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RESUMO
A paracoccidioidomicose é uma micose granulomatosa sistémica,
prevalente na América Latina, e que até recentemente acreditava-se ser
causada apenas por uma espécie de fungo, o Paracoccidioides brasiliensis
(P. brasiliensis). No entanto, em 2006, pesquisadores descreveram trés
espécies cripticas: S1, PS2, PS3 e, posteriormente o PS4. Em 2009, o
Paracoccidioides lutzii (Pb0O1-like) foi descrito, e ano passado, em 2017,
uma nova nomenclatura foi proposta para esses agentes etioldgicos
distintos: P. brasiliensis (S1), P. Americana (PS2), P. restrepiensis (PS3) e
P. venezuelensis (PS4). Todos esses agentes sdo fungos termodimaorficos
gue crescem como levedura in vivo, no hospedeiro, em tecidos ou em
culturas in vitro a 37°C e como micélio a temperatura ambiente (4 a 28°C).
As espécies ndo sao uniformemente distribuidas pela América Latina,
sendo algumas mais proeminentes em algumas regiées do que em outras.
O Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu é polo de
estudo da paracoccidioidomicose e situado na regido centro-oeste do
estado de S&o Paulo, considerada uma area endémica. Devido a existéncia
de espécies cripticas de Paracoccidioides, analises mais detalhadas nas
amostras de pacientes tornaram-se necessarias para uma melhor
compreensdo de distribuicdo e ocorréncia das espécies recentemente
descritas nessa regido, favorecendo uma possivel correlacdo entre os
grupos genéticos e caracteristicas micoldgicas e clinicas. Os objetivos
foram obtencdo de dados epidemioldgicos, geogréficos e clinicos dos

pacientes diagnosticados e tratados em um periodo de 10 anos, de 2004
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até 2014 em Botucatu, a partir da analise dos prontuarios médicos e
genotipagem as espécies clinicas presentes nas amostras desses
pacientes que foram aqui diagnosticados. Para a genotipagem, usamos
técnicas de extracdo de DNA, PCR e sequenciamento de trés genes alvo
(ITS, CHS2 e ARF). Identificamos que em Botucatu a forma clinica
prevalente foi a forma cronica (77,4%), mais comumente apresentada por
individuos do sexo masculino acima dos 40 anos de idade, fumantes e
etilistas. Identificamos que a maior parte dos pacientes, tanto da forma
aguda, bem como da forma crbnica, eram individuos auto declarados
brancos. Em relacdo a genotipagem das espécies presentes nessas
amostras, conseguimos identificar 44 amostras positivas. As sequéncias
dos genes alvo foram avaliadas no GenBank para certificacdo da presenca
de Paracoccidioides. As arvores filogenéticas foram construidas usando as
sequéncias de genes ITS, ARF e CHS2 e mostraram que 100% de nossas
amostras positivas pertenciam a espécie criptica S1. Esse € um dado
importante, demonstrando a possivel auséncia de outras espécies em
nossa regiao. Além disso, a observacao de que individuos brancos séo
mais acometidos pela doenca abre novas perspectivas de estudos sobre
uma possivel resisténcia de individuos pardos e negros contra o fungo.
Palavras-chave: Paracoccidioicomicose, Paracoccidioides brasiliensis,

Espécies Cripticas, Sequenciamento.
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ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis is a chronic granulomatous mycosis prevalent in
Latin America, that until recently it was believed to be caused only by
Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis). However, in 2006,
researchers described cryptic species: S1, PS2, PS3, and PS4. In 2009,
Paracoccidioides lutzii (PbO1-like) was described, and now, a new
nomenclature was proposed for the other different agents: P. brasiliensis
(S1), P. Americana (PS2), P. restrepiensis (PS3), and P. venezuelensis
(PS4). All these agents are thermodimorphic fungi that develop as yeast in
Vivo, in host tissues or in vitro cultures at 37°C in culture media. It also grows
as mycelium at room temperature ranging from 4 to 28°C. These species
are not uniformly distributed throughout Latin America, some are more
prominent in some regions than in others. The Hospital of Medical School of
Botucatu - UNESP, which is a paracoccidioidomycosis study pole, is in Sao
Paulo state midwest region, that is classified as an endemic area. Due to
the existence of cryptic species of Paracoccidioides, further analyses of
patient samples are needed for a better understanding the distribution and
occurrence of these recently described species in Botucatu region, that
could favor a possible correlation between genetic groups and mycological
and clinical characteristics. Given the importance of this disease to the
region, the aims of this study were to perform a retrospective
epidemiological, geographical and clinical study gathering information

available on medical records of patients treated in 10-year period from 2004
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to 2014 in Botucatu and to genotype the clinical species present in the
samples of our diagnosed patients. For the genotyping, it was used
techniques for the removal of the paraffin from slices of the biopsies,
followed by DNA extraction, PCR and sequencing of three target genes
(ITS, CHS2 and ARF). It was that the most prevalent clinic form in Botucatu
region is the chronic type (77,4%), most commonly presented in male
individuals over 40 years old, smokers and alcoholics. It was also
demonstrated that most of the patients, taking both clinical forms (acute and
chronic) in consideration, are individuals self-declared as white. From the
genotyping of species in the samples, we were able to find 44 positive
samples. All the sequences were compared at with sequences deposited at
GenBank to testify the presence of P. brasiliensis. The phylogenetic trees
were constructed using the sequences of ITS, ARF and CHS2 genes and
showed that 100% of our positive samples are from S1 cryptic species. This
is an important data, demonstrating the possible absence of other species
in our region. Moreover, the observation that white individuals are more
prone to Paracoccidioidomycosis opens new perspectives of studies about
a possible resistance of nonwhite individuals against the fungi.

