados clínicos e ambientais obtidos no Nordeste do Estado de São Paulo e 

Sudoeste do Estado de Minas Gerais, associando-os com características 

epidemiológicas e clínicas dos respectivos pacientes com PCM. Também foi 

avaliada a reatividade de exoantígenos de diferentes espécies do gênero 

Paracoccidioides spp. produzidos a partir de células miceliais frente a soros de 

pacientes cujo isolado fúngico foi identificado. Cinquenta amostras de 

Paracoccidioides spp. foram genotipadas, 46 de origem clínica e predominantemente 

isoladas na área geográfica de Ribeirão Preto, SP e 4 isolados ambientais coletados 

na cidade Ibiá, MG, Sudeste do Brasil. Estes isolados foram avaliados por PCR - 

RFLP do gene tub1 e sequenciamento do gp43 exon 2 loci. A espécie P. lutzii foi 

confirmada pelo sequenciamento da região “internal transcribed spacer” (ITS) do 

DNA ribossomal. Entre os isolados clínicos foram identificados P. brasiliensis sensu 

stricto S1b (n = 42) e S1a (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. Não foi encontrada associação entre o genótipo 

infectante e a forma da doença. O histórico de migração de dois pacientes sugeriu 

que as infecções por P. americana (PS2) e P. lutzii ocorreram, respectivamente, nos 

Estados do Paraná e Mato Grosso. A reatividade dos exoantígenos miceliais de 

espécies do complexo P. brasiliensis e P. lutzii, produzidas por cepas de referência e 
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clínicas, utilizando as técnicas de imunodifusão dupla (IDD) e 

contraimunoeletroforese (CIE) foi avaliada frente a 15 soros de pacientes cujo 

isolado fúngico foi identificado genotipicamente. Observou-se que as frações 

antigênicas de espécies do complexo P. brasiliensis tiveram 100% de reatividade em 

ambas as técnicas sorológicas, mas o exoantígeno de P. lutzii mostrou baixa 

reatividade, 53% em IDD e 20% em CIE. Os imunoprecipitados obtidos com 

exoantígenos de espécies do complexo P. brasiliensis foram idênticos entre si, mas 

não mostraram identidade com os precipitados resultantes da reação entre os soros 

e o exoantígeno P. lutzii. Este estudo contribui para o conhecimento da biogeografia 

de Paracoccidioides spp. e mostra que a análise da distribuição territorial de 

espécies deste fungo deve considerar a migração humana. Fenotipicamente, 

enquanto exoantígenos das espécies do complexo P. brasiliensis tem antigenicidade 

similar em teste de imunoprecipitação, o exoantígeno de P. lutzii apresentou 

reatividade quantitativa e qualitativamente distinta, possivelmente pela liberação de 

fração antigênica peculiar a esta última espécie.   

 

Palavras – chave: Paracoccidioides spp., Paracoccidioidomicose, Espécies 

filogenéticas, Eco-Epidemiologia, Exoantígenos miceliais, Contraimunoeletroforese, 

Imunodifusão 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 São Paulo and the Southwest of the State of Minas Gerais. 2021. 162p. 

Thesis (Doctorate). Faculty of Medicine of Ribeirão Preto – University of São Paulo – 

FMRP/USP. Ribeirão Preto – São 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 S1a, 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 São 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 Ribeirão Preto, SP and 4 

environmental isolates collected in the Ibiá city, MG, southeastern Brazil. These 

isolates were evaluated by PCR - RFLP of the tub1 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 S1a (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. INTRODUÇÂO 

1.1. A paracoccidioidomicose 

 

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma infecção fungica sistêmica endêmica 

em países da América Latina, como Brasil, Argentina, Colômbia e Venezuela, onde 

aproximadamente 10 milhões de pessoas já foram infectadas (RESTREPO et al., 

2015). Cerca de 80% dos casos de PCM relatados na América Latina ocorreram no 

Brasil, principalmente em regiões consideradas endêmicas, como Sudeste, Centro-

Oeste e Sul do país (MARTINEZ, 2017). Em outras áreas localizadas mais ao norte 

do Brasil, incluindo os estados do Pará, do Maranhão e Tocantins (MATOS et al., 

2012), além de Rondônia e Acre (VIEIRA et al., 2014) vem sendo relatados casos de 

PCM (MARTINEZ, 2017) (Figura 1).  

 

Figura 1. Distribuição geográfica 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/jof3010001  
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A PCM é adquirida por pacientes que diretamente manejam o solo, que 

possivelmente está contaminado com os propágulos infectantes (artroconídios) dos 

agentes etiológicos da doença, principalmente em atividades agrícolas como a 

terraplanagem, preparação do solo, jardinagem e transporte de produtos vegetais 

(MARTINEZ, 2017; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). Estes propágulos são inalados 

e dão origem à forma leveduriforme do fungo (patogênica), que constituirão sua 

forma parasitária nos tecidos e órgãos do hospedeiro (SHIKANAI-YASUDA et al., 

2017) (Figura 2). 

 

Figura 2. Propagação dos agentes etiológicos da PCM. Autoria:  Mendes, R. P. e 

Bagagli, E. Reproduzido de II Consenso Brasileiro em Paracoccidioidomicose – 

2017. Epidemiol Serv Saude. 2018 Aug 16;27(spe):e0500001. doi: 10.5123/S1679-

49742018000500001.  

 

A PCM possui duas manifestações com características distintas, a forma aguda 

e a forma crônica. A forma crônica 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 clínico do paciente tem a característica de avançar cronicamente e pode 

permanecer restrito aos pulmões causando fraqueza, perda de peso, tosse e 

dispneia, e podendo ser acompanhando de lesão de mucosa oral e de outros tecidos 

(SHIKANAI-YASUDA et al., 2017; GONZALEZ & HERNADEZ, 2016; BELISSIMO-

RODRIGUES et al., 2013). A doença se dissemina para outros órgãos como pele, 

mucosa orofaríngea, e eventualmente para laringe e outros órgãos, como o sistema 

nervoso e adrenal (RAMOS E SILVA et al., 2008). A forma aguda da PCM ocorre 

principalmente em crianças e adultos jovens que representam aproximadamente 

10% dos casos de paracoccidioidomicose (GONZALEZ & HERNANDEZ, 2016; 

RESTREPO et al., 2015). O quadro clínico desta forma é caracterizado pela lesão de 

órgãos como os linfonodos, fígado e baço, além da pele, intestino e ossos. 

Raramente na fase aguda ocorre a infecção 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 identificação genotípica de espécies do 

complexo P. brasiliensis e P. lutzii 

 

O diagnóstico de PCM realizado em rotina hospitalar é baseado em técnicas 

consideradas clássicas para a identificação fúngica como, por exemplo, exame 

micológico direto e a semeadura de amostras clínicas (expectoração, raspagem de 

pele, aspiração de linfonodo) em cultura, exames histopatológicos, testes 

bioquímicos e sorológicos (contraimunoletroforese (CIE) e imunodifusão dupla (IDD)) 

(Figura 3) (PINHEIRO et al., 2020; CAMARGO & RODRIGUES, 2019). Como 

complemento ao diagnóstico clássico de identificação fúngica, ensaios envolvendo 
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técnicas de biologia molecular podem ser usados para identificar espécies do gênero 

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

 

 

Figura 3. Fluxograma de diagnóstico laboratorial de PCM. Legenda: BAL: Lavagem 

broncoalveolar; H&E: Coloração com hematoxilina e eosina; PAS: ácido periódico - 

Schiff; GMS: Gomori metenamina prata; ELISA: ensaio de imunoabsorção 

enzimática; DID: imunodifusão dupla; CIE: reação 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 à limitação destas técnicas clássicas utilizadas para a identificação de 

Paracoccidioides spp. em amostras clínicas 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 identificação 

molecular de isolados clínicos e ambientais de Paracoccidioides spp. Este método 
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auxilia na genotipagem utilizando sequências de DNA, loci gênicos polimórficos, 

gerado pela PCR convencional e, após esta etapa, o produto é digerido por enzimas 

de restrição específica que geram fragmentos de comprimentos de pares de bases 

distintos (SAIKI et al., 1985). O primeiro relato da utilização de PCR – RFLP em 

isolados clínicos de Paracoccidioides spp. coletados de diferentes países da 

América do Sul (Argentina, Brasil, Colômbia, Peru e Venezuela) foi descrito por Niño 

– Vega et al. (2000), verificando-se que este método é capaz de identificar as 

espécies e também diferenciar características filogenéticas entre si. Recentemente, 

Roberto et al. (2016) utilizaram o gene α – Tubulina (tub1) como produto de PCR, e 

após esta etapa, o amplicon foi submetido a uma dupla digestão com enzimas de 

restrição (endonucleases) BclI de Bacillus caldolyticus e MspI de Moraxella spp. e 

observaram que este método tem a capacidade de identificar e separar os agentes 

etiológicos da PCM, dividindo em espécies crípticas 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 epidemiológicos 

da PCM.  

Com o advento e aprimoramento de técnicas de biologia molecular aplicada em 

identificação de Paracoccidioides spp., viu-se a necessidade de entender a relação 

evolutiva entre estes agentes ao longo do tempo. Uma técnica que responde 

dúvidas evolutivas (genética populacional) e epidemiológica (origem geográfica) é a 

Multi Locus Sequence Typing (MLST) (PINHEIRO et al., 2020). São amplificados 

cinco (5) ou mais genes (nuclear, mitocondrial, estrutural e etc.) por PCR 

convencional, sequenciados por método de Sanger e realizado um múltiplo 

alinhamento e análise filogenética das sequências de nucleotídeo para auxiliar na 

compreensão bioevolutiva do organismo (PINHEIRO et al., 2020). A técnica MLST 
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foi aplicada pela primeira em isolados clínicos e ambientais de Paracoccidioides spp. 

coletados de várias regiões da América Latina por Matute et al. (2006) avaliando 

diferenças polimórficas de vários genes nucleares como, por exemplo quitina sintase 

(CHS2), glucano sintase (FKS), α -tubulin (TUB), ADP-ribosylation factor (ARF) e 

PbGP43 (GP43), sendo proposto que existem espécies crípticas dentro do complexo 

P. brasiliensis (S1, PS2 e PS3). MLST também foi um método utilizado por Teixeira 

et al. (2009) que observaram divergências em análises de 13 loci genes polimórficos 

das três espécies crípticas do complexo P. brasiliensis (S1, PS2 e PS3) (MATUTE et 

al., 2006). Estas divergências foram confirmadas utilizando as técnicas de PCR 

convencional onde foram amplificados as regiões do Espaçador Transcrito Interno 

(ITS), seguido de seu sequenciamento e os pesquisadores verificaram diferenças 

filogenéticas do isolado "Pb01", considerando-o como uma nova espécie 

denominada de P. lutzii (TEIXEIRA et al., 2009).  

Com o surgimento das descrições de espécies crípticas do complexo P. 

brasiliensis e P. lutzii, viu-se a necessidade de ampliar os estudos taxonômicos e de 

variedades genéticas que possam existir no gênero Paracoccidioides spp. A técnica 

molecular que poderá esclarecer questões bioevolutivas e biogeográficas deste 

microrganismo é o sequenciamento completo de nova geração, conhecido como 

Whole Genome Sequencing (WGS) ou New Genome Sequencing (NGS). Muñoz et 

al. (2016) aplicaram a técnica WGS em isolados clínicos e ambientais isolados de 

diferentes países da América do Sul, onde observaram diferenças evolutivas entre si 

propondo a existência de duas variedades na espécie filogenética 1 (S1a e S1b) e 

uma nova espécie críptica do complexo P. brasiliensis, espécie filogenética 4 (PS4), 

encontrada exclusivamente na Venezuela. Empregando a mesma técnica WGS, 

Teixeira et al. (2020) avaliaram a diversidade genômica de isolados clínicos 
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coletados na Argentina, Brasil, Bolívia, Paraguai, Peru e Venezuela e observaram a 

presença de espécies pouco frequente em determinadas regiões da América do Sul. 

Questionamentos quanto à biologia, estudos epidemiológicos, evolutivos e 

avaliação da diversidade genética de espécies do gênero Paracoccidioides spp., são 

respondidos com diferentes tipos de ferramentas que a biologia molecular 

disponibiliza, mas algumas destas metodologias possuem limitações que podem 

dificultar o entendimento da frequência genotípica em determinada região. 

 

1.3. Agentes etiológicos da Paracoccidioidomicose (PCM) e sua distribuição 

geográfica no Brasil 

 

Os agentes etiológicos que causam a PCM são fungos termodimórficos 

pertencentes à família Ajellomycetaceae, ordem Onygenales, da classe 

Eurotiomycetes, que possuem a capacidade de se desenvolver em duas formas 

morfológicas distintas, a fase micelial (forma infectante) e a forma leveduriforme 

(forma patogênica) (GONZALEZ & HERNANDEZ, 2016). Estudos filogenéticos 

realizados em agentes etiológicos da PCM identificaram espécies distintas do 

gênero Paracoccidioides spp (MATUTE et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2009).  

O clado brasiliensis é composto por cinco espécies filogenéticas sendo S1a e 

S1b pertencentes ao grupo parafilético distribuído no Brasil, Argentina, Paraguai, 

Peru e Venezuela; PS2 pertencente ao grupo monofilético distribuído no Brasil e 

Venezuela e; PS3 pertencente ao grupo monofilético encontrado 

predominantemente na Colômbia; PS4 grupo monofilético encontrado 

exclusivamente na Venezuela (MUÑOZ et al., 2016; TEIXEIRA et al., 2014a; 

CARRERO et al., 2008; MATUTE et al., 2006) (Figura 4).  
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Figura 4. Distribuição geográfica de espécies do gênero 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 

Muñoz 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 análises filogenéticas e diferenças nas 

características morfológicas (TEIXEIRA et al., 2009). Teixeira et al. (2009) 

observaram que os isolados similares a "Pb01" possuem divergências em análises 

de 13 loci polimórficos em comparação aos três subgrupos de P. brasiliensis S1, 
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PS2 e PS3 (MATUTE et al., 2006). A área endêmica de P. lutzii compreende os 

estados do Mato Grosso e Goiás, região Centro-Oeste do Brasil, e Amazônia (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 gênero 

Paracoccidioides spp.: P. brasiliensis sensu stricto (S1a e S1b), P. americana (PS2), 

P. restrepensis (PS3), P. venezuelensis (PS4), que apresentam divergências 

genotípicas e micromorfológicas entre si, mas que constituem o complexo P. 

brasiliensis. 

