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RESUMO

O fungo termodimdrfico Paraccocidiodes brasiliensis, em sua fase leveduriforme, é
o agente etioldégico de uma das mais importantes micoses sist€émicas da América Latina, a
paracoccidioidomicose. A doenca pode ser fatal em sua forma aguda, além de gerar, na
forma cronica, lesdes principalmente de ordem dermatoldgica e pulmonar. O fato de P.
brasiliensis ser considerado uma unica entidade bioldgica vem sendo questionado pelos
recentes achados de filogenia molecular. Atualmente acredita-se que P. brasiliensis seja um
complexo de quatro espécies cripticas, S1, PS2, PS3 e P. lutzii, sendo esta ultima a mais
distante filogeneticamente. E possivel que o fato esteja interferindo em aspectos
relacionados a doenga, como, por exemplo, a positividade do diagnostico soroldgico. Além
disso, tal especiacdo pode significar diferengas na biologia do fungo, em aspectos como sua
morfologia, fisiologia e ocupacdo de nichos ecologicos.

A primeira frente deste trabalho visou produzir e caracterizar antigenos a partir de
cepas pertencentes as diferentes espécies de P. brasiliensis, e avaliar o desempenho das
mesmas em testes de imunodifusdo (ID) contra pacientes das diferentes regides do Brasil.
Melhores resultados foram obtidos com o antigeno produzido por filtrado de cultura de um
isolado pertencente ao grupo PS3, o qual apresentou altas taxas do antigeno
imunodominante, a glicoproteina gp43, detectdvel por SDS-PAGE, e apresentou boa
positividade nas IDs quando cruzados com soros de pacientes da regido de Botucatu,
reagindo inclusive com alguns soros falso-negativos para o antigeno considerado padrio,
produzido pela cepa B-339. Entretanto, este antigeno, bem como outros aqui avaliados, ndo
foi capaz de apresentar desempenho satisfatorio frente a soros de pacientes da Regido
Centro-Oeste, justamente os que apresentam maiores taxas de negatividade, provavelmente
por serem infectados por P. lutzii. A andlise in silico do exon 2 do gene codificador da gp43
indicou que este gene estd sofrendo sele¢do purificadora tanto no grupo P. brasiliensis
(gendtipos S1, PS2 e PS3), quanto em P. /[utzii; indicou também uma maior taxa de
mutagdes ndo-sindnimas e conseqiiente maior variabilidade da molécula em P. lutzii, o que
poderia gerar respostas mais varidveis a este antigeno nos pacientes infectados por este

genotipo.



A segunda frente do trabalho procurou avaliar a resposta das diferentes espécies em
relacdo aos fatores estressantes, como concentragcdes salinas crescentes e pH 4cido,
relacionados aos ambientes saprobidtico e de parasitismo do fungo, respectivamente.
Embora os isolados da espécie P. [utzii parecem ser mais afetados pelo estresse salino do
que os de P. brasiliensis, ndo foi possivel diferenciar entre estas duas espécies por este
fator, devido uma intensa variagdo entre os isolados, mesmo os pertencentes a mesma
espécie. Em relacdo a acidificacdo do substrato, observou-se também um intensa variag@o
intra-especifica, com alguns isolados suportando e se desenvolvendo em valores de pH
considerados bem baixos, como 3,8, o que pode ser uma caracteristica importante na

adaptagdo do fungo aos seus nichos e possivel sobrevivéncia no trato gastrointestinal de

mamiferos.



ABSTRACT

The thermo-dimorphic fungus Paraccocidiodes brasiliensis is the causative agent of
paracoccidioidomycosis, one of the most important systemic mycosis in Latin America.
The disease can be fatal in its acute form, besides causing important lesions especially in
lungs and skin when occurs in its chronic form. The fact that P. brasiliensis is considered a
single biological entity has been challenged by the recent findings in molecular
phylogenetics. Currently, it has been observed that P. brasiliensis is a complex of four
cryptic species, S1, PS2, PS3 and Pb01-like, which is the most distantly related, being
proposed as new formal species, P. [utzii. It is possible that these facts are interfering with
the host/pathogen interactions, as well as with the results of serological diagnosis.
Furthermore, this speciation could reflect differences in the biology of the fungus,
especially on their morphology, physiology and occupation of ecological niches.