Keywords: Paracoccidioidomycosis, Paracoccidioides brasiliensis, Cryptic

species, Sequencing.
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1. REVISAO DE LITERATURA

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma infeccéo fungica sistémica,
que induz uma resposta granulomatosa. A doenca é endémica na América
Latina e esta associada com ambientes rurais e atividades agricolas com
casos reportados da Argentina até o México, sendo os paises mais afetados
a Venezuela, Coldmbia, Brasil e Argentina. Os agentes etioldégicos sdo os
fungos pertencentes ao género Paracoccidioides e o Paracoccidioides lutzii,
que séo fungos termodimarficos que se desenvolvem a 37°C como levedura
in vivo, em tecidos do hospedeiro ou quando cultivados em meios de cultura
enriguecidos e, na forma de micélio (filamentosa), a temperatura ambiente
(4-28°C) [1-9].

No entanto, em 2006, pesquisadores [10] descreveram trés espécies
cripticas do P. brasiliensis: S1, PS2, PS3 e, posteriormente o PS4. Em
2009, o Paracoccidioides lutzii (Pb01-like) também foi descrito, e ano
passado, em 2017, uma nova nomenclatura foi proposta para esses
agentes etiologicos distintos: P. brasiliensis (S1), P. americana (PS2), P.
restrepiensis (PS3) e P. venezuelensis (PS4).

A paracoccidioidomicose afeta principalmente trabalhadores que
exercem fungdes ou atividades relacionadas ao manejamento de solo com
o fungo, como servigos agricolas em geral, preparacao de solo para cultivo,
terraplanagem, jardinagem e transporte de produtos vegetais. Em sua
maioria, 0s pacientes afetados com a PCM foram expostos, em algum

momento, a atividades agricola nas primeiras duas décadas de suas vidas,
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guando, mais provavelmente, adquiriram a infeccdo mesmo sem apresentar
sintomas [11-19].

Assim, a infec¢cdo acontece pela via respiratoria, pela inalacdo de
conidios, sendo a porta de entrada mais comum do fungo no corpo humano,
os pulmdes. Os esporos inalados atingem os alvéolos e os bronquiolos, e
assim dessas areas atingidas pelo fungo, esse se espalha pela via linfatica
para os linfonodos paratraqueais e parabronquiais 0 que dispara uma
resposta granulomatosa. Uma vez no pulméo, o micélio (forma infectante
inalada) sofre transformacéo para levedura (forma patogénica). As areas
afetadas inicialmente no pulméo e os linfonodos atingidos sdo conhecidos
como complexo primario [3, 20-22].

A PCM pode comprometer qualquer 6rgdo ou sistema, e varias
manifestacdes clinicas da PCM ja foram descritas baseadas em critérios
diferentes como topografia da leséo, histéria natural da lesdo, apresentacao
da severidade clinica e resultados de reacfes sorolégicas. A primeira
descricdo  foi realizada no International Colloquium on
Paracoccidiodomycosis que aconteceu em 1986 em Medelin, na Colémbia
[23, 24].

A resposta imune do paciente a infeccdo com Paracoccidioides sp.
que determina a progressdo da interacdo entre hospedeiro e parasita.
Quando a resposta imune é satisfatoria, 0 organismo impede a evolu¢éo da
doenca, durante a formacdo do complexo primério, e ao final ocorre a
regressao da resposta inflamatoéria, o que pode ser chamado de cura

espontanea. Pacientes com esses tipos de reacdo apresentam teste
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intradérmico positivo a paracoccidioidina, determinando a PCM infeccéo
[23, 25-28].

O fungo pode entdo, multiplicar-se e espalhar rapidamente via linfo-
hematogénica para varios 6rgaos e sistemas, determinando a PCM-doenca
que pode se apresentar de duas formas distintas [23, 29]. A forma
aguda/subaguda ou juvenil é responsavel por 5-25% dos casos e pode ser
mais frequente em algumas areas endémicas e pouco frequente em outras.
No Brasil, os estados do Maranhao, Minas Gerais, Para, Goias e Sdo Paulo
sdo os mais afetados com essa manifestacdo clinica [23, 30].
Predominantemente, a forma aguda afeta criancas, adolescentes e jovens
adultos, mas pode, esporadicamente, ocorrer em adultos com mais de 30
ou 40 anos. A incidéncia entre géneros tende a ser equilibrada
principalmente, entre os adolescentes [31-37].

Essa forma clinica evolui rapidamente e ocorre disseminacao para
multiplos érgdos e sistemas e, em geral, 0s pacientes sao diagnosticados
dentro de algumas semanas desde a apresentacao de sintomas. A maioria
deles envolvem o sistema fagocitico-mononuclear incluindo a presenca de
linfadenomegalia, o que pode apresentar supuragao, fistulizacdo e
hepatoesplenomegalia. Febre, perda de peso, anorexia podem
acompanhar o quadro clinico e sintomas como manifestacfes digestivas,
lesbes cutaneas, envolvimento osteoarticular, e, envolvimento pulmonar
também podem ocorrer raramente [35]. Um dado laboratorial importante é
a identificacdo de que ocorre em 30 a 50% dos pacientes, a eosinofilia

periférica e, as vezes pode ser tado significante, chegando a 70% dos
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leucdcitos periféricos do sangue do individuo [33, 34, 38].

A segunda forma clinica da PCM doencga € a forma crénica ou adulta,
sendo que a maioria dos casos (74-96%) se apresentam dessa forma.
Tipicamente, acomete adultos do sexo masculino (proporgédo de
homens/mulheres afetados 22:1) com idade entre 30 e 60 anos. A PCM
cronica tem desenvolvimento lento, podendo ficar anos sem manifestacao
de sinais clinicos, e muitas vezes, o paciente so € diagnosticado em exames
rotineiros de trabalho. Em 90% dos pacientes observa-se acometimento de
tecido pulmonar [35]. Depois dos pulmdes, os érgaos mais afetados pela
forma crénica sdo as mucosas da via aérea e digestiva e, também, a pele
[34].

Dependendo do equilibrio entre a reposta do hospedeiro, parasita e
ambiente, o fungo pode ficar latente por muitos anos, ocasionalmente, pela
vida toda. Porém, depois de um longo tempo, qualquer desequilibrio entre
esses fatores pode causar a reativacdo de fungos latentes, o que acaba
desencadeando a doenca. Devido ao grande numero de pacientes que
continuam exercendo as atividades agricolas mantendo-se em constante
contato com o solo ap0s a exposic¢éo inicial € dificil de avaliar a contribuicdo
gque uma nova reinfeccdo pode exercer no desenvolvimento da doenca
nessa populacao [3].