Estudos genotípicos indicam que a espécie causadora predominante da PCM 

no Brasil é P. brasiliensis sensu stricto (S1a e S1b). Sua ampla ocorrência 

geográfica compreende particularmente as regiões Sul e Sudeste do Brasil (Estados 

de Minas Gerais, São Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Paraná 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 etiológicos da PCM é P. americana (PS2), identificadas em 

isolados do leste do Brasil. Recentemente, este agente etiológico foi relatado em 

casos de PCM no Estado do Rio de Janeiro, que é considerada uma área endêmica 

da PCM no Brasil e é encontrado com menor incidência em relação a P. brasiliensis 

sensu stricto (S1) (DE MACEDO et al., 2019; DE MACEDO et al., 2016). Além do 

estado do Rio de Janeiro, há relatos da presença deste genótipo em estados da 

região Sul (Rio Grande do Sul e Paraná) (ROBERTO et al., 2016; LENHARD-VIDAL 

et al. 2013; THEODORO et al. 2012) e região Sudeste (Estado de São 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 à Colômbia 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 região Sudeste (São Paulo, 

Brasil), foi identificada anos depois como P. restrepiensis (PS3). Recentemente, em 

pacientes com PCM que residem na cidade de Botucatu, localizada na região centro 

– oeste do estado de São Paulo, foi identificada a presença de P. restrepiensis 

(PS3) (PEREIRA et al., 2021). Na região Centro – Oeste do Brasil, estado do Mato 

Grosso do Sul, Mattos et al. (2021) identificaram P. restrepiensis (PS3) em amostras 

fúngicas isoladas de quatro pacientes locais, mostrando que a ocorrência desta 

espécie não é mais exclusiva da Colômbia e do estado de São Paulo, SP.  

P. lutzii, espécie do gênero Paracoccidioides spp., ocorre principalmente na 

região Centro-Oeste do Brasil nos estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e 

Goiás. Estas áreas são consideradas com maior incidência de PCM causada por P. 

lutzii, mas a distribuição territorial deste agente etiológico ainda não é 

completamente conhecida (GEGEMBAUER et al., 2014). Há evidências da presença 

de P. lutzii em regiões Sul e Sudeste do Brasil, o qual foi isolado de um paciente que 

teve somente migração regional (TAKAIAMA et al., 2010). Arantes et al. (2016) 

observaram a presença de P. lutzii em amostras ambientais coletadas em áreas da 

região Sudeste (estado de São Paulo e Minas Gerais), mostrando a incidência desta 
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espécie em uma área distante de sua região endêmica de maior prevalência (região 

Centro – Oeste) (HAHN et al. 2019). 

A determinação da distribuição geográfica das espécies do gênero 

Paracoccidioides spp. requer estudos com dados epidemiológicos e clínicos, pois 

fatores importantes como a migração regional e o longo período de latência da PCM 

podem dificultar o reconhecimento do local exato da infecção e a ocorrência de cada 

genótipo nas regiões endêmicas de PCM (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017; 

ARANTES et al., 2016).  

 

1.4. Aspectos sorológicos e diferenças antigênicas de espécies do complexo 

P. brasiliensis e P. lutzii  

 

Paracoccidioides spp. e outros fungos podem produzir proteínas como, por 

exemplo, as glicoproteínas e glicoesfingolipídeos, que induzem a uma resposta do 

sistema imunológico do hospedeiro que pode ser expressa durante a infecção (DA 

SILVA et al., 2016). Estas moléculas são consideradas possíveis antígenos que os 

anticorpos de pacientes com PCM podem reconhecer (DA SILVA et al., 2016; 

CASSOTO, 1990). De acordo com relatos na literatura, alguns antígenos de 

Paracoccidioides spp. foram caracterizados e identificados a partir de moléculas 

extraídas da parede celular (antígenos somáticos), antígenos citoplasmáticos 

(intracelulares) e filtrado de cultura antígenos (exocelulares ou exoantígenos) ou cell 

free antigens (CFA - exoantígenos) (DA SILVA et al., 2016; CAMARGO et al., 2003; 

FAVA-NETTO, 1984; SAN-BLAS & SAN-BLAS, 1989; DE CAMARGO et al., 1988; 

YARZÁBAL, 1982).   

Os laboratórios de rotina hospitalar que executam técnicas sorológicas para o 

diagnóstico de PCM possuem grandes dificuldades em produzir os antígenos 
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fúngicos devido à complexidade das etapas dos métodos para obter estas moléculas 

(DE CAMARGO, 2008). Ainda não há uma produção de antígenos que possam ser 

considerados padrão ouro para execução dos testes sorológicos (VIDAL et al., 

2014). O método de produção de antígenos de Paracoccidioides spp. e de P. lutzii 

utilizado com mais frequência em laboratórios de pesquisa é o que envolve a 

liberação de proteínas extracelulares (exoantígenos), como CFA e o filtrado de 

cultura de células leveduriformes de Paracoccidioides spp. (GEGEMBAUER et al., 

2014; DE CAMARGO, 2008). Como alternativa à produção de exoantígenos de 

Paracoccidioides spp., células miceliais vem sendo utilizadas para obter estas 

moléculas. O primeiro relato da obtenção de exoantígenos por meio de células 

miceliais de Paracoccidioides spp. foi descrito por Silva – Vergara et al. (2000), onde 

fragmentos de micélios de isolados clínicos foram inoculados em um meio de cultura 

liquido sintético e crescidos em temperatura ambiente. Observou-se reação 

antigênica dos exoantígenos miceliais frente a soros coletados de camundongos 

(SILVA – VERGARA et al., 2000). Bellíssimo – Rodrigues et al. (2010) avaliaram 

soros de pacientes diagnosticados com PCM e co – infecção por HIV utilizando 

exoantígenos miceliais por meio da técnica de imunodifusão dupla (IDD). Estes 

estudos mostram a existência de alternativa para a produção de antígenos de PCM 

utilizando a fase micelial (infectante) de Paracoccidioides spp.  

Estudos comparativos de exoantígenos obtidos de células leveduriformes das 

espécies do complexo P. brasiliensis e P. lutzii, utilizando as técnicas de CFA e o 

filtrado de cultura, foram avaliados ao longo do tempo. Lacaz et al., (1999) 

compararam exoantígenos obtidos do isolado ambiental Ibiá (P. brasiliensis sensu 

stricto (S1b)) e o clínico BAT (P. restrepiensis (PS3)) encontrando diferenças quanto 

à fração proteica extracelular produzida por estas espécies do gênero 
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Paracoccidioides spp. Em um estudo utilizando exoantígenos 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 região Sudeste (estado de São Paulo) e Centro – Oeste (estado do 

Mato Grosso) do Brasil. Exoantígeno da espécie P. restrepiensis (PS3) obteve maior 

eficácia contra os soros testados e também apresentou um perfil proteico que 

destacou a alta expressão de GP43 em relação a P. lutzii e outras espécies do 

complexo P. brasiliensis (MACHADO et al., 2013). 

Exoantígenos obtidos de espécies do complexo P. brasiliensis e P. lutzii foram 

avaliados para observar diferenças de perfil proteico extracelulares e na 

antigenicidade. Gegembauer et al. (2014) avaliaram exoantígenos obtidos de 

isolados clínicos de P. lutzii e comparando a reatividade sorológica com espécie do 

complexo P. brasiliensis (P. brasiliensis sensu stricto (S1b) e P. restrepiensis (PS3)): 

exoantígenos P. lutzii obtiveram porcentagem maior de soro reatividade frente a 

soros de pacientes cujo o isolado fúngico foi identificado como P. lutzii, em 

comparação a exoantígenos produzidos de cepas de espécies do complexo P. 

brasiliensis (GEGEMBAUER et al., 2014). Este resultado sorológico foi observado 

em estudos que avaliaram soros de pacientes coletados de vários centros médicos 

localizados na região Centro – Oeste do Brasil (estados do Mato Grosso e Mato 

Grosso do Sul) e Sudeste (estado de São Paulo), respectivamente, corroborando 

com os dados literários que sugerem que exoantígenos proveniente da espécie P. 

lutzii possui frações proteicas e reação antigênica 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 comparação da reatividade de exoantígenos 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 detecção de anticorpos de acordo com a espécie e cepa produtora 

de antígeno e com a região geográfica de procedência do soro e de residência do 

paciente com PCM. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

O intuito deste projeto foi realizar uma avaliação genotípica e da 

antigenicidade de isolados de Paracoccidioides spp. de pacientes da região e cidade 

de Ribeirão Preto, localizada no Nordeste do Estado de São Paulo, que foram 

tratados no Hospital das Clínicas de Ribeirão Preto – Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, HCFMRP/USP. A macrorregião de 

Ribeirão Preto é uma área hiperendêmica 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 identificação genotípica das espécies do complexo P. brasiliensis e de P. 

lutzii na região e cidade de Ribeirão Preto, SP, Brasil, busca preencher lacuna no 

conhecimento de distribuição geográfica dessas espécies e também permitirá 

estabelecer sua relação com as formas clínicas de PCM e comparar a respectiva 

antigenicidade frente ao soros dos doentes. 

 Exoantígenos 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 diferenças fenotípicas entre tais 

espécies. 

 A identificação de espécies do complexo P. brasiliensis e P. lutzii no Sudeste 

do Brasil, juntamente com dados epidemiológicos dos pacientes contribuirá para 

entender a propagação destes agentes etiológicos da PCM no território brasileiro.  
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo geral 

  

Caracterizar genotipicamente espécies e variantes de Paracoccidioides spp. 

isoladas de pacientes da região e cidade de Ribeirão Preto, SP, Brasil, relacionando 

os resultados com aspectos epidemiológicos e clínicos da PCM, assim como avaliar 

a reação de soros destes pacientes frente a exoantígenos produzidos pela fase 

micelial de espécies do complexo P. brasiliensis e de P. lutzii identificados por 

métodos moleculares. 

 

3.2 - Objetivos específicos 

 

1. Genotipagem de isolados clínicos e ambientais de Paracoccidioides spp por meio 

de técnicas de biologia molecular, incluindo: o sequenciamento do gene gp43 exon 2 

loci e região ITS1-5.8S-ITS2 rDNA e a realização da técnica Polymerase Chain 

Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism do gene tub1 (tub1 - PCR – 

RFLP); 

 

2. Análise filogenética, para a avaliação evolutiva, dos isolados clínicos e ambientais 

de Paracoccidioides spp. a partir dos nucleotídeos reconhecidos pelo 

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

 

3. Relacionar os dados genotípicos obtidos pela caracterização molecular dos 

isolados clínicos de Paracoccidioides spp. com os dados epidemiológicos e clínicos 

dos pacientes de PCM;  
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4. Preparação de exoantígenos miceliais de cepas de referência e clínicas que 

representam espécies do complexo P. brasiliensis e P. lutzii e avaliar frações e 

concentrações de proteínas nessas amostras;  

 

5. Avaliar a reação dos exoantígenos miceliais de espécies do gênero 

Paracoccidioides spp. frente a soros de pacientes com PCM cujo isolado fúngico foi 

identificado; 

 

6. Comparar a reatividade dos exoantígenos pelos métodos de imunodifusão dupla 

(IDD) e contraimunoeletroforese (CIE). 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS  

4.1. Isolados clínicos e ambientais de espécies do gênero Paracoccidioides 

spp. e suas condições de cultivo 

 

Para os estudos genotípicos e sorológicos utilizados neste estudo foram 

avaliados isolados fúngicos do gênero Paracoccidioides spp. oriundos de amostras 

clínicas de pacientes atendidos no Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina 

de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo (HCFMRP/USP) no período de 1975 

a 2019, no total de quarenta e quatro (44); dois (2) isolados clínicos da região de Foz 

do Iguaçu – Estado do Paraná – PR; e quatro (4) cepas ambientais coletados na 

cidade de Ibiá – Minas Gerais - MG (SILVA – VERGARA et al., 1998; SILVA – 

VERGARA et al., 2000) (Anexo 1 – Tabela Suplementar 1).  

Previamente os isolados clínicos e ambientais foram classificados como 

pertencentes ao gênero Paracoccidioides spp. por meio de testes clássicos de 

identificação fúngica, incluindo caracterizações macroscópica, microscópica e 

termodimorfismo, realizados no Laboratório de Micologia do HCFMRP/USP. Os 

isolados de referência utilizados para a identificação molecular e testes sorológicos 

foram as cepas Pb18 (coleção do Laboratório de Investigação em Micologia Médica 

da Faculdade de Medicina de Ribeirão 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 Ágar Sabouraud Dextrose (Oxoid® LTD – Thermo Fisher Scientifc®, 

Basingstoke, Hampshire, England) acrescido 0,15 g/l de succinato sódico de 

cloranfenicol (Blau Farmacêutica, Florianópolis, Brasil) e incubadas a 25°C.  
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4.2. Caracterização molecular dos isolados clínicos e ambientais de espécies e 

variantes pertencentes ao gênero Paracoccidioides spp. 

4.2.1. Obtenção de DNA genômico dos isolados clínicos e ambientais de 

Paracoccidioides spp. 

  

Para obter o DNA genômico (gDNA) dos isolados clínicos 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 ºC, em um 

agitador orbital a 130 rpm (Infors HT – Ecotron®, Bottmingen, Suíça). Após o período 

de crescimento fúngico, os micélios desenvolvidos foram coletados utilizando filtro 

Falcon® Cell Strainer 40µm Nylon (Corning®, Tewksbury, MA, Estados Unidos) e 

submetidos a extração de gDNA conforme o método I (pérola de vidro tratada/fenol-

clorofórmio/álcool isoamilíco), com mínimas modificações, descrito por van Burik et 

al. (1998).  

 Aproximadamente 150 mg de micélio dos isolados clínicos e ambientais 

avaliados neste estudo foram coletados e congelados em nitrogênio líquido. Após o 

congelamento, a massa micelial a ter extraído o gDNA foi adicionada em um tubo de 

microcentrífuga de 1,5 mL estéril (Corning®, Tewksbury, MA, Estados Unidos) 

juntamente com 500 µL pérola de vidro de vidro estéril (Sigma Aldrich®, Inc. - St. 