The first approach of this work was to produce and characterize antigens from
strains belonging to different species of P. brasiliensis, and evaluate their performance in
immunodiffusion tests (ID) against sera of pacients from different regions of Brazil. The
better results were obtained with the antigen produced by culture filtrate of an isolate
belonging to the PS3, AgEpm83, which showed high positivity rates in IDs, against sera of
patients from Botucatu. This antigen, in addition, presented high levels of the glycoprotein
gp43, the immunodominant component, detectable by SDS-PAGE. However, this antigen,
as well as other here evaluated, was unable to provide satisfactory performance against the
sera of patients from the Brazilian Midwest Region, probably because they are infected
with P. [utzii isolates. The in silico analysis of exon2 of the gene that encodes gp43
indicated that this gene is under purifying selection both in P. brasiliensis group (genotypes
S1, PS2 and PS3) and in P. [lutzii. The analysis also indicated a higher rate of non-
synonymous mutations and consequently higher variability of this antigen in P. /utzii, witch
could contribute to a variable response to this antigen in patients infected by this genotype.

The second approach of the study was to evaluate the response of different species
in the presence of two stressing factors: increased salt concentrations and acid pH, related
to the saprobiotic and parasitism phases of the fungus, respectively. Although P. lutzii

isolates seem to be more affected by salt stress than P. brasiliensis ones, it was not possible



to differentiate these two species by this factor, because it was occurred a high variation
among isolates belonging to the same species. Concerning the response to the substrate
acidification, an intense intra-specific variation was also observed, with some isolates
supporting very low pH, such as 3.8. This fact can be an important feature in the adaptation

of the fungus to its ecological niches and surviving in the mammals’ gastrointestinal tract.



1. INTRODUCAO

1.1 O fungo Paracoccidioides brasiliensis e a paracoccidioidomicose

O fungo Paracoccidioides brasiliensis pertence ao filo Ascomycota, embora sua
fase teleomorfica sexuada ndo tenha sido ainda observada (UNTEREINER et al., 2004). Os
ascomicetos sdo caracterizados pela presenga do asco, estrutura resultante da reproducao
sexuada. Muitas espécies pertencentes a este grupo estdo presentes no cotidiano da
populagdo de diversas formas, incluindo a produgdo de alimentos e de medicamentos. Por
outro lado, o Filo também contém espécies causadoras de doengas em humanos e outros
organismos, entre elas Aspergillus flavus e Candida albicans. P. brasiliensis ¢ o fungo
causador da paracoccidioidomicose (PCM), uma das mais importantes micoses sistémicas
da América Latina sendo endémica do México até a Argentina (BRUMMER et al., 1993).
Como a PCM nao ¢ uma doencga de notificagdo compulsoria, ¢ dificil precisar sua real
prevaléncia. Apesar disso, sabe-se que a maioria dos infectados ¢ do sexo masculino e
trabalhadores rurais do Brasil, Colombia e Venezuela. Em regides altamente endémicas, a
incidéncia estimada anual da PCM ¢ de 1 a 3 casos em 100.000 habitantes (WANKE e
LONDERO, 1994). Segundo Coutinho et al. (2002), a taxa média de mortalidade anual no
Brasil no periodo de 1980 a 1995 foi de 1,45 por milhdo de habitantes. No estado do
Parand, no periodo de 1980 a 1998, a mortalidade média anual foi ainda maior chegando a
3,48 por milhdo de habitantes (BITTENCOURT et al., 2005). A importancia da PCM ¢
evidenciada pelo fato de ser a quinta maior causa de mortalidade entre doengas infecciosas
cronicas e a maior entre as micoses sistémicas.

Este patdgeno tem como caracteristica o termodimorfismo, sendo encontradas duas
formas de vida. A temperatura ambiente (18 a 23°C), o fungo apresenta-se na forma
miceliana, enquanto no hospedeiro, a 37°C, na forma de levedura (LACAZ et al., 1994).