A predominancia de individuos do sexo masculino afetados em
relacdo aos do sexo feminino, da-se devido ao papel protetor do hormonio
feminino estrogeno, que inibe ou prejudica a transformacédo da forma

infectante (esporos ou conidios) para a forma patogénica (levedura), que
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ocorre no pulméao devido a alteracéo de temperatura [24, 39, 40]. Dada essa
predominéncia de casos ocorrendo em individuos do sexo masculino que
trabalham em atividades rurais e agricolas acometidos com a PCM, a
ocupacao também pode ser um fator que contribua para a baixa incidéncia
em mulheres [41].

A forma cronica pode ser leve, moderada ou severa [23]. Os casos
severos sdo definidos na presenca de trés ou mais desses critérios
descritos: perda de peso acima de 10% do peso normal; envolvimento
pulmonar intenso; envolvimento de outros 6rgdos tais como glandulas
adrenais, sistema nervoso e 0ssos; presenca de linfonodos afetados em
cadeia tanto superficiais ou profundos com forma pseudotumoral ou
supurativa; altos niveis de titulacdo de anticorpos. Também, os pacientes
gue possuem a forma mais severa da doenca apresentam instabilidade
clinica devido a insuficiéncia pulmonar, disfuncdo adrenal, sindrome
neurolégica ou abdominal aguda, e imunossupressédo [1]. As vezes,
pacientes manifestam sinais clinicos tanto da forma aguda/subaguda e da
forma crénica, dificultando a classificacdo exata da doenca. Esses
individuos apresentam também intensa supressao da imunidade celular e
podem ser classificados como portadores da PCM mista [42].

A PCM também pode se apresentar na forma residual, que sao
manifestagbes clinicas que provocam mudancas anatbmicas e funcionais
apos o tratamento. As sequelas sdo observadas em diversos 6rgaos, mas
aparece com maior incidéncia nos pulmdes, pele, laringe, traqueia,

glandulas adrenais, mucosas do trato aero digestivo superior e sistema
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nervoso central [43-45].

O diagndstico da PCM € baseado na identificagdo do Paracoccidioides
em amostras clinicas a partir de andlises histopatoldgicas. O fungo €
visualizado em microscopia 6tica simples, onde sua morfologia e sua
reproducao por brotamento exdgeno multiplo, tipico da forma parasitica do
fungo, permite sua identificacéo [46]. Testes sorolégicos para detecgéo de
anticorpos anti-P. brasiliensis (anti- Gp43) sdo Uteis para o diagnostico da
PCM e representa indicadores de severidade, e, também critérios para
monitoramento a resposta ao tratamento [47].

A glicoproteina gp43 (peso molecular 43kDa) € considerada o
antigeno imunodominante do Paracoccidioides brasiliensis e os pacientes
afetados pela paracoccidioidomicose apresentam altos indices de
anticorpos anti-gp43 o que diminui, na maioria dos casos, com a progressao
do tratamento da doenca [30, 48]. Batista Jr. et al. [35] testou por testes de
imunodifusdo que diferentes espécies de Paracoccidioides isoladas de
diferentes regi6es mostram diferencas em seus resultados soroldgicos,
produzindo uma alta frequéncia de resultados falso-negativos nesses
testes. Ha vérias explicacdes para essa inexatiddo, porém o preparado de
cultura fangica que é rico em gp43, apresenta uma alta variabilidade em
sua producéo dependendo da cepa/gendtipo de Paracoccidioides utilizada
[36, 37].

Um estudo feito por Machado et al. [49] avaliou 5 isolados de
Paracoccidioides spp., sendo 1 da espécie S1 (P. brasiliensis) proveniente

de Botucatu, 1 da espécie PS3 (P. restrepiensis) da Coldmbia e 3 da
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espécie P. lutzii provenientes da regido de Goias. Como diferentes espécies
produzem diferentes antigenos pela regido da gp43 e, sendo o anticorpo
pesquisado por testes sorologicos usados atualmente, essa provavelmente
deva ser a causa de resultados falso-negativos, ja que o antigeno utilizado
nos testes soroldgicos possa ndo ser reconhecido pelo anticorpo produzido
in vivo contra uma diferente espécie. Machado et al. [49] confirmaram a
dificuldade de estabelecimento de um teste de pesquisa de anticorpos
padronizado em um pais tdo grande como o Brasil, devido a alta taxa de
mutacdo comparada entre os isolados de Paracoccidioides, somadas a
menor producdo e maior variabilidade dessa glicoproteina no P. lutzii.
Porém, a especiacdo ndo € o unico evento que explica a variabilidade da
gp43, ha também variacbes da regido promotora do gene da gp43,
interferéncia de processos pos-transcricionais com splicing alternativo e
silenciamento por RNA de interferéncia [49], que acabam contribuindo para
essa problemética.

Em outra pesquisa, Carvalho et al. [50] observaram que a subespécie
PS2 (P. americana) mostrou baixa viruléncia quando inoculada em
camundongos B10-A por vias intraperitoneal, intratraqueal e intravenosa, o0
gue pode indicar uma relagdo com a regulacéo da gp43 observada em Pb03
(isolado de PS2); e que néo foi observada em Pb18 ou Pb339 (isolado de
S1), resultante de um choque térmico de calor & 42°C e uma alteracao de
temperatura para promover a transicdo de micélio para levedura.

Diferentemente, de outros fungos patogénicos, o P. brasiliensis e o P.

lutzii sdo susceptiveis a maioria dos agentes antifiUngicos, até mesmao,
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derivados da sulfonamida podem impedir seu crescimento. Apesar do fungo
apresentar resisténcias primaria e secundaria a medicamentos, varias
drogas antifungicas ja se mostraram efetivas no seu tratamento, como
derivados azélicos (cetoconazol, fluconazol, itraconazol, voriconazol,
posaconazol e isavuconazol) [51-56], derivados sulfonamidicos
(cotrimoxazol e sulfametoxazol), e anfotericina B para formas severas [57].