Louis, MO, Estados Unidos) tratadas com ácido nítrico (Merck®, Darmstadt, 

Alemanha) e 400 µL de tampão de extração em um tubo de microcentrífuga de 1,5 

mL estéril. Após 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 4ºC) por dois minutos (2 min.). Este procedimento foi repetido 
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por 5 vezes. Ao término desta etapa a suspensão (célula e tampão de extração) foi 

transferida para um novo tudo de microcentrífuga de 1,5 mL estéril (Corning®, 

Tewksbury, MA, Estados Unidos) e adicionado 500 µL de tampão de extração e 

incubada a 65 ºC por 1 hora. Após o período de incubação, foi adicionado 0,5 

volume de fenol / clorofórmio / álcool isoamilíco (24:24:1) previamente resfriado a 

temperatura de 4ºC, ambos da fabricante (Sigma Aldrich®, Inc. - St. Louis, MO, 

Estados Unidos) e centrifugada a 12000 rpm a 4ºC por 5 minutos (Eppendorf®, 

Hamburgo, Alemanha). O sobrenadante foi retirado e transferido para um novo tubo 

de microcentrífuga de 1,5 mL estéril (Corning®, Tewksbury, MA, Estados Unidos) e 

em seguida adicionado 0,5 volumes de clorofórmio / álcool isoamilíco (24:1) à 

temperatura de 4ºC 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 microcentrífuga 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 Sódio 10M (Sigma Aldrich®, Inc. - 

St. Louis, MO, Estados Unidos), ambos previamente resfriados à temperatura de 

4ºC. Após, as amostras foram incubadas a uma temperatura de -80ºC por 24 horas 

e em seguida centrifugadas a 12000 rpm por 20 minutos à temperatura de 4ºC 

(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 centrifugação a 12000 rpm por 10 minutos a 4ºC 

(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). O etanol 70% foi completamente retirado da 

amostra por evaporação em temperatura ambiente e o precipitado (“pellet”) 

ressuspendido em 50 µL de água ultra pura esterilizada (Millipore®, Burlington, MA, 

EUA). 
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Após a extração, o DNA genômico foi submetido a um tratamento com RNase 

A® (Thermo Fisher Scientifc Inc®, Waltham, MA, Estados Unidos) na concentração 

de 300 ng/µL, à 37ºC por uma hora.  A concentração do DNA genômico foi 

determinada através da utilização do NanoDrop 2000® (Thermo Fisher Scientifc Inc®, 

Waltham, MA, Estados Unidos) e sua integridade verificada em gel de agarose 1% 

diluído em tampão 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. Confirmação do gênero Paracoccidioides spp. nos isolados clínicos e 

ambientais  

 

Cinquenta (50) gDNA dos isolados clínicos, ambientais e mais as cepas de 

referência 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 antígeno 43-kDa glicoproteína imunodominante (GP43) e foi amplificado 

com o intuito de identificar e averiguar se os isolados realmente pertenciam ao 

gênero Paracoccidioides spp. Esta etapa foi realizada de acordo com a metodologia 

descrita por Cisalpino e colaboradores (1996). A reação 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 instrução do fabricante. O volume final da reação de PCR foi de 25 μL, 

contendo 500 ng/µL 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% diluído em tampão 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 visualização e fotografia no fotodocumentador ChemiDoc™ XRS+ e o 

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

 

4.2.3. Caracterização molecular dos isolados clínicos e ambientais do gênero 

Paracoccidioides spp. utilizando a técnica de Polymerase Chain Reaction - 

Restriction Fragment Length Polymorphism do gene tub1 (tub1 - PCR – RFLP)  

 

A caracterização molecular dos isolados clinicos e ambientais avaliados neste 

estudo foi determinada com a utilização da técnica Polymerase Chain Reaction - 

Restriction Fragment Length Polymorphism do gene tub1 (tub1 - PCR – RFLP) 

descrita por Roberto et al. (2016), com mínimas modificações. As reações de tub1 - 

PCR-RFLP foram realizadas com o termociclador vapo.protect® (Eppendorf®, 

Hamburgo, Alemanha) e a enzima Taq polimerse - GoTaq® Green Master Mix 

(Promega®, Madison, WI, Estados Unidos), conforme instrução do fabricante. O 

volume final da reação de PCR foi de 25 μL, contendo 500 ng/μL de DNA genômico 

e utilizando primers na concentração de 10 mM e temperatura de anelamento que 

estão descritos na Tabela 1. Os produtos da PCR tub1, tamanho aproximado de 263 

pares de bases (pb), foram submetidos a dupla digestão com as endonucleases BclI 

e MspI (Thermo Fisher Scientifc Inc®, Waltham, MA, Estados Unidos) na 

concentração de 10 U/µL cada a 37°C por 16 horas, conforme instrução do 

fabricante. Os fragmentos gerados após a dupla digestão enzimática, foram 

comparados conforme descrito por Roberto et al. (2016) e visualizados em gel de 

agarose 3% diluído em tampão TBE 1x a 70V por 140 minutos na presença 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 visualização e fotografia no fotodocumentador ChemiDoc™ 

XRS+ e o software Image Lab™ (Bio – Rad®, Hercules, CA, Estados Unidos).   

Cepas não identificadas pela técnica de tub1 -  PCR – RFLP foram 

submetidas ao sequenciamento da região ITS1-5.8S-ITS2 rDNA para a 

caracterização genotípica 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 clínicos e ambientais do gênero Paracoccidioides spp.  

 

Para o sequenciamento de gp43 exon 2 loci para diferenciar espécies e 

variantes do gênero Paracoccidioides spp. e da região ITS1-5.8S-ITS2 rDNA de 

isolados cujo genótipo não foi identificado pelo método tub1 – PCR - RFLP, o gDNA 

de cada amostra clínica e ambiental foi submetido a uma PCR convencional 

utilizando o termociclador vapo.protect® (Eppendorf®, Hamburgo, Alemanha) e a 

enzima Taq polimerse - GoTaq® Green Master Mix (Promega®, Madison, WI, 

Estados Unidos), conforme instrução do fabricante. O volume final da reação de 

PCR foi de 25 μL, contendo 500 ng/μL de gDNA e utilizados primers na 

concentração de 10 mM e temperatura de anelamento de acordo com a descrição 

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% diluído em tampão TBE 1x a 70V 

por 60 minutos na presença 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 visualização no fotodocumentador 

ChemiDoc™ XRS+ e o software Image Lab™ (Bio – Rad®, Hercules, CA, Estados 
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Unidos). Não ocorrendo amplificações inespecíficas, os amplicons foram purificados 

utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-UP System (Promega, Madison, WI, 

Estados Unidos), conforme instrução do fabricante, para retirada de impurezas que 

possam interferir no processo de sequenciamento genômico. 

 As sequências de nucleotídeos de cada isolado clínico e ambiental de 

Paracoccidioides  spp. foram determinadas utilizando a plataforma do Centro de 

Pesquisa do Genoma Humano e Célula Tronco do Instituto de Biociências da 

Universidade de São 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 instrução do fabricante. Os 

cromatogramas da região 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, Austrália) gerando arquivo .fasta. Cada arquivo representando 

as sequências de DNA de cada amostra de Paracoccidioides spp. foi comparado 

com a base de dados de nucleotídeos utilizando a ferramenta BLASTn - Basic Local 

Alignment Search Tool: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (ALTSCHUL et al., 

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

 

4.2.4.1. Análises filogenéticas da região ITS1-5.8S-ITS2 rDNA e do gene gp43 

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

  

A análise filogenética dos isolados clínicos e ambientais de Paracoccidioides 

spp. foi realizada utilizando o método de máxima verossimilhança (ML), onde o 

modelo evolutivo Tamura – Nei foi aplicado nas sequências ITS1-5.8S-ITS2 rDNA e 

o modelo Kimura 2 – parameter nas sequências de gp43 exon 2 loci, ambos com 
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bootstrap de 1000 replicações conforme metodologia descrita por Hrycyk et al. 

(2018) e utilizando o software MEGA 6.0 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) 

(TAMURA et al., 2013). Na análise filogenética da região ITS1-5.8S-ITS2 rDNA foi 

incluída a sequência de Histoplasma capsulatum AMC_HC002 sob o número de 

acesso no GenBank KT275850.1 como grupo externo e para a análise do gene gp43 

exon 2 loci, foi inserida a sequência de nucleotídeo de B1 – T1F1 como referência 

da variedade S1a de P. brasiliensis sensu stricto, sob o número de acesso no 

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

 

4.3. Análise dos dados epidemiológicos dos pacientes com isolamento fúngico 

de Paracoccidioides spp.   

 

Os prontuários médicos dos pacientes foram analisados para obter 

informações quanto à forma clínica da PCM e a procedência geográfica de cada 

indivíduo cujo Paracoccidioides spp. foi estudado genotipicamente. Os dados 

epidemiológicos, residência e a manifestação clínica do paciente, foram 

relacionados com os dados genotípicos dos isolados clínicos de Paracoccidioides 

spp. obtidos no estudo. 
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Tabela 1. Primers específicos, tamanho dos produtos de PCR, temperaturas de anelamento e referências dos métodos utilizados 

para a caracterização molecular dos isolados clínicos e ambientais de Paracoccidioides spp.. 

Genes Primer Sequência (5'->3') 

Temperatura 

Anelamento 

(ºC) 

Amplicon 

(pb) 
Referências 

 

gp43 Exon 2 loci parcial 

gp43 - E2F CCA GGA GGC GTG CAG GTG TCC C  

60 

 

 

533 

 

Cisalpino et al., 1996 

Roberto et al., 2016 
 

gp43 - E2R 

 

GCC CCC TCC GTC TTC CAT GTC C 

 

tub1 

tub1F CTG GGA GGT ATG ATA ACA CTG C 

 

 

60 

 

 

263 

 

Kasuga et al., 2002 

Roberto et al., 2016 tub1R CGT CGG GCT ATT CAG ATT TAA G 

gp43 Exon 2 loci 

 

Pb_gp43-E2F 

 

CTA GAA TAT CTC ACT CCC AG 

 

 

58 

 

 

722 

 

 

 

Matute et al., 2006 

Hrycyk et al., 2018 Pb_gp43-E2R GCC CCC TCC GTC TTC CAT GTC C 

 

ITS1-5.8S-ITS2 rDNA 

ITS 1 TCC GTA GGT GAA CCT GCG G  

65 

 

633 

 

White et al., 1990 

Hrycyk et al., 2018 ITS 4 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 

Autoria: Fonte Própria. 
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4.4. Avaliação da antigenicidade de isolados de Paracoccidioides spp. 

4.4.1. Produção de exoantigenos da fase micelial de cepas de referência e 

clínicas de Paracoccidioides spp. 

 

 Para maior compreensão da atividade antigênica de diferentes antígenos 

produzidos por espécies do complexo P. brasiliensis e P. lutzii, as cepas Pb18, 

HCRP180 e HCRP171, representantes da espécie P. brasiliensis sensu stricto (S1b 

e S1a); Pbdog – EPM 194 e HCRP199, representantes da espécie P. americana 

(PS2); T2 - EPM 54, representante da espécie P. restrepiensis (PS3) e Pb01 e 

HCRP191 representantes da espécie P. lutzii foram cultivadas para produzir 

exoantígenos na fase micelial do fungo.  

Cada cepa representante das espécies e variantes do gênero 

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 período de 

7 dias de crescimento. Após este período, os inóculos foram preparados a partir da 

coleta das células leveduriformes e adicionada uma solução de 2 mL de salina 0,9%, 

em um tubo cônico estéril de 15 mL (Corning®, Tewksbury, MA, Estados Unidos). As 

suspensões contendo as leveduras de cada espécies de Paracoccidioides spp. 

foram submetidas a um processo de liberação das microcolônias de fungos por 

passagens repetidas em uma seringa de 10 mL de vidro estéril e agulha hipodérmica 

de calibre 21G 11/2 (BD PrecisionGlide®, Curitiba, PR, Brasil). Após esta etapa, as 

células foram transferidas para um tubo cônico estéril de 50 mL (Corning®, 

Tewksbury, MA, Estados Unidos) onde, o filtro Falcon® Cell Strainer 40µm Nylon 

(Corning®, Tewksbury, MA, Estados Unidos) foi acoplado com objetivo de reter 

impurezas na suspensão celular. As células leveduriformes foram contadas em uma 

câmera de Neubauer e o inóculo ajustado para 2x106 por mL. A viabilidade celular 
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das cepas de referência e clínicas de Paracoccidioides spp. foi verificada com a 

adição de uma solução 0,4% de azul de Trypan (Thermo Fisher Scientifc Inc®, 

Waltham, MA, Estados Unidos) e observada em microscópio juntamente com a 

etapa da contagem das células, conforme descrito por Camargo et al. (2003). 

 A produção de exoantígenos foi realizada de duas maneiras: (i) volume de 

250 µL na concentração de 5x105 células de cada isolado de referência e clínico do 

complexo P. brasiliensis e da espécie P. lutzii, foi inoculado em cada um de quatro 

(4) tubos cônicos 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 25ºC 

em um agitador orbital (Infors HT – Ecotron®, Bottmingen, Suíça) a 130 rpm; (ii) 1 

mL na concentração de 2x106 células de cada cepa de referência e clínica 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 estático (sem agitação). Antes do 

processo de coleta do exoantígenos, foi observado em ambos os métodos se houve 

uma possível contaminação, se confirmado o frasco contendo o inóculo era excluído 

do experimento.   

Após o período de crescimento, para ambos os métodos de produção de 

exoantígenos o meio de cultura e o micélio formado durante o desenvolvimento 

fúngico foram submetidos a um processo de filtragem utilizando o Falcon® Cell 

Strainer 40µm Nylon (Corning®, Tewksbury, MA, Estados Unidos) para a separação 

de ambos. O meio de cultura coletado foi submetido a diálise utilizando Dialysis 

sacks de 35 mm para retenção de proteínas 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 osmótica com solução de PBS 1x estéril à 4ºC, sendo e realizadas quatro (4) 

trocas do tampão no período de 24 horas. Após a diálise, o volume (mL) do líquido 

no interior dos sacos de diálise foi concentrado para 10% do seu volume, processo 

este realizado na temperatura de 4ºC em tempo de até 96 horas. O volume final 

(aproximadamente 10 mL) dos exoantígenos miceliais foi coletado dos sacos de 

diálise e armazenado em frascos âmbar estéreis e congelados a – 20ºC. 

O exoantígeno micelial de HCRPBAT utilizado neste estudo, foi obtido pelo 

método de crescimento estacionário e incubando fragmentos de micélio em meio de 

cultura liquido sintético e modificado McVeigh e Morton (McM) à temperatura 

ambiente por 60 dias. Este exoantígeno foi produzido no ano de 1989 e armazenado 

a -20ºC.    

 

4.4.2. Critério de seleção de exoantígenos miceliais de Paracoccidioides spp. 

para utilização nos testes de antigenicidade 

 

 Os exoantígenos miceliais, produzidos a partir das cepas de referência e 

clínicas de cada espécie representantes do complexo P. brasiliensis e de P. lutzii, 

foram previamente testados quanto a sua reatividade antigênica frente a soros 

controle positivos de PCM utilizando a técnica de imunodifusão dupla (IDD). Os 

exoantígenos de cada espécie e cepa com maior reatividade frente ao pool de soros 

foram selecionados para a realização dos testes sorológicos utilizando as técnicas 

de IDD e CIE. 

 Estes exoantígenos selecionados também foram submetidos a uma avaliação 

de perfil proteico pelo método de eletroforese SDS – PAGE e também tiveram 

determinada a concentração proteica pelo método de Bradford, métodos descritos 

por Camargo et al. (2003). 
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4.4.3. Precipitação de proteínas a partir das frações miceliais produzidos pelas 

cepas de referência e clínica das espécies do complexo P. brasiliensis e de P. 

lutzii 

As proteínas foram precipitadas a partir das soluções de exoantígenos 

miceliais produzidos pelas cepas de referência e clínica das espécies do complexo 

P. brasiliensis e de P. lutzii, conforme descrito por Cocio et al. (2016), com 

modificações: 5 mL da solução contendo as proteínas extracelulares (exoantigenos) 

de cada cepa de referência e clínica foram filtrados em Falcon® Cell Strainer 40µm 

Nylon (Corning®, Tewksbury, MA, Estados Unidos) e em seguida adicionado 6X o 

volume de acetona (LS Chemicals®, Ribeirão Preto, SP, Brasil), previamente 

refrigerada a -20 ºC por 24 horas. Após, a solução de acetona com exoantígenos foi 

centrifugada a 4000 rpm a 4ºC durante 60 minutos (Eppendorf®, Hamburgo, 

Alemanha). As proteínas extracelulares sedimentadas foram ressuspendidas em 100 

μL em água ultra pura estéril (Millipore®, Burlington, MA, EUA) para determinação da 

concentração de proteína pelo método de Bradford e avaliar perfil e integridade 

proteica em gel de eletroforese SDS-PAGE. 

 

4.4.4. Determinação da concentração de proteínas precipitadas a partir das 

frações miceliais produzidos das cepas de referência e clínica  

 

A concentração de proteínas precipitadas a partir das soluções contendo 

produtos liberados em caldo de cultura pelas cepas de referência e clínica de cada 

espécie do gênero 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 concentração 1:5 sendo, 1mL 

do reagente e 4 mL de água ultra pura estéril (Millipore®, Burlington, MA, EUA). A 
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curva padrão foi determinada utilizando Soro Albumina Bovina (Sigma Aldrich®, Inc. - 

St. Louis, MO, Estados Unidos) usando as concentrações 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 µL do reagente de Bradford e 20 µL das soluções de 

curva padrão (Albumina), 20 µL das amostras e 20 µL água ultra pura estéril 

(Branco) em uma placa para cultivo de células de 96 poços fundo chato (Kasvi®, 

Pinhais, PR, Brasil) em um volume final de 200 µL, em duplicata. A absorbância de 

cada amostra contendo exoantígenos foi obtida utilizando um leitor de microplacas 

de absorbância iMARK™ (Bio – Rad®, Hercules, CA, Estados Unidos) no 

comprimento de onda de 595 nm, leitura realizada em duplicata. A concentração 

proteica de cada cepa avaliada neste estudo foi determinada através de um cálculo 

correlacionando valores de absorbância da curva padrão (r2) com as das 

suspensões antigênicas, em duplicata, e calculada uma média dos valores das 

massas em µg/mL.  

 

4.4.5. Verificação de perfil proteico de exoantígenos miceliais de espécies do 

gênero Paracoccidioides spp. 

 

 Para verificar e avaliar o perfil proteico de cada amostra contendo 

exoantígenos de espécies do gênero Paracoccidioides spp., foi aplicado 50 µg de 

proteína da amostra em gel 10% SDS (policrilamida - dodecil - sulfato de sódio), 

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 tampão onde foi adicionado 
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β – mercaptoetanol para o fracionamento em SDS-PAGE. A corrida eletroforética foi 

realizada com uma corrente elétrica de 100 V por 80 minutos, utilizando-se tampão 

de corrida (Tris – HCL 25 mM, Glicina 19 mM, SDS 0,1% (p/v)), todos produtos 

Sigma Aldrich®. 

 Após a eletroforese, o gel SDS foi submetido a coloração por Nitrato de Prata 

(AgNO3). O gel foi colocado em solução A (50% de Metanol, 10% de Ácido Acético e 

40% de água ultra pura (v/v)) e incubado por uma (1) hora submetido a uma 

agitação orbital de aproximadamente 50 rpm (Fanem®, Guarulhos, SP, Brasil). Após 

a incubação do gel, descartou-se a Solução A e adicionou-se a Solução B (95% de 

água ultra e 5% de metanol (v/v)) por 15 minutos em agitação orbital a 50 rpm. 

Descartou-se a Solução B e lavou-se 5 vezes por 5 minutos cada com água ultra 

pura em agitação orbital a 50 rpm. Após as lavagens, foi adicionada a Solução C 

(0,1g de Na2S2O3 em 500 mL de água ultra pura (p/v)) por 2 minutos e reservando-

se 10 mL para ser adicionado na Solução E. Realizou-se então lavagens com água 

ultra pura por 3 vezes por 30 segundos cada. Foi adicionada a Solução D (0,8g de 

AgNO3 solubilizado em 400 mL de água ultra pura (p/v)) e incubando-se por 10 

minutos em agitação orbital de aproximadamente 50 rpm. Lavou-se com água ultra 

pura por 3 vezes por 30 segundos cada. Foi adicionada a Solução E (10 mL da 

Solução C, 30g de CaCO3, 500 µL de formaldeído 37% e completado para um (1) 

litro de água ultra pura (p/v)). Incubou-se com 150 mL da Solução E por 30 

segundos ou até se observar que o líquido ficou com a coloração “marrom”. 

Descartou-se o líquido e adicionou-se mais Solução E, observando a reação por 

aproximadamente de 60 a 120 segundos, controlando o tempo para não aumentar o 

“background” do gel. Bloqueou-se a reação química da Solução E adicionando 
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Solução F (7g de EDTA em 500 mL de água ultra pura) e incubou-se por 10 minutos. 

Após, foi realizada uma única lavagem com água ultra pura.  

 Depois do processo de coloração com AgNO3, foi fotodocumentado o gel e 

selando com plástico para mantê-lo em boas condições. 

 

4.4.6. Verificação de antigenicidade das frações miceliais de espécies do 

gênero Paracoccidioides spp. frente a soros de pacientes com PCM 

4.4.6.1. Soros de pacientes com PCM utilizados nos testes sorológicos  

 

 Para a antigenicidade das frações miceliais de espécies diferentes do gênero 

Paracoccidioides spp., foram utilizados soros de 15 pacientes com PCM dos quais 

Paracoccidioides spp. isolado em cultura foi genotípado conforme descrito 

anteriormente. Estes soros foram coletados no período de 1985 a 2019 e tinham 

anticorpos contra pool de antígenos de leveduras de Paracoccidioides spp. rompidas 

com ultrassom, cujo título obtido no laboratório de sorologia do HC – FMRP/USP é 

mostrado no Anexo 2 – Tabela Suplementar 2. Soros de outros pacientes cujo 

isolado de Paracoccidioides spp. foi genotípado não estavam disponíveis para a 

avaliação dos antígenos do fungo. 

 

4.4.6.2. Avaliação das amostras contendo exoantígenos miceliais de espécies 

do gênero Paracoccidioides spp. utilizando a técnica de imunodifusão 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 II (Sigma Aldrich®, Inc. - St. Louis, MO, Estados 

Unidos) diluída em um tampão TBE 1x, pH 8,0. Após solidificado, o gel foi e 
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perfurado com molde metálico para formar um poço central e seis periféricos (Figura 

5A).  

O orifício central foi preenchido com 80 µL de soros dos pacientes e nos 

periféricos aplicados 80 µL das amostras com exoantígenos miceliais de cada 

espécie do gênero Paracoccidioides spp. Um dos poços periféricos foi preenchido 

com controle positivo, representado por pool de antígenos oriundos do rompimento 

das células leveduriformes por sonicação, contendo as cepas Pb18 - P. brasiliensis 

sensu stricto (S1b), Pb339 - P. brasiliensis sensu stricto (S1b), BAT - P. restrepiensis 

(PS3), BOAS - P. brasiliensis sensu stricto (S1b).  

Após a aplicação dos soros e exoantígenos, as placas foram incubadas por 

72 horas em uma câmara montada em uma placa de petri de diâmetro 150x15 mm 

com algodões umedecidos estéreis. Depois, as placas foram imergidas em solução 

de Citrato de Sódio 5% por 1 hora e em seguida a salina 0,9% por 24 horas. Após, o 

gel foi submetido à secagem em temperatura ambiente por 24 horas e em seguida 

corado com solução de Coomassie Brilliant Blue R - 250 (Sigma Aldrich®, Inc. - St. 

Louis, MO, Estados Unidos). A formação de uma ou mais linhas de precipitação 

entre o poço do soro e dos exoantígenos foi considerada reação positiva e indicativa 

de antigenicidade da respectiva amostra. 

 

4.4.6.3. Avaliação das amostras contendo exoantígenos miceliais de espécies 

do gênero Paracoccidioides spp. utilizando a técnica de 

contraimunoeletroforese (CIE) 

 

 A CIE foi realizada, conforme método descrito por Cocio et al. (2021) e 

Bellissimo – Rodrigues et al. (2010), com modificações, em placas de vidro de 8 x 10 

cm cobertas com gel de agarose tipo II (Sigma Aldrich®, Inc. - St. Louis, MO, Estados 
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Unidos) diluído em tampão TBE 1x, pH 8,0. Duas filas paralelas de poços perfurados 

no gel receberam, respectivamente, 5 µL do exoantígeno e 10 µL o soro do paciente 

a ser testado (Figura 5B).  

A fim de que ocorresse a reação antigênica, a placa foi colocada em cuba de 

eletroforese, e submetida a uma corrente elétrica por 60 minutos a 15 mA 

(miliampéreres), com o antígeno mais próximo do pólo negativo. Após, as placas 

foram imergidas em solução de Citrato de Sódio 5% por 1 hora e em seguida a 

salina 0,9% por 24 horas. Após, 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: Representação esquemática das placas dos testes sorológicos utilizados 

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

Exoantígenos. B. Técnica de contraímunoeletroforese (CIE). Autoria: Fonte Própria. 
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4.5. Estatística  

 

Foi usada estatística descritiva simples para os resultados de reatividade de 

exoantígenos e na comparação entre genótipos e formas clínicas de PCM. 

 

4.6. Ética  

 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital das 

Clínicas da Ribeirão Preto, da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – 

FMRP/USP Universidade de São Paulo (Protocolo HCRP nº 4456/2017) (Anexo 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. RESULTADOS 
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5. RESULTADOS 

5.1. Caracterização molecular dos isolados clínicos e ambientais de 

Paracoccidioides spp.  

5.1.1. Verificação molecular do gênero Paracoccidioides spp.  

 

O DNA genômico dos isolados clinicos, ambientais e cepas de referências 

avaliados neste estudo foram submetidos a PCR convencional para amplificar 

parcialmente o gene gp43 exon 2 loci, o qual confirmou que todas as amostras 

fúngicas pertencem ao gênero Paracoccidioides spp. (Figura 6). 

 

Figura 6: Amplificação parcial do gene gp43 exon 2 loci por PCR convencional das 

cepas de referência (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 clínicos (001 a 200, FOZ_1, FOZ_2, BAT, BOAS e TONI) e ambientais 

(IBIÁ, IBIÁT1, IBIÁT2 e IBIÁT3) de avaliados neste estudo para confirmação do 
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gênero 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 Própria. 

 

5.1.2. Identificação das espécies dos isolados clínicos e ambientais de 

Paracoccidioides spp. pela técnica PCR – RFLP do gene tub1 

 

Os isolados clínicos e ambientais, já confirmados como pertencentes ao 

gênero Paracoccidioides spp., foram submetidos à técnica de PCR – RFLP do gene 

tub1, sendo observada amplificação do produto da PCR no tamanho aproximado de 

263 pb (Figura 7). Dos 49 isolados submetidos a técnica RFLP, 43 isolados clínicos 

e 4 ambientais foram identificados como pertencentes a P. brasiliensis sensu stricto 

(S1), onde a enzima BclI reconheceu o sitio de restrição 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) sítios de restrições distintos 

gerando 3 (três) 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), não possuindo sitio de clivagem para as 

endonucleases BclI e MspI, portanto foi observado que o gene tub1 do isolado 

clínico analisado neste estudo manteve sua total integridade (263 pb) (Figura 8 e 

Tabela 2). 

Somente para o isolado HCRP191 não ocorreu à amplificação do gene tub1, 

assim excluído da técnica PCR – RFLP e submetido ao sequenciamento da região 

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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Figura 7: Amplificação do gene tub1 para realização da técnica PCR-RFLP nas 

cepas de referência (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 clínicos (001 a 200, FOZ_1, FOZ_2, BAT, BOAS e TONI) e ambientais 

(IBIÁ, IBIÁT1, IBIÁT2 e IBIÁT3) de Paracoccidioides spp. avaliados neste estudo. 

Todos os isolados tiveram o gene tub1 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 Própria; Publicado na revista Journal of Fungi 

em 07/08/2020 - Cocio et al., 2020. 
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Figura 8: Padrões de fragmentos obtidos após a digestão com as endonucleases 

BclI e MspI, mostrando similaridade dos isolados clínicos e ambientais com as cepas 

de referência. (A) Gel de Agarose 3% com as cepas de referências Pb18: 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 

clínicos (001 a 200, FOZ_1, FOZ_2, BAT, BOAS e TONI) e ambientais (IBIÁ, IBIÁT1, 
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IBIÁT2 e IBIÁT3) de Paracoccidioides spp. caracterizados neste estudo. A maioria 

dos isolados mostrou padrão de digestão enzimática compatível com P. brasiliensis 

sensu stricto (S1), mas os isolados HCRP199 e HCRPBAT tiveram padrão 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 Própria; Publicado na revista Journal of Fungi em 

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

 

5.1.3. Sequenciamento da região ITS1-5.8S-ITS2 rDNA para identificação de 

espécies do complexo P. brasiliensis e de P. lutzii 

 

 Devido a não identificação molecular do isolado HCRP191 pela técnica PCR – 

RFLP do gene tub1, foi necessário realizar o sequenciamento da região ITS1-5.8S-

ITS2 rDNA para classificá-lo em espécie do complexo P. brasiliensis e ou como P. 

lutzii.  

A cepa HCRP191 apresentou 99,50% de similaridade com a sequência de 

nucleotídeos ITS de Pb01 (P. lutzii) (EU870297.1), assim o identificando como 

pertencente a esta espécie. Foi observado na análise filogenética de máxima 

verossimilhança (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 HC002 (Tabela 2 e Figura 9). 

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

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ sob o número de acesso MK886790.  
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Figura 9: Análise filogenética da região ITS1-5.8S-ITS2 rDNA do isolado HCRP191 

em comparação com as cepas de referência (*); estas também foram sequenciadas 

para este estudo e tinham 100% de identidade com as sequências depositadas no 

GenBank sob o número de acesso: [Pb18 — B17 (P. brasiliensis sensu stricto 

(S1b)), EPM194 — Pbdog— (P. americana (PS2)) e EPM54 — T2 (P. restrepiensis 

(PS3)) - KT155977.1 para três cepas de referência; Pb01 — EU870297.1 (P. lutzii)] 

e H. capsulatum AMC_HC002 são um grupo externo. A história evolutiva foi medida 

pelo método de máxima verossimilhança (ML) baseado no modelo de Tamura-Nei. A 

alta similaridade com Pb01 identifica HCRP 191 como P. lutzii. Autoria: Fonte 

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

 

5.1.4. Análise filogenética utilizando o sequenciamento do gene gp43 exon 2 

loci para identificação de espécies e variedades do complexo P. brasiliensis e 

P. lutzii 

 

Pela análise de nucleotídeos de gp43 exon 2 loci obtidas no sequenciamento, 

47 cepas foram identificadas como P. brasiliensis sensu stricto (S1), sendo 5 

isolados pertencentes a variedade S1a com 100% de similaridade a DQ003724.1 B1 

– T1F1 (S1a) 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 à sequência de EU870196.1 
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Pb01 (P. lutzii). O isolado HCRP199 caracterizado como P. americana (PS2), 

apresentou 100% de similaridade a sequência de nucleotídeos de gp43 exon 2 loci 

da cepa EPM194 — Pbdog — DQ003736.1. O isolado HCRPBAT foi identificado 

como pertencente à espécie P. restrepiensis (PS3), mostrando 100% de similaridade 

com a cepa referência KT251008.1-T2–EPM54 (Tabela 2 e Figura 10).  