A predisposic¢éo racial ao desenvolvimento da PCM também né&o foi
esclarecida ainda. No entanto, uma andlise da micose em populacdo
miscigenada, realizada no sudeste do Brasil revelou que 84,4% dos
pacientes acometidos com a forma cronica sdo brancos, e mais
frequentemente, a populacédo de negros e pardos apresentam lesfes mais
disseminadas na forma aguda do que individuos brancos [4]. A associacao
dos sinais clinicos e sintomas da micose com etnia pode ser devido a
variacdo de constituicdo genética e possivelmente, discrepancias de
condi¢cBes de moradia, e, também tipo de resposta imune [4, 58, 59].

Bellissimo-Rodrigues et al [13] também observaram uma
predominéancia de pacientes brancos (79%) em seu estudo epidemiolégico
retrospectivo (1960-1999) dentro da amostragem de 1000 casos analisados
provenientes de Ribeirdo Preto, no sudoeste do Brasil. Os autores discutem
gue a origem étnica parece ndo estar associada a PCM, porque a
distribuicdo de pacientes € comparavel a populagdo da area de Ribeirdo
Preto em relacdo a cor da pele.

A paracoccidioidomicose é uma doenca com um impacto social

profundo ja que, como discutido, afeta em sua grande maioria, homens
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trabalhadores rurais em idade produtiva (30-50 anos de idade) impedindo-
os de retornar as suas fun¢gfes remuneradas [34, 42, 60].

Apesar de acometer individuos envolvidos em atividade do
agronegocio, que é a base da economia brasileira, a PCM ainda € uma
doenca negligenciada devido as seguintes caracteristicas: ocorre em
ambientes rurais; atinge desproporcionalmente uma populacdo de baixa
renda; perpetua o circulo vicioso da doenca entre pobreza e assisténcia
médica inadequada; ndo tem atencao de paises desenvolvidos; esta fora
do alcance do Fundo Global e seus programas relacionados; promove a
pobreza ao causar sequelas, 0 que provoca intenso impacto na
produtividade do individuo e na sua qualidade de vida; geralmente deixa o
individuo debilitado ou leva a 6bito; envolve pacientes que ndo possuem
condi¢cBes econdmicas de obter os medicamentos indicados; e, finalmente,
esses individuos afetados, tipicamente, demoram para procurar assisténcia
médica o que ocorre quando a doenca estad em estagio muito avancado [34,
38, 61].

O caréater casual e ndo repetitivo das observacdes, aliado as
dificuldades de isolamento ambiental, dificultam a exata localizacéo deste
patbgeno no ambiente. Além disso, a falta de surtos epidémicos, o
prolongado periodo de laténcia da doenca e frequentes migracbes das
populacfes de areas endémicas, impossibilitam a identificacdo dos locais
onde as infec¢bes foram adquiridas [34, 60, 62].

Existe um “certo consenso”, baseado, também, em outras micoses

sistémicas provocadas por fungos termodimorficos relacionados, em que o
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puimdo é o o6rgdo mais afetado, de que os fungos do género
Paracoccidioides vivam saprobioticamente no solo e/ou vegetais,
produzindo estruturas assexuadas na forma de conidios [63], os quais
seriam as responsaveis pela infec¢ao principalmente pelo trato respiratério
[64].

Assim, o solo € o habitat mais provavel do fungo como sugerido por
alguns isolados ambientais na Argentina, Venezuela e Brasil [18, 32, 65-
68]. Animais domésticos e selvagens podem fornecer marcadores
epidemioldgicos valiosos para a paracoccidioidomicose e pode contribuir
com pesquisas sobre o habitat dos fungos Paracoccidioides sp. [18, 33, 67,
68].

Os fungos do género Paracoccidioides spp. foram isolados de
algumas espécies animais, tais como o0 morcego, o tatu, o cachorro e o gato
[19, 67, 69, 70]. A infeccdo por esses agentes etiologicos também foi
avaliada por testes sorolégicos em animais domésticos e selvagens como
em cachorros, bovinos, ovelhas, cavalos, galinhas, tatus e macacos [33, 71-
78], e, também foi detectado por PCR Nested em varias espécies animais
[79, 80].

O tatu-galinha (Dasypus novemcinctus) é considerado um reservatorio
natural do P. brasiliensis [67, 81-84]. Aparentemente, tatus podem ser
infectados com diferentes gendétipos de Paracoccidioides spp, isolados de
diferentes 6rgdos e apresentando diferentes graus de viruléncia. No
entanto, informa¢des quanto aos polimorfismos genéticos foram restritos,

até agora, a amostras de isolados de alguns animais [85, 86]. Linhagens de
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Paracoccidioides spp, com morfologia tipica foram isolados de baco, figado
e linfonodos mesentéricos de dez tatus capturados nas cidades de
Botucatu, Pratanea e Manduri [18, 87], onde a paracoccidioidomicose €&
endémica [88]. Foi identificado que esses isolados foram capazes de causar
infeccdo em diferentes graus de viruléncia em hamsters [87].

Assim, todos os membros da familia Ajellomycetaceae, a qual inclui o
nosso fungo em questdo, e as espécies Blastomyces dermatitidis (forma
teleomérfica € o Ajellomyces dermatitidis), Histoplasma capsulatum (forma
teleomérfica é o Ajellomyces capsulatus), Emmonsia parva e o E. crescens
(forma teleomoérfica € o Ajellomyces crescens), devem ter evoluido em
associacdo com os hospedeiros vertebrados, apresentando uma fase
saprofitica no solo ou em fezes e uma fase parasitica no tecido do
hospedeiro [68, 89, 90].