As sequências de gp43 exon 2 loci dos isolados clínicos e ambientais foram 

depositadas no GenBank: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ sob o número de 

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

MH484614 (Tabela 2). 
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 Tabela 2. Caracterização genotípica dos isolados clinicos de Paracoccidioides spp.: Método de identificação e código de acesso 

GenBank. 

Autoria: Fonte Própria. 

 Método de identificação  

Isolado PCR-RFLP 
tub1 

Sequenciamento gp43 exon 2  GenBank 

HCRP 001 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909758 

HCRP 002 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909759 

HCRP 003 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909760 

HCRP 004 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909761 

HCRP 005 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909762 

HCRP 006 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909763 

HCRP 007 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909764 

HCRP 008 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909765 

HCRP 009 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909766 

HCRP 054 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1a MK909767 

HCRP 055 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909768 

HCRP 056 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909769 

HCRP 063 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909770 

HCRP 077 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909771 

HCRP 078 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909772 

HCRP 080 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1a MK909773 

HCRP 105 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909774 

HCRP 130 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909775 

HCRP 149 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1a MK909776 

HCRP 154 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909777 
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Tabela 2. Caracterização genotípica dos isolados clinicos de Paracoccidioides spp.: Método de identificação e código de acesso 

GenBank (Continuação). 

Legenda: *HCRP191 não teve o gene tub1 amplificado e foi identificado pelo sequenciamento de gp43 Exon 2 loci e ITS1/ITS4 

rDNA. Autoria: Fonte Própria. 

 Método de identificação  

Isolado 
PCR-RFLP 

tub1 
Sequenciamento gp43 exon 2 GenBank 

HCRP 157 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909778 

HCRP 165 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909779 

HCRP 168 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909780 

HCRP 170 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909781 

HCRP 171 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1a MK909782 

HCRP 175 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909783 

HCRP 176 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909784 

HCRP 177 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909785 

HCRP 178 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909786 

HCRP 181 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909787 

HCRP 183 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909788 

HCRP 186 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909789 

HCRP 187 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909790 

HCRP 189 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909791 

HCRP 190 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909792 

*HCRP 191 Não Identificado P. lutzii MK909806 MK886790 

HCRP 192 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909793 

HCRP 193 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1a MK909794 

HCRP 195 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909795 
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Tabela 2. Caracterização genotípica dos isolados clinicos de Paracoccidioides spp.: Método de identificação e código de acesso 

GenBank (Continuação).  

Autoria: Fonte Própria. 
 

Tabela 2A. Caracterização genotípica dos isolados ambientais de Paracoccidioides spp.: Método de identificação, código de acesso GenBank 

e Referências.  

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

 Método de identificação  

Isolado 
PCR-RFLP 

tub1 
Sequenciamento gp43 exon 2 GenBank 

HCRP 199 P. americana (PS2) P. americana (PS2) MK909796 

HCRP 200 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909797 

HCRP FOZ_1 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909798 

HCRP FOZ_2 P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909799 

HCRP BAT P. restrepiensis (PS3) P. restrepiensis (PS3) MH484614 

HCRP BOAS P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909800 

HCRP TONI P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909805 

  
 

   Método de identificação   

Isolado Hospedeiro Fonte  Origem 
geográfica 

PCR-RFLP 
tub1 

Sequenciamento gp43 exon 2 GenBank Referências 

HCRPIBIA Ambiente Solo  Ibiá – MG P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909801 
Silva – Vergara et 

al., 1998 

HCRPIBIAT1 Tatu Baço  Ibiá – MG P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909802 
Silva – Vergara et 

al., 2000 

HCRPIBIAT2 Tatu 
Baço, 

Fígado e 
Pulmão 

 Ibiá – MG P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909803 
Silva – Vergara et 

al., 2000 

HCRPIBIAT3 Tatu 
Baço e 
Pulmão 

 Ibiá – MG P. brasiliensis sensu stricto S1 P. brasiliensis sensu stricto S1b MK909804 
Silva – Vergara et 

al., 2000 
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Figura 10: Análise filogenética gp43 exon 2 loci dos isolados clínicos e ambientais 

de Paracoccidioides spp. em comparação com as cepas de referência (*); que 

também foram sequenciadas para este estudo e tinham 100% de identidade com as 
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sequências depositadas no GenBank sob o número de acesso: [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)]. A história evolutiva foi medida pelo método de máxima 

verossimilhança (ML) com base no modelo Kimura parâmetro. Autoria: Fonte 

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

 

5.1.5. Procedência geográfica dos pacientes e forma clínica de PCM 

 

 Dos 46 isolados de origem clínica caracterizados genotipicamente neste 

estudo, 67,4% dos pacientes manifestaram a forma crônica e 32,6% manifestaram a 

forma sub-aguda da PCM. Avaliando a manifestação clínica da PCM por espécie do 

complexo P. brasiliensis e espécie P. lutzii, dos 46 isolados clínicos genotípados, 38 

foram caracterizados como P. brasiliensis sensu stricto variante S1b, cujos pacientes 

65,8% apresentaram a forma crônica e 34,2% a forma sub-aguda. Dos cinco 

isolados clínicos identificados como P. brasiliensis sensu stricto variante S1a, 60,0% 

dos pacientes manifestaram a forma crônica e 40% a forma sub-aguda. Os 

pacientes dos isolados HCRP 191 (P. lutzii) e HCRP 199 (P. americana-PS2) 

apresentaram a forma crônica. HCRP BAT (P. restrepiensis-PS3) foi isolado de 

paciente com a forma sub-aguda da doença (Tabela 3).  

Analisando a procedência geográfica dos 46 pacientes, trinta e nove (39) 

residiam na cidade e região de Ribeirão 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 migração para Ribeirão Preto, SP, Brasil partindo de 

área anteriores de residência, respectivamente, os Estados do Maranhão, Mato 

Grosso e Paraná. Seis (6) pacientes adquiriram a PCM enquanto residiam em outras 
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áreas endêmicas do Sudeste e Sul do Brasil (Estado de Minas Gerais – 4 e Estado 

do Paraná - 2) (Figura 11 e Tabela 3). 
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Autoria: Fonte Própria; 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 São Paulo e Minas Gerais, mostrando a área geográfica centrada por 

Ribeirão Preto, SP (    ), onde residiam a maior parte dos pacientes, a migração de alguns pacientes que adquiriram a infecção por 

Paracoccidioides spp. em outras regiões (has tracejad) e o local de coleta dos isolados ambientais (     ). 
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Tabela 3. Forma clínica da PCM, residência dos pacientes e região brasileira onde provavelmente ocorreu a infecção por espécies 

do complexo P. brasiliensis e P. lutzii. 

 

Espécies 

Paracoccidioides 

spp. 

Número 

Total 

Forma Clínica – n (%) 

 

Origem geográfica dos pacientes 

com PCM – n (%) 

Local da infecção por Paracoccidioides 

spp. nas regiões brasileiras - n (%) 

 Ag/Subaguda Crônica SP MG PR MA SE S NE CO 

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 (S1a) 

5 2(40,0) 3(60,0) 5(100,0) - - - 5(100,0) - - - 

P. americana 

(PS2) 

1 - 1(100) 1(100) - - - - 1(100,0) - - 

P. restrepiensis 

(PS3) 

1 1(100) - 1(100) - - - 1(100,0) - - - 

P. lutzii 1 - 1(100) 1(100) - - - - - - 1(100,0) 

P. brasiliensis 

sensu stricto (S1b) 

* 

4 - -  4(100)   4(100,0) - - - 

Legenda: SP - Estado de São Paulo; MG - Estado de Minas Gerais; PR – Estado do Paraná; MA - Estado do Maranhão; SE - 

Sudeste; S - Sul; NE - Nordeste; CO - Centro Oeste. (*): Isolados ambientais. 

Autoria: Fonte Própria; Publicado na revista Journal of Fungi em 07/08/2020 - Cocio et al., 2020. 
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5.2. Avaliação da antigenicidade de exoantígenos miceliais de cepas de 

referência e isolados clínicos de diferentes espécies do complexo P. 

brasiliensis e de P. lutzii  

5.2.1. Seleção dos exoantígenos miceliais produzidos de diferentes cepas de 

referência e isolados clínicos do gênero Paracoccidioides spp. 

 

 Os exoantígenos miceliais que foram submetidos a avaliações sorológicas, 

dosagem e perfil proteico foram selecionados através da técnica IDD a partir da 

reação de imunoprecipitação 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) – Agitação, 60 dias de incubação; EPM194 

– Pbdog: P. americana (PS2) – Cultura estática, 30 dias de incubação; EPM54 – T2: 

P. restrepiensis (PS3) – Cultura estática, 60 dias de incubação; Pb01: P. lutzii – 

Cultura estática, 60 dias de incubação; HCRP171: P. brasiliensis sensu stricto (S1a) 

– Agitação, 60 dias de incubação; HCRP199: P. americana (PS2) – Agitação, 60 

dias de incubação; HCRP191: P lutzii – Agitação, 60 dias de incubação; HCRPBAT: 

P. restrepiensis (PS3) – Cultura estática, 60 dias de incubação (produzido em 

07/07/1989). 

 Outros isolados e produtos de cultivos não foram avaliados quanto a 

antigenicidade por volume insuficiente, baixa reatividade frente ao pool de soros 

positivos ou contaminação de cultura.  

 

5.2.2. Concentração proteica dos produtos contendo exoantígenos miceliais de 

cepas de referência e clínica do gênero Paracoccidioides spp. 

 

 Os exoantigenos miceliais de cada espécie do gênero Paracoccidioides spp. 

(Pb18: P. brasiliensis sensu stricto (S1b) – Agitação, 60 dias de incubação; EPM194 

– Pbdog: P. americana (PS2) – Cultura estática, 30 dias de incubação; EPM54 – T2: 
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P. restrepiensis (PS3) – Cultura estática, 60 dias de incubação; Pb01: P. lutzii – 

Cultura estática, 60 dias de  incubação; HCRP171: P. brasiliensis sensu stricto (S1a) 

– Agitação, 60 dias de incubação; HCRP199: P. americana (PS2) – Agitação, 60 

dias de incubação; HCRP191: P lutzii – Agitação, 60 dias de incubação; HCRPBAT: 

P. restrepiensis (PS3) – Cultura estática, 60 dias de incubação) tiveram suas 

proteínas precipitadas e submetidas à quantificação de sua concentração pelo 

método de Bradford. As concentrações proteicas (µg/mL) de cada cepa de 

referência e clínica avaliadas neste estudo estão descritas na Tabela 4.  

 

Tabela 4: Concentração proteica das cepas de referência e clínica de espécies de 

Paracoccidioides spp. e de P. lutzii. 

 

Amostras / Método e Período de incubação 
Concentração em 

µg/mL 

Pb18: P. brasiliensis sensu stricto (S1b) – Agitação, 60 dias 11,2 

HCRP171: P. brasiliensis sensu stricto (S1a) – Agitação, 60 dias 
28,3 

EPM194 – Pbdog: P. americana (PS2) – Cultura estática, 30 dias 
127,5 

HCRP199: P. americana (PS2) – Agitação, 60 dias 
38,6 

EPM54 – T2: P. restrepiensis (PS3) – Cultura estática, 60 dias 
32,4 

HCRPBAT: P. restrepiensis (PS3) – Cultura estática, 60 dias 
7,1 

Pb01: P. lutzii – Cultura estática, 60 dias 
9,8 

HCRP191: P lutzii – Agitação, 60 dias 
8,6 

Autoria: Fonte Própria 
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5.2.3. Análise de perfil de proteínas extracelulares contendo exoantígenos 

miceliais de cepas de referência e clínica de espécies do gênero 

Paracoccidioides spp. 

 As proteínas 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 referência produziram 

mais frações proteicas do que as clínicas, sugerindo a produção de exoantígenos 

miceliais em condições favoráveis de crescimento (Figura 12A). Foram observadas 

diversas frações entre 25 e 150 kDa, sendo feita a análise comparativa daquelas 

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

 

Tabela 5. Perfil proteico e intensidade de expressão dos isolados clínico e de 

referência de Paracoccidioides spp 

Exoantígenos 
 
 
 

Tamanho 
proteínas 

(kDa) 

Pb18 
EPM194 
Pbdog 

EPM54 
T2  

Pb01 
P. lutzii 

HCRP 
171 

HCRP 
199 

HCRP 
BAT 

HCRP 
191 

43 + ++ + - ++ - ++ - 
60 - + - ++ + - - ++ 

70 - ++ - ++ - - - + 

Legenda: Pb18: P. brasiliensis sensu stricto (S1b) – Agitação, 60 dias; EPM194 – 

Pbdog: P. americana (PS2) – Cultura estática, 30 dias; EPM54 – T2: P. 

restrepiensis (PS3) – Cultura estática, 60 dias; Pb01: P. lutzii – Cultura estática, 60 

dias; HCRP171: P. brasiliensis sensu stricto (S1a) – Agitação, 60 dias; HCRP199: P. 

americana (PS2) – Agitação, 60 dias; HCRPBAT: P. restrepiensis (PS3) – Cultura 

estática, 60 dias; HCRP191: P. lutzii – Agitação, 60 dias. (+) baixo nível de 

expressão; (++) alto nível de expressão; (-) ausência de expressão. Autoria: Fonte 

Própria 
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Figura 12. Gel de Policrilamida SDS – PAGE 10% para a avaliação do perfil proteico dos produtos extracelulares de espécies do 

gênero Paracoccidioides spp. avaliados neste estudo. 

A. 

 

Legenda: A. Gel sem demarcação dos tamanhos aproximados em kDa. M: Marcador de peso molecular. Pb18: P. brasiliensis 

sensu stricto (S1b) – Agitação, 60 dias; EPM194 – Pbdog: P. americana (PS2) – Cultura estática, 30 dias; EPM54 – T2: P. 

restrepiensis (PS3) – Cultura estática, 60 dias; Pb01: P. lutzii – Cultura estática, 60 dias; HCRP171: P. brasiliensis sensu stricto 

(S1a) – Agitação, 60 dias; HCRP199: P. americana (PS2) – Agitação, 60 dias; HCRPBAT: P. restrepiensis (PS3) – Cultura 

estática, 60 dias; HCRP191: P lutzii – Agitação, 60 dias. Autoria: Fonte Própria. 
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Figura 12. Gel de Policrilamida SDS – PAGE 10% para a avaliação do perfil proteico dos produtos extracelulares de espécies do 

gênero Paracoccidioides spp. avaliados neste estudo. Continuação. 

B. 

  

 

Legenda: B. Gel com demarcação dos tamanhos aproximados (kDa) dos possíveis antígenos produzidos. M: Marcador de peso molecular. 