A composicao genética do Paracoccidioides comecgou a ser estudada
a partir de alguns estudos de isolamento e caracterizacdo de mutantes. A
natureza multinucleada dos fungos, mesmo dos unicelulares, a forma de
levedura, que é a forma patogénica, foi apontada como a razdo pela
instabilidade fenotipica e o elevado numero das mutacdes convertidas em
mutantes in vitro [64, 91].

Com o desenvolvimento da eletroforese de campo pulsado (PFGE),
foi possivel a caracterizacdo gendmica, o mapeamento de genes e a
biotipagem epidemiolégica molecular de linhagens de microrganismos
refratarios a analise genética [92-95].

Montoya et al. e Cano et al. [96, 97] estudaram dez isolados, sendo
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dois isolados clinicos, que apresentavam as condi¢des de separacdo das
moléculas de DNA de tamanho cromossémico do Paracoccidioides,
utilizando técnica da eletroforese de campo pulsado. Montoya et al. [96],
em analise posterior, avaliando a tipagem cariotipica de cinco isolados
ambientais, observaram um discreto polimorfismo quando comparado aos
isolados clinicos. Os isolados ambientais se pareciam muito aos isolados
clinicos, que exibiam cinco bandas de DNA cromossémico idénticos, sendo
que, foram diferenciados apenas por uma pequena alteracdo na mobilidade
de duas bandas. Duas sondas foram mapeadas em chromo-blots e
concluiu-se que seria muito dificil correlacionar moléculas de DNA
cromossbmico e perfis cariotipicos de diferentes isolados de
Paracoccidioides sem fazer a sondagem com um painel de sequéncias e
genes especificos [97].

Outro estudo, publicado antes da descoberta das espécies do género
Paracoccidioides, que usaram marcadores moleculares RAPD, ja havia
separado um grupo de isolados da regido centro-oeste do Brasil do resto
dos isolados de P. brasiliensis. Esses isolados eram mais suscetiveis in
vitro ao sulfametoxazol e a trimetoprima, e, também produziram uma melhor
resposta in vivo do que os isolados de outras regides [98].

Assim, até 2006, acreditava-se que o0 género Paracoccidioides incluia
apenas uma espécie, o Paracoccidioides brasiliensis, como o agente
etiologico da paracoccidioidomicose. Nesse ano, Matute et al. [10]
descreveram a especiagao criptica do P. brasiliensis, por meio da andlise

de genealogia de multilocus demonstrando que a variabilidade genética do
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P. brasiliensis pode ir além de um simples polimorfismo intraespecifico,
caracterizando entdo, a presenca das espécies cripticas [10], ou seja,
espécies em divergéncia cujos caracteres fenotipicos até entdo conhecidos
ndo eram suficientes para distingui-las. Por intermédio da andlise por
concordancia de genealogia de genes foi possivel detectar essas trés
espécies cripticas: S1, PS2, PS3 e, posteriormente o PS4 [99]. Em 2009,
Teixeira et al. [100], a partir de analises filogenéticas de multilocus,
demonstraram a existéncia de um grupo geneticamente bastante divergente
de isolados de P. brasiliensis do complexo S1, PS2 e PS3, o Pb01-like,
proveniente da regido centro-oeste do Brasil que constitui na verdade uma
quarta espécie criptica, o Paracoccidioides lutzii.

Definir os limites das espécies € bem dificil em fungos. Varias
abordagens foram propostas usando parametros como caracteristicas
morfoloégicas isolamento reprodutivo [101-104] ou divergéncia genética
[105-108]. Atualmente, a unido de dados obtidos por testes moleculares
com caracterizacao morfoldgica e analises de genética de populacdes pode
revelar as descontinuidades genéticas. Por exemplo, as espécies que
diferem morfologicamente sdo mais provaveis de terem completado o
processo de especiacdo do que as espécies idénticas [31, 109, 110].

Portanto, nessa abordagem integrada, a estrutura filogenética revela a
existéncia de grupos potencialmente isolados. As diferencas fenotipicas
entre as espécies podem depois ser incorporados na descricao taxonémica.
As analises de genética de popula¢cdes determinam se as espécies cripticas

tiveram a oportunidade de se reproduzirem com outras, trocar genes e,



32
possivelmente, até fundirem-se em uma Unica linhagem. Isso pode
esclarecer as etapas nas quais as espécies divergem e descobrir a dinamica
evolucionaria do desenvolvimento morfolégico [111].

Assim, em 2017, Turissini e colaboradores [112] indicaram que as
quatro espécies de Paracoccidioides raramente trocam genes mesmo
sendo altamente simpatricos e, portanto, tendo menor chance de gerar
hibridos. Também demonstraram que o Paracoccidioides ndo € totalmente
clonal e as espécies podem trocar alelos, porém raramente o fazem.
Finalmente, apresentam que as quatro espécies do complexo diferem na
forma de levedura e que cada uma das espécies pode ser identificada
molecularmente e morfologicamente. Portanto, Turissini et al. [112]
propuseram o reconhecimento taxondmico das quatro espécies de
Paracoccidioides: Paracoccidioides brasiliensis para o S1, Paracoccidioides
americana para o PS2, Paracoccidioides restrepiensis para o PS3 e
Paracoccidioides venezuelensis para o PS4.

S1 (P. brasiliensis) € a espécie disseminada mais amplamente no
Brasil, na Argentina, no Paraguai, no Uruguai, no Peru e na Venezuela. O
PS2 (P. americana) ocorre no Brasil e na Venezuela em simpatria com o
S1, enquanto o PS3 (P. restrepiensis) é restrito a Colémbia e o PS4 (P.
venezuelensis) a Venezuela [99, 112-115]. O P. lutzii, ocorre
predominantemente, porém ndo exclusivamente, na regido centro-oeste do
Brasil [100].

Mesmo que ndo haja acordo se o S1, o PS2, o PS3 e 0 PS4 séo

variantes geograficas de uma s6 espécie [116] ou espécies distintamente
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separadas [10], essas subespécies e o P. lutzii sdo reprodutivamente
isoladas, como ja discutido acima [10, 100]. O isolamento reprodutivo e
genético € o primeiro passo na divergéncia das espécies [111], isso pode
levar a diferencas morfolégicas e fisioloégicas, com consequéncias
importantes para o diagnostico e tratamento da paracoccidioidomicose.