Pb18: P. brasiliensis sensu stricto (S1b) – Agitação, 60 dias; EPM194 – Pbdog: P. americana (PS2) – Cultura estática, 30 dias; EPM54 – T2: 

P. restrepiensis (PS3) – Cultura estática, 60 dias; Pb01: P. lutzii – Cultura estática, 60 dias; HCRP171: P. brasiliensis sensu stricto (S1a) – 

Agitação, 60 dias; HCRP199: P. americana (PS2) – Agitação, 60 dias; HCRPBAT: P. restrepiensis (PS3) – Cultura estática, 60 dias; 

HCRP191: P lutzii – Agitação, 60 dias. Autoria: Fonte Própria. 
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5.2.4. Antigenicidade dos exoantígenos miceliais produzidos por diferentes 

espécies de cepas de referência e clínicas de Paracoccidioides spp. frente 

soros de pacientes 

  

 No total foram testados soros de 15 pacientes com PCM e cujos isolados 

fúngicos tiveram seus genótipos identificados (Anexo 2 – Tabela Suplementar 2). 

Pela técnica IDD foi possível observar que os exoantígenos miceliais produzidos a 

partir de cepas de referência e clínicas e que pertencem a espécies do complexo P. 

brasiliensis (P. brasiliensis sensu stricto (S1), P. americana (PS2) e P. restrepiensis 

(PS3) tiveram reação 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) não apresentou reatividade com os soros 14 e 15 (Tabela 6 e Figura 15). 

HCRP191 (P. lutzii) não apresentou reatividade com os soros 1, 2, 3, 6, 7, 10, 13 e 

15 (Tabela 6 e Figuras 13, 14 e 15). Os exoantígenos miceliais produzidos pela cepa 

de referência Pb01 (P.lutzii) e HCRP191 (P. lutzii) tiveram detecção de anticorpos de 

86,7%, e 53,3%, respectivamente. Além da presença de bandas, foi avaliada a 

identidade das linhas de precipitação entre os diferentes exoantígenos colocados 

nos poços periféricos. Observa-se que para a maioria dos soros existe identidade 

entre as bandas de precipitado, principalmente no teste com os exoantígenos de 

cepas do complexo P. brasiliensis (Figuras 13, 14 e 15). Os soros 4, 6, 9 e 12 

apresentaram uma linha de precipitação mais fraca e próxima ao poço do soro, onde 

o imunoprecipitado produzido por Pb01 (P. lutzii) (poço E) não tem identidade com 

os demais, formados na reação com exoantígenos do complexo P. brasiliensis, 

sugerindo uma reação com molécula antigênica diferente (Figuras 13, 14 e 15). O 

mesmo aspecto de não identidade foi observado com o exoantígeno HCRP191 (P. 

lutzii) (poço H) reagindo com os soros 4 e 14 (Figura 13 e 15). O soro 10, de 
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paciente cujo o isolado fúngico foi identificado como P. lutzii, reagiu com todos os 

exoantígenos miceliais testados, porém com linha de precipitação mais localizada 

próximo ao poço central (soro) e com baixa intensidade na reatividade, sugerindo 

conter um anticorpo em baixo título contra fração antigênica presente em todos 

exoantígenos avaliados, porém provavelmente diferente da fração antigênica 

principal reconhecida pelos soros de pacientes infectados pelo complexo  P. 

brasiliensis (Figuras 13, 14 e 15).  

 A antigenicidade de exoantígenos 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 fúngicos obtidos dos 

respectivos pacientes foram identificados como P. brasiliensis sensu stricto (S1a e 

S1b), P. americana (PS2), P. lutzii e P. restrepiensis (PS3). Observou-se que para 

os soros testados, os exoantígenos miceliais produzidos por espécies do complexo 

P. brasiliensis mostraram reatividade com todos (100%). O exoantígeno Pb01 (P. 

lutzii) não foi reativo com os soros 1, 5, 13 e 15, mas positivo com o soro 10, tendo 

uma reatividade de 20% (Tabela 8). O exoantígeno 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 

que os exoantígenos miceliais produzidos a partir das espécies do complexo P. 

brasiliensis tiveram 100% de reatividade frente aos soros testados em ambas as 

técnicas sorológicas (Tabela 9). Os exoantigenos miceliais produzidos a partir da 

cepa de referência Pb01 (P. lutzii) e por HCRP191, tiveram comportamento 

antigênico diferente, sendo mais reativos na IDD do que na CIE (Tabela 9).  
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Figura 13. Imunodifusão dupla de exoantígenos 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; Exoantígenos miceliais: A: pool de 

antígenos obtidos por sonicação de leveduras de Paracoccidioides spp. (Controle); 

B: Pb18: P. brasiliensis sensu stricto (S1b) – Agitação 60 dias; C: EPM194 – Pbdog: 

P. americana (PS2) – Estática 30 dias; D: EPM54 – T2: P. restrepiensis (PS3) – 

Estática 60 dias; E: Pb01: P. lutzii – Estática 60 dias; B: Pb18 - P. brasiliensis sensu 

stricto (S1b); C: EPM194 – Pbdog - P. americana (PS2); D: EPM54 – T2 - P. 

restrepiensis (PS3); E: Pb01 - 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: poço vazio, sem aplicação de antígenos. Autoria: Fonte 

Própria. 
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Figura 14. Imunodifusão dupla de exoantígenos 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; Exoantígenos miceliais: A: pool de 

antígenos obtidos por sonicação de leveduras de Paracoccidioides spp. (Controle); 

B: Pb18: P. brasiliensis sensu stricto (S1b) – Agitação 60 dias; C: EPM194 – Pbdog: 

P. americana (PS2) – Estática 30 dias; D: EPM54 – T2: P. restrepiensis (PS3) – 

Estática 60 dias; E: Pb01: P. lutzii – Estática 60 dias; B: Pb18 - P. brasiliensis sensu 

stricto (S1b); C: EPM194 – Pbdog - P. americana (PS2); D: EPM54 – T2 - P. 

restrepiensis (PS3); E: Pb01 - 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: poço vazio, sem aplicação de antígenos. Autoria: Fonte 

Própria. 
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Figura 15. Imunodifusão dupla de exoantígenos miceliais de espécies do complexo 

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

 

Legenda: Soros de pacientes testados de 13 a 15; Exoantígenos miceliais: A: pool 

de antígenos obtidos por sonicação de leveduras de Paracoccidioides spp. 

(Controle); B: Pb18: P. brasiliensis sensu stricto (S1b) – Agitação 60 dias; C: 

EPM194 – Pbdog: P. americana (PS2) – Estática 30 dias; D: EPM54 – T2: P. 

restrepiensis (PS3) – Estática 60 dias; E: Pb01: P. lutzii – Estática 60 dias; B: Pb18 - 

P. brasiliensis sensu stricto (S1b); C: EPM194 – Pbdog - P. americana (PS2); D: 

EPM54 – T2 - P. restrepiensis (PS3); E: Pb01 - 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: poço vazio, sem aplicação de 

antígenos. Autoria: Fonte Própria. 
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Tabela 6. Detecção de anticorpos pelo método de imunodifusão dupla (IDD) com 

uso de exoantigenos miceliais de espécies do gênero Paracoccidioides spp. em 

soros de pacientes com PCM. 

Legenda: Soros de pacientes testados na IDD: 1 a 15. Exoantígenos – Pb18: P. 

brasiliensis sensu stricto (S1b) – Agitação, 60 dias; EPM194 – Pbdog: P. americana 

(PS2) – Cultura estática, 30 dias; EPM54 – T2: P. restrepiensis (PS3) – Cultura 

estática, 60 dias; Pb01: P. lutzii – Cultura estática, 60 dias; HCRP171: P. brasiliensis 

sensu stricto (S1a) – Agitação, 60 dias; HCRP199: P. americana (PS2) – Agitação, 

60 dias HCRPBAT: P. restrepiensis (PS3) – Cultura estática, 60 dias; HCRP191: P. 

lutzii – Agitação, 60 dias. (+): Soros com reação positiva; (-): Soros com reação 

negativa. Autoria: Fonte própria. 

Exoantigenos 
 
 
 

Soros 

Pb18 
EPM194 
Pbdog 

EPM54 
T2  

Pb01 
P. 

lutzii 

HCRP 
171 

HCRP 
199 

HCRP 
BAT 

HCRP 
191 

1 + + + + + + + - 
2 + + + + + + + - 
3 + + + + + + + - 
4 + + + + + + + + 
5 + + + + + + + + 
6 + + + + + + + - 
7 + + + + + + + - 
8 + + + + + + + + 
9 + + + + + + + + 

10 + + + + + + + + 
11 + + + + + + + + 
12 + + + + + + + + 
13 + + + + + + + - 
14 + + + - + + + + 
15 + + + - + + + - 
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Tabela 7. Positividade de 15 soros de PCM testados pelo método imunodifusão 

dupla (IDD) contra exoantígenos miceliais de diferentes cepas de referência e clínica 

de Paracoccidioides spp. 

Legenda: Pb18: P. brasiliensis sensu stricto (S1b) – Agitação, 60 dias; EPM194 – 

Pbdog: P. americana (PS2) – Cultura estática, 30 dias; EPM54 – T2: P. 

restrepiensis (PS3) – Cultura estática, 60 dias; Pb01: P. lutzii – Cultura estática, 60 

dias; HCRP171: P. brasiliensis sensu stricto (S1a) – Agitação, 60 dias; HCRP199: P. 

americana (PS2) – Agitação, 60 dias HCRPBAT: P. restrepiensis (PS3) – Cultura 

estática, 60 dias; HCRP191: P. lutzii – Agitação, 60 dias. Autoria: Fonte Própria. 

 

Tabela 8. Positividade de 5 soros de PCM testados pelo método 

contraimunoeletroforese (CIE) frente aos exoantígenos miceliais de cepas de 

referência e clínicas de Paracoccidioides spp. 

Exoantígenos 
 
 
 

Reação 

Pb18 
EPM194 
Pbdog 

EPM54 
T2  

Pb01 
P. lutzii 

HCRP 
171 

HCRP 
199 

HCRP 
BAT 

HCRP 
191 

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) – Agitação, 60 dias; EPM194 – 

Pbdog: P. americana (PS2) – Cultura estática, 30 dias; EPM54 – T2: P. 

restrepiensis (PS3) – Cultura estática, 60 dias; Pb01: P. lutzii – Cultura estática, 60 

dias; HCRP171: P. brasiliensis sensu stricto (S1a) – Agitação, 60 dias; HCRP199: P. 

americana (PS2) – Agitação, 60 dias HCRPBAT: P. restrepiensis (PS3) – Cultura 

estática, 60 dias; HCRP191: P. lutzii – Agitação, 60 dias. Autoria: Fonte Própria. 

 

 

 

Exoantígenos 
 
 
 

Resultados 

Pb18 
EPM194 
Pbdog 

EPM54 
T2  

Pb01 
P. lutzii 

HCRP 
171 

HCRP 
199 

HCRP 
BAT 

HCRP 
191 

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) 
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Tabela 9. Comparação da detecção de anticorpos específicos em cinco soros de 

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

Exoantígenos 
 
 
 

Reação 

Espécies do complexo P. brasiliensis  
 

Pb01 
P. lutzii 

HCRP 
191 

IDD 100% 86,7% 53,3% 

CIE 100% 20% 20% 

Legenda:  Espécies do complexo P. brasiliensis - Pb18: P. brasiliensis sensu 

stricto (S1b) – Agitação, 60 dias; EPM194 – Pbdog: P. americana (PS2) – Cultura 

estática, 30 dias; EPM54 – T2: P. restrepiensis (PS3) – Cultura estática, 60 dias; 

HCRPBAT: P. restrepiensis (PS3) – Cultura estática, 60 dias; HCRP171: P. 

brasiliensis sensu stricto (S1a) – Agitação, 60 dias; HCRP199: P. americana (PS2) – 

Agitação, 60 dias. (PS2) e Espécie P. lutzii - Pb01: P. lutzii – Cultura estática, 60 

dias; HCRP191: P lutzii – Agitação, 60 dias. Autoria: Fonte Própria. 
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6. DISCUSSÃO 

6.1. Espécies filogenéticas de Paracoccidioides spp. isoladas de amostras 

clínicas e ambientais em área hiperendêmica de paracoccidioidomicose no 

sudeste do Brasil. 

 

A eco – epidemiologia de espécies do complexo P. brasiliensis e P. lutzii tem 

o conhecimento de sua distribuição geográfica dificultado devido a fatores como a 

migração de pacientes entre diferentes regiões endêmicas da PCM, o longo período 

de latência da forma crônica da PCM e a dificuldade de obter isolados ambientais 

(solo) e clínicos desse fungo (THEODORO et al., 2012). O primeiro objetivo deste 

estudo foi avaliar genotipicamente isolados clínicos e ambientais de 

Paracoccidioides spp. provenientes de uma única e definida área endêmica de PCM, 

abrangendo parcialmente os estados de São 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 região de Foz do Iguaçu, PR, sul do Brasil também foram avaliados. 

Dos isolados clínicos caracterizados genotipicamente neste estudo, observou-

se maior prevalência da espécie P. brasiliensis sensu stricto (S1a e S1b) na cidade 

e região de Ribeirão Preto, SP, Brasil, assim confirmando relatos na literatura sobre 

a alta incidência desta espécie filogenética na América do Sul e no Brasil, 

particularmente na região 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 clínicos avaliados neste estudo é S1b, que foi 

identificado em 38/46 (82,6%) dos pacientes. Exceto um paciente que 

aparentemente adquiriu a infecção fúngica no estado do Maranhão, os demais 

pacientes residiam nos estados de São Paulo, Minas Gerais e Paraná. A variante 

S1a foi identificada em 5/46 pacientes com procedência geográfica de cidades da 
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região de Ribeirão Preto, SP (Tabela 4). A distribuição geográfica conjunta de P. 

brasiliensis sensu stricto S1a e S1b mostra que 40/43 indivíduos permaneceram em 

estados do Sudeste desde o nascimento ou se deslocaram dos estados contíguos 

de Minas Gerais e do Paraná para a região de Ribeirão Preto, SP, Brasil onde 

manifestaram a PCM (Figura 7). Não foi encontrada relação entre a área geográfica 

de residência dos pacientes e as variantes genotípicas S1a e ou S1b 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 

várias recidivas de PCM oportunista até o seu óbito. A prevalência de P. brasiliensis 

sensu stricto em países da América do Sul foi mostrada em um estudo filogenético e 

populacional utilizando genomas completos de 31 isolados clínicos de 

Paracoccidioides spp. de diferentes regiões de alguns países 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 ocorrência de genótipos com 

algum grau de mistura (admixed) entre S1a e S1b (TEIXEIRA et al., 2020). Dessa 

forma, é importante ressaltar que a diferenciação e/ou classificação entre os 

genótipos S1a e S1b baseada apenas em dois marcadores moleculares 

empregados (padrão RFLP do gene tub1 e polimorfismo de gp43 exon 2 loci) pode 

levar a resultados diferentes daquele obtidos pela análise do genoma completo, 

porém sem alterar a classificação no grupo S1. Portanto, a diferenciação das 

variantes de P. brasiliensis sensu stricto (S1a e S1b) realizadas neste estudo tem a 

limitação de metodologia empregada. 