Com a constatacdo por métodos moleculares da existéncia de
espécies simpatricas de Paracoccidioides, tornam-se necessarias analises
de amostras de pacientes, para um melhor entendimento a respeito da
distribuicdo e ocorréncia dessas espécies em nossa regido e uma possivel
correlacdo entre grupo genético e caracteristicas micoldgicas e clinicas,
sendo a genotipagem de amostras clinicas do género Paracoccidoides sp.
uma importante contribuicdo para estudos epidemioldgicos e clinicos da
paracoccidioidomicose. A regido de Botucatu, onde se localiza a Faculdade
de Medicina de Botucatu (FMB/UNESP) é considerada uma area endémica
recebendo cerca de 15 novos casos por ano s6 no Servico de Moléstias
Infecciosas da FMB [47].

Dessa forma, com todo conhecimento acumulado até agora, torna-se
extremamente interessante a avaliagdo das diferentes espécies, nas
diferentes amostras coletadas de pacientes provenientes de diferentes
areas, e que foram atendidos no Hospital das Clinicas da Faculdade de

Medicina de Botucatu - UNESP.
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ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis is a chronic granulomatous mycosis most prevalent
in Latin America, that until recently was believed to be caused only by
Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis). However, in 2006,
researchers described three cryptic species: S1, PS2, PS3, and later, PS4.
In 2009, Paracoccidioides lutzii (Pb01-like) was described, and now, a new
nomenclature was proposed for the different agents: P. brasiliensis (S1), P.
Americana (PS2), P. restrepiensis (PS3), and P. venezuelensis (PS4).
These fungi are thermodimorphic fungi that develop as yeast in vivo, in host
tissues or in vitro cultures at 37°C. It also grows as mycelium at room
temperature ranging from 4 to 28°C. These species are not uniformly
distributed throughout Latin America, some are more prominent in some
regions than in others. Due to the existence of cryptic species of
Paracoccidioides, further analyses of patient samples are needed for a
better understanding the distribution and occurrence of these recently
described species in Botucatu region, that could favor a possible correlation
between genetic groups and mycological and clinical characteristics. The
Hospital of Medical School of Botucatu - UNESP, which is a
paracoccidioidomycosis study pole, located in Sdo Paulo State midwest
region, that is classified as an endemic area. Therefore, it was performed a
retrospective epidemiological, geographical and clinical study gathering
information available on medical records of patients treated in 10-year

period from 2004 to 2014 in the Hospital of Medical School of Botucatu —
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UNESP; and a genotyping analyzes of clinical specimens from these
patients that have been diagnosed and treated in our Hospital. For the
genotyping, the paraffin from slices of the biopsies was removed, followed
by DNA extraction, PCR and sequencing of three target genes (ITS, CHS2
and ARF). The sociodemographic data paired with clinical characteristics
demonstrated 177 patients with confirmed paracoccidioidomycosis by
histopathological tests. It was identified that most of the patients live in
Botucatu region; the prevalent clinical form was the chronic type (76,3%),
most commonly presented in male individuals over 40 years old, smokers
and alcoholics. It was also demonstrated that most of the patients, taking
both clinical forms (acute and chronic) in consideration, were individuals
self-declared as white. The genotyping of species in the samples
demonstrated 44 positive samples. All the sequences were blasted at
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi to testify the presence of P.
brasiliensis. The phylogenetic trees were constructed using the sequences
of ARF and CHS2 genes and showed that 100% of our positive samples are
from S1 cryptic species. This is an important data, demonstrating the
possible absence of other species in this Sdo Paulo State region. Moreover,
the observation that white individuals are more susceptible to
paracoccidioidomycosis opens new perspectives of studies about a possible

resistance of non-white individuals against the fungi.

Keywords: Paracoccidioidomycosis, Paracoccidioides brasiliensis, Cryptic

Species, Genotyping, Sequencing.
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AUTHOR SUMMARY

Paracoccidioidomycosis is a chronic mycosis prevalent in Latin America that
until recently was believed to be caused only by Paracoccidioides
brasiliensis (P. brasiliensis). From 2006 onwards, cryptic species were
described: S1, PS2, PS3, PS4 and Paracoccidioides lutzii (Pb01-like), in
2017, a new nomenclature was proposed for the different agents: P.
brasiliensis (S1), P. Americana (PS2), P. restrepiensis (PS3), and P.
venezuelensis (PS4). Knowing that more than one cryptic species could
coexist in some regions, aimed to identify those species in patients’ biopsies
samples for a better understanding of their distribution and occurrence in
our region, and possibly, a correlation between genetic group and
mycological and clinical characteristics. Given the formalin-fixed paraffin-
embedded tissue samples collection of PCM patients treated in the Hospital
of UNESP Medical School of Botucatu, we applied molecular techniques to
differentiate Paracoccidioides species in these biopsies. We showed that
the prevalent clinical form is the chronic type (76,3%), most commonly
presented in male individuals over 40 years old, smokers and alcoholics. It
was also demonstrated that most of the patients, taking both clinical forms
(acute and chronic) in consideration, are individuals self-declared as white.
We also demonstrated that 100% of our positive samples are from S1 cryptic
species. Besides, data demonstrating that white individuals are more
susceptible to Paracoccidioidomycosis open new avenues for the research

about the possible resistance of non-white individuals on PCM.
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INTRODUCTION

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic granulomatous disease
that affects mainly the lungs, being restricted to it or it can be disseminated
to any other organs through hematogenous lymph circulation resulting in
several different clinical manifestations. It is an endemic systemic mycosis
and most of the cases occurs in Brazil, Colombia, Venezuela and Argentina
[1-5]. Cases described in other countries outside Latin America occurred in
patients that previously lived in endemic areas [1-9].

The etiologic agents of PCM are the fungi encompassed in genus
Paracocidioides. They are thermodimorphic microorganisms that grow as
yeast in vivo, in host tissues or in vitro cultures at 37°C in enriched culture
media. They are also presented as mycelium at room temperature ranging
from 4 to 28°C [10-12].

Paracoccidioides brasiliensis was believed to be the sole etiologic
agent causing PCM, but studies of genomics and phylogeny pointed out that
there is more than one species able to cause this mycosis. In 2006, it was
described three cryptic species (S1, PS2, and PS3) and in 2009,
Paracoccidioides lutzii [13, 14]. Later, it was described a fourth cryptic
species, PS4 [15]. Recently, a new nomenclature for these species was
suggested as it follows: S1 (P. brasiliensis), PS2 (P. americana), PS3 (P.
restrepiensis), PS4 (P. venezuelensis) [16].

These species are not uniformly distributed in Latin America, some are

more prominent in determined regions than in others [12, 13, 15, 17-23]. S1
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(P. brasiliensis) is especially predominant disseminated in southeastern and
southern Brazil, Argentina and Paraguay; PS2 has a sporadic distribution
and is less frequently reported, within human cases being described in
southeast Brazil and Venezuela. PS3 and PS4 are exclusively endemic in
Colombia and Venezuela, respectively. P. lutzii is predominantly distributed
in Central and Amazon regions of Brazil and Ecuador [15, 23-26].

Defining species boundaries is a challenge in fungi. The most
commonly used parameters are morphological characteristics and,
sometimes, the competence to produce fertile offspring [27]. In fungi, these
characters that distinguish species are not simple to find and the species
may become genetically isolated before developing such characteristics
[28].

Matute et al. [13], described the speciation of Paracoccidioides spp.
using multilocus genealogy analyzes demonstrating that its genetic
variability could be more than just a polymorphism characterizing the cryptic
species. This means that their divergence was not explained by the known
phenotypic profiles, that could not distinguish the species. It was used 5
genes to make this distinction: CHS2 (chitin synthase), FKS (B-glucan
synthase), a-tubulin, ARF (adenyl ribosylation factor) and GP43
(immunodominant glycoprotein).

Even though there are no agreement if the cryptic species are just
geographic variants of the same species or totally distinct species, they are
reproductively isolated [13, 14]. Since the reproductive and genetic isolation

are the first steps on species divergence, it could lead to morphological and
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physiological differences with important consequences to the diagnostic and
treatment of PCM [28].

With the knowledge that more than one cryptic species coexists in
some regions, it was extremely valuable to analyze the presence of different
Paracoccidioides species in patient biopsies samples, for better
understanding of distribution and occurrence of these species in our area
and, also a possible correlation between genetic group and mycological and
clinical analysis. Given the formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissue
samples collection of PCM patients treated in the Hospital of UNESP
Medical School of Botucatu, this study sought to apply molecular techniques
to differentiate these Paracoccidioides species in stored patient biopsies
and analyze along with its clinical characteristics. Besides, it was performed
a retrospective epidemiological, geographical and clinical study gathering
information available on medical records of patients treated in 10-year

period from 2004 to 2014 in Botucatu.

MATERIALS AND METHODS

Study Setting, Data and Sample Collection

The Medical School of Botucatu (FMB) of Sado Paulo State University
(UNESP) is a public institution, considered the mycosis study pole, located
at Botucatu, a city located in midwest region of the Sdo Paulo State which
is classified as an hyperendemic area of this mycosis.

It was gathered 177 patients with confirmed PCM by histological
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analysis performed by the Pathology Department of UNESP Medical School
of Botucatu, in a period from 2004 to 2014. It was gathered their medical
records and tabulated a sociodemographic profile and clinical history of all
the 177 patients.

This research was conducted after approval from the Research Ethics
Committee of UNESP Medical School of Botucatu (Document number
670.776 from 06/02/2014). The Research Ethics Committee exempted the
need to use consent forms for our patients given the retrospective nature of
our study.

Later, it was requested the inclusion of a control group, with fresh
tissue samples collected from new patients treated in our hospital during the
year of 2017. This request was approved, and all these patients agreed to
participate by signing a consent form (document number 1.811.168 from
11/08/2016).

It was also gathered their medical records and charted a socio

demographic profile and clinical history of all the patients included.

DNA Extraction
The DNA extracted from 177 tissue samples embedded in paraffin
using techniques to dewax the tissue and used two different types of
commercially available kits, QIAmp DNA Mini Kit and QIAmp FFPE DNA
Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to manufacturer’s
instructions.

The samples were cut in microtome and it was used 3 portions 8um
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thick for blocks that showed a large portion of tissue and, used 5-7 portions
of 8um thick for blocks with a smaller tissue sample. The blades were
changed for each paraffin block to avoid contamination.

Once in Eppendorf tubes, the portions were submitted to xylol an
alcohol washes until the paraffin melted completely. From this point the
extraction was conducted according to manufacturer’s instructions. The
extracted DNA were quantified by spectrophotometry (Epoch Life Sciences,

Inc).

PCR Amplification of Target Genes ITS, ARF, CHS2 and Agarose Gel

Electrophoresis

For the genes PCR amplification, it was utilized a Nested PCR protocol
for the ITS gene that was used to certify the presence of P. brasiliensis. The
other two genes were amplified with common PCR protocol.

The primers used in this technique are displayed in table 1.

Table 1. Primers

Gene Primer Sequence (5-3") Amplicon Reference
ITS First PCR | ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 634bp [29]
ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG
ITS Nested PbITS-E GAGCTTTGACGTCTGAGACC 450bp [23]
Pb-ITST GTATCCCTACCTGATCCGAG
ARF Arf - Fwd TCTCATGGTTGGCCTCGATGCTGCC 407bp [13]
Arf - Rev GAGCCTCGACGACACGGTCACGATC
CHS2 CHS2 E2-4 Fwd | CTTAACGGTGCCTTCTTTGCGG 549bp [13]
CHS2 E2-4 Rev | GTGAAAGTATTGTTGCCCAGCG

Table 1: Primers used in PCR amplification for our target genes.