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

prevalência de pacientes e amostras ambientais nas áreas endêmicas da região Sul 



Discussão                                                                                                          67 

 

 

(Estados do Paraná e Rio Grande do Sul) e Sudeste do país (Estados de Minas 

Gerias, São 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 

crônica da PCM, e embora residente em Ribeirão Preto, SP, tinha vivido longo 

tempo no estado do Paraná (cidade de Londrina). P. americana (PS2) também foi 

isolado de cão com linfadenomegalia generalizada em Curitiba, PR (de FARIAS et 

al., 2011). Adicionalmente, em regiões rurais da cidade de Botucatu, SP, P. 

americana (PS2) foi isolado de tatus, mostrando que esta espécie é endêmica 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 

crônica de PCM (de MACEDO et al., 2019). Em outros países 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 áreas endêmicas do Brasil é P. 

restrepiensis (PS3), que possuí distribuição geográfica centrada na Colômbia. O 

isolado HCRP BAT, identificado como genótipo PS3, foi obtido de um paciente de 33 

anos, do sexo masculino, que apresentou a forma sub-aguda da PCM. O paciente, 

que nasceu e morava em uma cidade da região de Ribeirão Preto, SP, não possuía 

históricos de viagens para outras regiões geográficas do território brasileiro e países 

da América Latina, sugerindo aquisição do fungo naquela região do sudeste do 

Brasil. Independentemente, o isolado HCRP BAT (também denominado Pb 327-B) já 

tinha sido avaliado juntamente com amostras de P. brasiliensis de diferentes países 

da América do Sul utilizando técnicas como RAPD e RFLP, onde foi agrupado 
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próximo a isolados de P. brasiliensis (PS3) exclusivos da Colômbia  (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 

região centro – oeste do estado de São Paulo, mostrando presença deste genótipo 

na região Sudeste do Brasil (PEREIRA et al., 2021). Além do estado de São Paulo, 

foram identificados como P. restrepiensis (PS3) três (3) isolados clínicos da região 

Centro Oeste (estado do Mato Grosso do Sul), ressaltando - se que um dos 

pacientes migrou do estado do Paraná (região Sul do Brasil) (MATTOS et al., 2021). 

Em países 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 

evidências da presença da espécie filogenética PS3 em outra regiões, observa-se 

que este genótipo não está mais restrito ao território colombiano, podendo ter 

ocorrido uma distribuição de P. restrepiensis (PS3) para outros países da América 

do Sul. Sugeriu-se que as características filogeográficas de P. restrepiensis (PS3) 

sejam devido a possível expansão biogeográfica relativamente recente de S1 para o 

território colombiano, associado a eventos de barreiras geográficas representadas 

pelo surgimento da cordilheira dos Andes e submersão do território pela formação 

do lago Pebas–Solimões (TEIXEIRA et al., 2014a; WESSELINGH et al., 2006). O 

surgimento de P. restrepiensis (PS3) no Brasil não está esclarecido dentro do 

processo de especiação destas filogenias, devido à ausência de barreira geográfica 

no território brasileiro (TEIXEIRA et al., 2014a). 

A espécie P. lutzii possui distribuição geográfica predominante na região 

Centro-Oeste do Brasil, nos estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Goiás, 

e não é 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 crônica da PCM. 

Era morador da cidade de Ribeirão Preto, SP, Brasil, contudo tinha nascido no 

estado do Paraná, região Sul e tinha histórico de trabalho e residência por longo 

tempo em áreas rurais de municípios da região Centro – Oeste, onde provavelmente 

adquiriu a infecção fúngica, que se manifestou como PCM anos mais tarde, na 

região Sudeste do Brasil. É possível que P. lutzii viva saprofíticamente 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, 

vestígios moleculares de P. lutzii foram encontrados em amostras de solo e aerosol 

de tocas de tatus na região Sudeste do Brasil - Estado de São Paulo e Minas Gerais 

(ARANTES et al., 2016; ARANTES et al., 2013), sugerindo que esta espécie não é 

encontrada exclusivamente na região Centro – Oeste do Brasil. 

Os isolados ambientais aqui avaliados foram coletados há aproximadamente 

20 anos na cidade de Ibiá, estado de Minas Gerais, e mantidos desde então no local 

deste estudo. O isolado Ibiá é proveniente de solo de plantação de café e os outros 

três isolados (Ibiá T1, Ibiá T2 e Ibiá T3) foram obtidos de tatus (Dasypus 

novemcinctus) capturados no mesmo município, cujo território é vizinho de região 

onde pacientes tiveram PCM (SILVA – VERGARA et al., 1998; SILVA – VERGARA 

et al., 2000). Ibiá T1 (denominado EPM 101) foi previamente identificado como P. 

brasiliensis sensu stricto pelo método PCR – RFLP do gene tub1 (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 S1a e S1b 

considerados principais agentes da PCM humana, foram também observados em 

amostras ambientais do Sudeste do Brasil, utilizando três marcadores moleculares 



Discussão                                                                                                          70 

 

 

(padrão RFLP do gene tub1, polimorfismo de gp43 exon 2 loci e sequenciamento da 

região ITS1-5.8S-ITS2 rDNA) (HRYCYK et al., 2018). Em um recente trabalho, 

Bagagli et al. (2021) realizaram sequenciamento de nova geração (NGS) de nove 

isolados coletados de tatus (Dasypus novemcinctus) das regiões Amazônica, cidade 

de Botucatu (região Sudeste) e do estado do Mato Grosso (região Centro Oeste). 

Cinco (5) isolados coletados na região Sudeste foram identificados como P. 

brasiliensis sensu stricto variedade S1a, divergindo da variedade encontrada na 

cidade de Ibiá, MG e identificada neste estudo como S1b. Mas, em dois isolados 

coletados na região Amazônica, a caracterização genotípica identificou uma mistura 

entre as variedades S1 (BAGAGLI et al., 2021). Isto sugere que a metodologia 

empregada neste estudo pode ter limitações para distinguir variedades S1a e S1b 

em isolados ambientais do gênero Paracoccidioides spp. 

Os dados genotípicos obtidos neste estudo, podem contribuir para o 

conhecimento das espécies de Paracoccidioides spp. e mostram que o fator 

migração de humanos deverá ser considerado na determinação da biogeografia 

deste gênero. 

 

6.1.1. Relação entre os dados genotípicos e epidemiológicos de pacientes com 

PCM da região e cidade de Ribeirão Preto, SP, Brasil 

 

A maioria dos casos de PCM apresenta a forma crônica da doença 

(SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). Além da origem geográfica e dados genotípicos a 

manifestação clínica da PCM é uma característica importante para compreender a 

patogenicidade de espécies do complexo P. brasiliensis e de P. lutzii. Em estudos 

recentes, foi avaliada a associação de agentes etiológicos (P. brasiliensis sensu 

stricto (S1a e S1b), P. americana (PS2) e P. lutzii) nas regiões Sudeste e Centro – 
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Oeste do Brasil com a respectiva forma clínica, tendo sido observado que a maioria 

dos pacientes tinham a forma crônica da doença, independente da espécie do 

gênero Paracoccidioides spp. (de MACEDO et al., 2019; HAHN et al., 2019; 

ARANTES et al., 2016). Neste estudo, a forma crônica da PCM foi observada na 

maioria dos casos atribuídos a P. brasiliensis sensu stricto (38 caracterizados como 

S1b e 5 como S1a) 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 clínicos PS3 correspondem a casos da forma 

crônica (PEREIRA et al., 2021; MATTOS et al., 2021). Não tem sido possível 

associar as espécies filogenéticas com a forma clínica da PCM, pois neste e em 

outros estudos a forma crônica da doença tem sido predominante em casos 

relacionados a diferentes genótipos de Paracoccidioides spp. (HAHN et al., 2019; 

SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). 

Aparentemente, o genótipo (espécies e variantes) não determina a forma 

clínica da doença, ou seja, o tipo de manifestação não é exclusiva de uma 

determinada espécie do gênero Paracoccidioides spp.   

 

6.2. Antigenicidade de exoantígenos miceliais de espécies do gênero 

Paracoccidioides spp. 

 

  Além de métodos clássicos de identificação fúngica (morfológica) e técnicas 

de biologia molecular, os testes sorológicos tem sido um grande aliado para auxiliar 

no diagnóstico de PCM (DA SILVA et al., 2016). Em diferentes centros médicos do 

país, vários métodos de obtenção de antígenos e protocolos dos testes sorológicos 

vem sendo aplicados em soros de pacientes com suspeita de PCM (DA SILVA et al., 

2016). Os antígenos mais utilizados, principalmente em pesquisa clínica, são 
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aqueles obtidos através de proteínas extracelulares de leveduras, ou exocelulares, 

que provém de métodos de produção como “cell – free antígen” (CFA) e filtragem do 

meio de cultura (DA SILVA et al., 2016).  

 As frações proteicas extracelulares obtidas de células miceliais e mostradas 

por eletroforese SDS – PAGE, revelaram maior quantidade de bandas proteicas em 

cepas de referência do que em isolados clínicos (Figura 12A). Estas diferenças entre 

as cepas avaliadas neste estudo sugerem que cada organismo fúngico pode 

apresentar variações genéticas entre si e este fator poderia contribuir para produção 

de exoantígenos específicos para cada espécie do complexo P. brasiliensis e P. 

lutzii (DE ARRUDA GROSSKLAUS et al., 2016; BATISTA JR et al., 2010). Além 

disto, os exoantígenos miceliais com período de incubação por 60 dias produziram 

mais moléculas proteicas do que culturas com 30 dias de incubação, independente 

se a cultura com o fungo foi submetida a agitação ou estática. 

Alguns estudos avaliaram frações proteicas de Paracoccidioides spp. obtidas 

a partir de proteínas extracelulares oriundas de leveduras, tanto isolados clínicos, 

como ambientais de diversas regiões do Brasil. Nestes trabalhos, a proteína mais 

avaliada constantemente em diferentes espécies do gênero Paracoccidioides spp., é 

a glicoproteína – 43 kDa, ou GP43, considerada como uma proteína específica 

(epítopo - antígeno) de espécies do complexo P. brasiliensis e eventualmente em P. 

lutzii com a finalidade de diagnóstico da PCM (CAMARGO et al., 2003; CISALPINO 

et al., 1996; MENDES – GIANINI et al., 1989; PUCCIA et al., 1986). Além de GP43, 

proteínas de tamanhos variados entre 60 e 70 kDa têm sido frequentemente 

observadas em isolados clínicos da espécie P. lutzii e podem ser considerados 

como potenciais antígenos específicos desta espécie (ASSOLINI et al., 2021; 
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QUEIROZ – JUNIOR et al., 2014; GEGEMBAUER et al., 2014). Contudo, estas 

frações também são observadas no complexo P. brasiliensis. 

Como mostrado em exoantígenos produzidos a partir de células 

leveduriformes de Paracoccidioides spp., a proteína GP43 também foi observada 

nas frações proteicas produzidas por células miceliais de cepas de referência e 

clínicas de espécies do complexo P. brasiliensis e P. lutzii avaliadas neste estudo. A 

ausência de expressão de GP43 foi observada na cepa de referência Pb01: P. lutzii 

– Cultura estática, 60 dias de incubação e cepa clínica HCRP191: P lutzii – 

Agitação, 60 dias de incubação, que pertencem a mesma espécie (Tabela 5 e Figura 

12B). A cepa clínica HCRP199: P. americana (PS2) – Agitação, 60 dias de 

incubação não apresentou expressão de GP43 (Tabela 5 e Figura 12B), ao contrário 

do observado na cepa de referência EPM194 – Pbdog: P. americana (PS2) – 

Cultura estática, 30 dias, pertencente a mesma espécie que apresentou a molécula 

proteica de tamanho 43 kDa. Estas características de presença ou não de moléculas 

antigênicas, principalmente de GP43, já foram descritos em estudos prévios onde 

foram utilizados exoantígenos produzidos por células leveduriformes de diferentes 

espécies de Paracoccidioides spp.. Independentemente do método utilizado para a 

obtenção de exoantígenos, foi observada a presença de GP43 em diferentes 

intensidades de expressão em isolados clínicos e ambientais de espécies do 

complexo P. brasiliensis e P. lutzii (DE ARRUDA GROSSKLAUS et al., 2016; 

GEGEMBAUER et al., 2014; MACHADO et al., 2013; BERZAGHI et al., 2005; 

CAMARGO et al., 2003). Portanto, a presença ou não de GP43 em exoantígenos 

miceliais produzidos por cepas pertencentes as espécies do complexo P. brasiliensis 

e P. lutzii sugere que o tipo morfológico e a metodologia empregada para obter 
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estas moléculas antigênicas são considerados fatores importantes para a produção 

de determinadas proteínas. 

 Na avaliação dos exoantigenos miceliais deste estudo, além de GP43, foram 

observados proteínas de tamanho aproximado de 60 e 70 kDa que são 

considerados possíveis moléculas antigênicas reconhecidos por soros de pacientes 

com PCM. As cepas de referência e clínica pertencentes a espécie P. lutzii, 

produziram em alta expressão possíveis moléculas antigênicas de tamanho 

aproximado de 60 e 70 kDa (Tabela 5 e Figura 12B). Em estudos analisando perfil 

antigênico de exoantigenos produzidos de células leveduriformes de isolados 

clínicos de P. lutzii foram observadas frações proteicas de tamanho 60 e 70 kDa e a 

ausência ou baixa expressão 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 clínicas de espécies do 

complexo P. brasiliensis não produziram proteínas 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 

não foram confirmados no presente estudo, pois P. americana (PS2) (EPM194 – 

Pbdog) e HCRP171: P. brasiliensis sensu stricto (S1a), do complexo P. brasiliensis, 

produziram fração 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 expressão de proteína de tamanho 70 kDa em 

exoantígeno produzido por células leveduriformes em cepa da espécie P. americana 

(PS2) e sua ausência em P. restrepiensis (PS3), resultados similares aos do 

presente estudo (Tabela 5 e Figura 12B). Estes últimos estudos e resultados aqui 

apresentados mostram que exoantígenos miceliais contém frações proteicas, como 
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GP43, 60 e 70 kDa, importantes para o diagnóstico sorológico da PCM, as quais 

podem ser expressas. Estes resultados mostram que exoantígenos miceliais 

avaliados nestes estudo produzem frações proteicas e que contém proteínas 

consideradas possíveis antígenos importantes para o diagnóstico de PCM como a 

GP43, 60 e 70 kDa, estas podendo ser expressas de maneiras diferentes para cada 

espécie do gênero Paracoccidioides spp. Estas características observadas podem 

ser explicadas por possíveis alterações nos níveis de expressão proteica, fatores 

pós transcrição, alteração e variação das formas proteicas, condições de cultivo, 

variação genética e também os diferentes métodos utilizados para obter estes 

antígenos (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 imunodifusão dupla (IDD) e 

contraimunoeletroforese (CIE) que nos auxiliaram a responder questionamento 

quanto a diferenças que possam existir em exoantígenos de diferentes espécies do 

complexo P. brasiliensis e P. lutzii.  

Nos testes utilizando a técnica IDD observamos que os exoantígenos 

miceliais das espécies que pertencem ao complexo P. brasiliensis tiveram 100% de 

reatividade frente aos soros testados (Tabela 7). Exoantígenos produzidos por P. 

lutzii (Pb01 e HCRP191) não obtiveram o mesmo desempenho quanto à reação 

frente a estes soros, comparando com os antígenos do complexo P. brasiliensis 

(Tabela 7). Para os soros cujos isolados fúngicos foram identificados como 

pertencentes as espécies do complexo P. brasiliensis, os exoantígenos de P. lutzii 

(Pb01 e HCRP191) obtiveram reação positiva de 86,7% e 53,3%, respectivamente 

(Tabela 7). Além das reações antígeno - anticorpo, foi observada a identidade das 
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linhas de precipitação entre os diferentes exoantígenos frente aos soros avaliados 

neste estudo. Os imunoprecipitados relacionados com antígenos das espécies do 

complexo P. brasiliensis formaram bandas interligadas frente aos soros dos 

pacientes correspondentes, sugerindo que as frações moleculares possam ser 

idênticas. Conforme estudos prévios demonstraram, a banda mais intensa e 

frequentemente formada entre os antígenos do complexo P. brasiliensis e soros de 

pacientes infectados por estas espécies é decorrente da ligação de anticorpos à 

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 exoantígenos de P. lutzii, tanto a cepa de 

referência quanto a clínica, apresentaram uma linha de precipitação não idêntica ou 

com identidade parcial frente a alguns pacientes infectados por espécies do 

complexo P. brasiliensis. A diferença entre as reações antigênicas e a não - 

identidade das linhas de precipitação comparadas entre as espécies do complexo P. 

brasiliensis e P. lutzii sugere que há componentes antigênicos presentes em P. lutzii 

que podem ser específicos e exclusivos para esta espécie (GEGEMBAUER et al., 

2014). Embora a imunoprecipitação no gel tenha sido distinta, observamos que 

exoantígenos P. lutzii reagiram com alguns soros de pacientes cujos isolados 

fúngicos pertencem a espécies do complexo P. brasiliensis. Este resultado não 

condiz com o relato de Gegembauer et al. (2014) onde foi verificado que 

exoantígenos P. lutzii obtidos de células leveduriformes não reagem com soros de 

pacientes que foram infectados por espécies do complexo P. brasiliensis.  

Comparando as técnicas sorológicas utilizadas neste estudo, imunodifusão 

dupla (IDD) e countraimunoelétroforese (CIE), observamos que há diferenças de 

sensibilidade quando empregados exoantígenos miceliais produzidos a partir das 
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cepas de referência e clínica pertencentes a espécie P. lutzii (Tabela 9). 

Exoantígenos produzidos de cepas do complexo P. brasiliensis, obtiveram 

sensibilidade de 100% frente aos soros avaliados neste estudo em ambas as 

técnicas. Porém, para exoantígenos P. lutzii a sensibilidade em IDD foi maior em 

relação à CIE (Tabela 9). Este resultado sugere que além da variação genética e 

dos diferentes componentes antigênicos dos exoantígenos miceliais das espécies do 

gênero Paracoccidioides spp. a características dos testes sorológicos empregados 

neste estudo foi um fator na avaliação 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 último método (DA SILVA et al., 

2016; BELLISSIMO – RODRIGUES et al., 2010). Na CIE só participam da formação 

dos imunoprecipitados antígenos com carga elétrica negativa (SIQUEIRA & LACAZ, 

1991), isto e a diferença na composição antigênica poderiam explicar a menor 

reatividade de exoantígenos miceliais avaliados neste estudo utilizando esta técnica.  

Exoantígenos miceliais podem ser uma alternativa de produção de moléculas 

antigênicas, verificando-se que reagem com soros de pacientes com PCM utilizando 

diferentes técnicas sorológicas em gel para a detecção de anticorpos anti – 

Paracoccidioides. 
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7. CONCLUSÃO 

 

1. Em sua maioria os isolados clínicos de Paracoccidioides spp. submetidos a 

tipagem molecular foram identificados como a espécie P. brasiliensis sensu 

stricto (variantes S1a e S1b), mostrando sua predominância no nordeste do 

Estado de São Paulo e no sudoeste de Minas Gerais como causa de PCM 

humana. 

 

2. O isolamento de P. restrepiensis (PS3) em caso autóctone de PCM da região 

de Ribeirão Preto, SP revela certa diversidade genética de Paracoccidioides 

spp. nesta área geográfica. 

 

3. O isolamento de P. americana (PS2) e de P. lutzii de pacientes com longa 

permanência em outras áreas endêmicas do Brasil mostra a importância do 

histórico epidemiológico dos doentes de PCM na determinação da 

distribuição geográfica das espécies de Paracoccidioides spp. 

 

4. Paracoccidioides spp. isolados de fontes ambientais de Ibiá, MG, foram 

identificados como P. brasiliensis sensu stricto (S1b), similarmente aos 

isolados de doentes de PCM residentes em área próxima ao sudoeste do 

Estado de Minas Gerais. 

 

5. Não se encontrou associação das diferentes espécies e variantes 

identificadas com as formas clínicas aguda - subaguda ou crônica da PCM. 
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6. Tal como as leveduras, o micélio de espécies do complexo P. brasiliensis e P. 

lutzii é fonte de moléculas antigênicas para testes sorológicos de 

imunoprecipitação em gel. 

 

7. Apesar de variabilidade na presença e na quantidade de frações proteicas, os 

exoantígenos das espécies do complexo P. brasiliensis reagiram 

uniformemente com soros de pacientes infectados por diferentes espécies 

deste complexo, formando bandas de imunocomplexos idênticas entre si e 

sugerindo a presença de uma molécula antigênica comum secretada ou 

excretada in vivo. 

 

8. A menor reatividade e a não – identidade das bandas de imunoprecipitados 

na reação em gel dos soros de pacientes com PCM com exoantígenos de P. 

lutzii, comparativamente a exoantígenos de espécies do complexo P. 

brasiliensis, sugerem que a antigenicidade de P. lutzii depende de molécula 

diferente daquela envolvida nas reações imunes do complexo P. brasiliensis, 

provavelmente por diferença fenotípica metabólica entre as espécies. 
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9. ANEXOS 

Anexo 1 - Tabela Suplementar 1. Isolado, Amostra, Idade, Sexo, Forma clínica, origem geográfica, ano do isolamento 

fúngico e genótipo dos isolados clínicos avaliados neste estudo.  

Autoria: Fonte Própria. 

Isolado Amostra Idade Sexo Forma Clínica Origem Geográfica  Ano de Isolamento fúngico Genótipo 

HCRP 001 Linfonodo 21 M Aguda Monte Santo de Minas – MG  1975 P. brasiliensis sensu stricto S1b 

HCRP 002 Linfonodo 27 M Crônica Ribeirão Preto – SP  1988 P. brasiliensis sensu stricto S1b 

HCRP 003 Linfonodo 27 M Sub aguda Guaíra – SP  1992 P. brasiliensis sensu stricto S1b 

HCRP 004 Escarro 54 M Crônica 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 - - Crônica Ribeirão Preto – SP  1996 P. brasiliensis sensu stricto S1b 

HCRP 007 Linfonodo 47 M Sub aguda Santa Rita de Cássia – MG  1996 P. brasiliensis sensu stricto S1b 

HCRP 008 Desconhecido 45 M Crônica Monte Santo de Minas – MG  1996 P. brasiliensis sensu stricto S1b 

HCRP 009 Linfonodo 41 M Crônica Ibitinga – SP  1996 P. brasiliensis sensu stricto S1b 

HCRP 054 Biópsia de pele 40 M Crônica Cravinhos – SP  1999 P. brasiliensis sensu stricto S1a 

HCRP 055 Linfonodo 15 M Sub aguda Barrinha – SP  1999 P. brasiliensis sensu stricto S1b 

HCRP 056 Linfonodo 15 M Sub aguda Ribeirão Preto – SP  1999 P. brasiliensis sensu stricto S1b 

HCRP 063 Linfonodo 39 M Crônica Imperatriz – MA  2000 P. brasiliensis sensu stricto S1b 

HCRP 077 Mucosa 75 M Sub aguda São João Batista da Gloria – MG  2001 P. brasiliensis sensu stricto S1b 

HCRP 078 Escarro 30 M Aguda Ribeirão Preto – SP  2002 P. brasiliensis sensu stricto S1b 

HCRP 080 Biópsia de pele 36 M Sub aguda Barrinha – SP  2001 P. brasiliensis sensu stricto S1a 

HCRP 105 Biópsia de pele 47 M Crônica Porto Ferreira – SP  2004 P. brasiliensis sensu stricto S1b 

HCRP 130 Broncoalveolar 50 M Crônica Jaboticabal – SP  2007 P. brasiliensis sensu stricto S1b 

HCRP 149 Biópsia de pele 53 M Crônica Morro Agudo – SP  2010 P. brasiliensis sensu stricto S1a 

HCRP 154 Biópsia de pele 11 F Sub aguda Pitangueiras – SP  2011 P. brasiliensis sensu stricto S1b 
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Anexo 1 - Tabela Suplementar 1. Isolado, Amostra, Idade, Sexo, Forma clínica, origem geográfica, ano do isolamento 

fúngico e genótipo dos isolados clínicos avaliados neste estudo.  

 

Isolado Amostra Idade Sexo Forma Clínica Origem Geográfica Ano de Isolamento fúngico Genótipo 

HCRP 157 Mucosa 39 F Crônica Batatais – SP 2011 P. brasiliensis sensu stricto S1b 

HCRP 165 Mucosa 59 M Crônica Pradópolis – SP 2012 P. brasiliensis sensu stricto S1b 

HCRP 168 Biópsia de língua 59 M Crônica Sertãozinho – 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 Crônica Mococa – SP 2015 P. brasiliensis sensu stricto S1a 

HCRP 175 Biópsia de pele 45 M Crônica Caconde – SP 2015 P. brasiliensis sensu stricto S1b 

HCRP 176 Broncoalveolar 51 M Crônica Ribeirão Preto – SP 2015 P. brasiliensis sensu stricto S1b 

HCRP 177 Biópsia de pele 43 M Crônica Ribeirão Preto – SP 2014 P. brasiliensis sensu stricto S1b 

HCRP 178 Biópsia de Laringe 50 M Crônica Ribeirão Preto – SP 2015 P. brasiliensis sensu stricto S1b 

HCRP 181 Biópsia de língua 49 M Crônica 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 Biópsia de traqueia 62 M Crônica Barrinha – SP 2017 P. brasiliensis sensu stricto S1b 

HCRP 189 Mucosa 55 M Crônica Barrinha – SP 2017 P. brasiliensis sensu stricto S1b 

HCRP 190 Broncoalveolar 48 M Crônica Ribeirão Preto – SP 2017 P. brasiliensis sensu stricto S1b 

HCRP 191 Biópsia de pele 55 M Crônica Ribeirão Preto – SP 2017 P. lutzii 

HCRP 192 Cisto sinovial 45 M Sub aguda Mococa – SP 2018 P. brasiliensis sensu stricto S1b 

HCRP 193 Secreção traqueal 51 M Crônica Ituverava – SP 2018 P. brasiliensis sensu strictoS1a 

HCRP 195 Mucosa 60 M Crônica Ribeirão Preto – SP 2018 P. brasiliensis sensu stricto S1b 

   Autoria: Fonte Própria. 
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Anexo 1 - Tabela Suplementar 1. Isolado, Amostra, Idade, Sexo, Forma clínica, origem geográfica, ano do 

isolamento fúngico e genótipo dos isolados clínicos submetido a avaliação genotípica neste estudo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

          Autoria: Fonte Própria. 

 

  

 

 

 

 

Isolado Amostra Idade Sexo Forma Clínica Origem Geográfica Ano de Isolamento fúngico Genótipo 

HCRP 199 Biópsia de pele 57 M Crônica Ribeirão Preto – SP 2019 P. americana (PS2) 

HCRP 200 Biópsia de pele 38 T Crônica Ribeirão Preto – SP 2019 P. brasiliensis sensu stricto S1b 

HCRP FOZ_1 Escarro - - Crônica Foz do Iguaçu – PR 2017 P. brasiliensis sensu stricto S1b 

HCRP FOZ_2 Escarro - - Crônica Foz do Iguaçu – PR 2017 P. brasiliensis sensu stricto S1b 

HCRP BAT Linfonodo 41 M Sub aguda Ribeirão Preto – SP 1985 P. restrepiensis (PS3) 

HCRP BOAS Escarro 56 M Crônica Guatapará – SP 1996 P. brasiliensis sensu stricto S1b 

HCRP TONI Escarro 36 M Crônica Ribeirão Preto – SP 1995 P. brasiliensis sensu stricto S1b 
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Anexo 2 – Tabela Suplementar 2: Soros de pacientes do estudo, titulação inicial na 

reação CIE, data de coleta do soro e respectivo genótipo dos isolados clínicos de 

Paracoccidioides spp. utilizados para os testes sorológicos. 

Pacientes 
Identificação 

Micologia 

Data de 
coleta do 

soro 

Titulação 
dos soros* 

 
Genótipo do Isolado 

Clínico de 
Paracoccidioides spp. 

1 1066 10/01/2000 1/64  
HCRP054 – P. brasiliensis 

sensu stricto (S1a) 

 
2 

538 25/01/2011 1/128  
HCRP149 – P. brasiliensis 

sensu stricto (S1a) 

 
3 

382 26/08/2011 1/128  
HCRP154 – P. brasiliensis 

sensu stricto (S1b) 

 
4 

1139 20/12/2018 1/256  
HCRP170 – P. brasiliensis 

sensu stricto (S1b) 

 
5 

1099 20/10/2016 1/256  
HCRP176 – P. brasiliensis 

sensu stricto (S1b) 

 
6 

243 11/02/2019 1/128  
HCRP181 - P. brasiliensis 

sensu stricto (S1b) 

 
7 

59 19/09/2016 1/128  
HCRP182 - P. brasiliensis 

sensu stricto (S1b) 

 
8 

1256 23/07/2018 1/64  
HCRP187 – P. brasiliensis 

sensu stricto (S1b) 

 
9 

1351 12/12/2017 1/128  
HCRP189 – P. brasiliensis 

sensu stricto (S1b) 

 
10 

218 02//04/2018 1/4  HCRP191 – P. lutzii 

 
11 

1497 08/11/2018 1/64  
HCRP193 – P. brasiliensis 

sensu stricto (S1a) 

 
12 

640 19/02/2018 1/256  
HCRP194 – P. brasiliensis 

sensu stricto (S1b) 

13 1267 28/01/2019 1/32  
HCRP199 – P. americana 

(PS2) 

 
14 

1295 28/01/2019 1/512  
HCRP200 – P. brasiliensis 

sensu stricto (S1b) 

 
15 

- 17/05/1985 1/1024  
HCRPBAT – P. 

restrepiensis (PS3) 

Legenda: * Título obtido na reação com ‘pool´ de antígenos extraídos de leveduras 

submetidas a ultrassom. Autoria: Fonte Própria. 
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Anexo 3. Comprovante de aprovação do comitê de ética. 
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