The master mix for the first PCR for the ITS gene consisted of 1x

Platinum Taqg DNA Polymerase 10 x buffer(Invitrogen), 1.5mM of MgCl2

(Invitrogen), 0.2mM of deoxynucleotides (Invitrogen), 0,6uM of each primer
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(ITS4 e ITS5) (Invitrogen), 1U of Platinum Tag DNA Polymerase (Invitrogen)
and 4pl of DNA on final volume of 25pl. It was incubated at 94°C form 5
minutes; 35 cycles of 95° for 1 minute, 53°C for 1 minute, 72°C for 1 minute
and a final extension at 72° for 5 minutes.

For the second (nested) PCR, the mixture was the same only using the
inner pair of primers (PBITS-E and PBITS-T) and 4ul of the first PCR on final
volume of 25ul and changing the annealing temperature to 54°C.

The master mix for the PCR for the ARF gene consisted of 1x Platinum
Taq DNA Polymerase 10 x buffer(Invitrogen), 1.5mM of MgClz (Invitrogen),
0.2mM of deoxynucleotides (Invitrogen), 0,6uM of each primer (ARF-FWD
e ARF-REV) (Invitrogen), 1U of Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen)
and 4ul of DNA on final volume of 25ul. It was incubated at 94°C form 5
minutes; 35 cycles of 95° for 1 minute, 57°C for 1 minute, 72°C for 1 minute
and a final extension at 72° for 5 minutes.

The master mix for the PCR for the CHS2 gene consisted of 1x
Platinum Taqg DNA Polymerase 10 x buffer(Invitrogen), 1.5mM of MgCl2
(Invitrogen), 0.2mM of deoxynucleotides (Invitrogen), 0,6uM of each primer
(CHS2 E2-4 Fwd e CHS2 E2-4 Rev) (Invitrogen), 1U of Platinum Taqg DNA
Polymerase (Invitrogen) and 4ul of DNA on final volume of 25ul. It was
incubated at 94°C form 5 minutes; 35 cycles of 95° for 1 minute, 55°C for 1
minute, 72°C for 1 minute and a final extension at 72° for 5 minutes.

The revelation of the PCR assays was performed using agarose gel
electrophoresis with agarose 2% gel electrophoresis using 1x TBE buffer

and the conditions were 90 volts for 45 minutes.



61

Purification and Sequencing of Target Genes ITS, ARF and CHS2

The purification performed in the product amplified from the extracted
DNA from FFPE tissue samples was the band cutting from agarose gel.
Using agarose gel at 1.5% concentration made with 1X TAE buffer and
excised the band with a scalpel. Then, it was used a protocol of freezing and
thawing to extract the DNA from the gel.

For the fresh tissue samples, ExoProStar 1-Step Enzymatic PCR and
Sequencing Clean-Up (GE Healthcare, Little Chalfont, United Kingdom) was
used according to manufactures instructions.

For the sequencing reaction, the master mix used consisted of 1.5ul of
Big Dye Terminator v3.1 5X Buffer, 1ul of Big Dye Terminator v3.1, 1pl of
primer, 4ul of purified product and 2.5pl of sterile water. The reaction is
performed separately for each primer (forward e reverse). The conditions
were 95°C for 1 minute; 40 cycles 95°C for 10 seconds, 50°C for 10 seconds
(temperature decrease 1°C per second), and 60° for 4 minutes.

The DNA precipitation protocol used was to add 50ul of ethanol, 2l of
sodium acetate (3M) and 2ul of EDTA (125mM) in each well. The plate is
incubated for 15 minutes without light incidence and centrifuged for 45
minutes at 2000xg at 4°C. After that, invert the plate and briefly centrifuge
at 200xg with the plate still inverted. Then, add 70pul of 70%ethanol in each
well and centrifuge for 15 minutes at 2000xg at 4°C. Again, invert the plate

and briefly centrifuge at 200xg with the plate still inverted. The excess of
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ethanol was dried in a thermocycler with the lid open at 90°C for 2 minutes.
For the denaturation process, it was added 10u! of formamide in each

well and incubate in a thermocycler for 3 minutes at 95°C. Put the plate on
ice right after for 2 minutes to perform the thermal shock. The plates were
read in a 3500 Series Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, EUA).

Sequences Analysis

The ITS gene sequences were compared with sequences deposited
at GenBank to testify the presence of Paracoccidioides sp. The ARF and
CHS2 genes sequences were used to construct the phylogenetic trees using
MEGA 7.0.

For the CHS2 and ARF gene phylogenetic trees, the evolutionary
history was inferred by using the Maximum Likelihood method based on the
Tamura 3-parameter model and 1000 copies of bootstrap. In the
phylogenetic trees, our samples sequences were compared with sequences

from S1, PS2, PS3 and Pb01-like deposited by Matute et al. [13].

Statistical Analysis
To check the normality of the data it was used the Kolmogorov-
Smirnov test. The sociodemographic and relevant clinical characteristics
such as gender, ethnicity, smoking and alcohol intake were analyzed using
the Fisher exact test. Statistical analysis was made with SigmaStat Software

version 3.1.
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CONCLUSION

In this study we identified that in our region, white individuals were
more affected by PCM than non-white ones. Also, it was obtained significant
results regarding the prevalence of species in Botucatu region, the S1
cryptic species was predominant. It was also shown that working with fresh
tissue collected from PCM lesions is much more effective for molecular
analysis than FFPE samples, which resulted in 100% of positivity. This kind
of analysis would enable the achievement of a more detailed
epidemiological background of the affected individuals in the Botucatu city

region.
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Conclusdo

Nesse trabalho, identificamos que na nossa regido de Botucatu,
individuos brancos foram mais afetados pela PCM que os negros e pardos.
Além disso, obtivemos resultados significantes em relacdo a prevaléncia
das espécies em nossa regido, mostrando que a espécie S1 (P. brasiliensis)
foi a Unica identificada nesse estudo. Também demonstramos que trabalhar
com tecido fresco coletados de lesdes de pacientes com PCM, que resultou
em 100% de positividade, e, portanto, € muito mais eficiente para analises

moleculares do que amostras fixadas em parafina.
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