A principal caracteristica morfologica da levedura de P. brasiliensis ¢ a presenca de
brotamentos periféricos a célula-mée, gerando uma estrutura semelhante a uma roda-de-
leme. Macroscopicamente, as colonias leveduriformes sdo ovaladas ou alongadas,
enrugadas e de cor creme. Ja as colonias micelianas sdo brancas, pequenas, irregulares e

dotadas de um micélio aéreo. Suas hifas sdo delgadas e septadas, podendo apresentar

10



esporos de resisténcia ambiental denominados clamiddsporos intercalares (FRANCO et al.,
1989; LACAZ et al., 2002).

Na forma miceliana, P. brasiliensis vive saprobioticamente no solo. Nesta forma, o
fungo produz propagulos como os artroconidios ou aleuroconideos, que em temperatura
adequada dao origem as células leveduriformes (LACAZ et al., 2002). Provavelmente, a
infeccdo do fungo pelos humanos se da pela inalacdo desses propagulos, como ja
comprovado em modelos animais (McEWEN et al., 1987). E possivel que outras portas de
entrada para o fungo sejam a pele lesionada e mucosa do trato gastrointestinal
(PALMEIRO et al., 2005). O fungo também ja foi detectado e isolado de cdes (RICCI et
al., 2004; FARIAS et al., 2005) e tatus Dasypus novemcinctus (NAIFF et al. 1986;
BAGAGLI et al.,, 1998; BAGAGLI et al., 2003), sendo esses ultimos considerados
reservatorios da espécie.

Os fatores que determinam a evolu¢do da infec¢do sdo principalmente a viruléncia
do fungo, a quantidade de esporos inalados e a integridade do hospedeiro (PALMEIRO et
al., 2005), podendo gerar a forma sintomatica da PCM. A infec¢do primaria por P.
brasiliensis se dd no pulmido, onde sdo gerados granulomas a fim de impedir a
disseminagdo do patdgeno (ROMANI, 1997; FRANCO et al., 1994). A manifestagdo da
doenca pode se dar na forma aguda em criancas ou jovens de ambos 0s sexos ou na forma
cronica, geralmente em adultos do sexo masculino (RESTREPO et al., 1984). Esta forma
da doenga ¢é caracterizada por um longo periodo de laténcia e formagdo de nodulos
fibréticos nos tecidos, principalmente o pulmonar, causando problemas no funcionamento
do orgdo. Ja na forma aguda da doenga, a evolugdo € rapida e pode afetar o funcionamento
da medula 6ssea e o sistema reticuloendolial, podendo ser fatal (FRANCO et al., 1987).

Quando ocorre a disseminacdo do fungo no organismo, podem surgir lesdes nas
mucosas, pele, linfonodo, glandulas adrenais, baco e figado. As lesdes mais freqiientes
acontecem nos labios, soalho da boca, lingua, faringe e bochechas. O paciente pode ainda
se queixar de insonia, debilidade, inapeténcia, disfagia, dispnéia, tosse, hemoptise, febre,
perda de peso, prurido e ardor (PALMEIRO et al., 2005).

O diagndstico de certeza da paracoccidioidomicose ¢ a demonstracdo direta do
fungo. Entretanto, muitas vezes o estado fisico e clinico do paciente impede a coleta de

material biologico necessario para tal procedimento (FERREIRA-DA-CRUZ et al., 1990).
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Dessa forma, as técnicas de pesquisa de anticorpos e antigenos t€ém importante papel no
diagndstico da paracoccidioidomicose (FRANCO et al., 1994), sendo largamente utilizadas
no diagnostico de rotina. Além disso, os exames sorologicos demandam menor tempo que
exames de cultura e histopatoldgico (LACAZ, 2002) e podem ser utilizados para monitorar
a infec¢@o durante o tratamento (SALINA et al., 1998).

O método imunoldgico empregado na rotina dos laboratdrios clinicos ha meio
século (FERRI, 1961) ¢ a imunodifusdo dupla por ser uma técnica de baixo custo
operacional, pratica, e de sensibilidade relativamente alta. Além disso, a técnica permite o
monitoramento da doenga e a eficdcia do tratamento, através do acompanhamento da
diminui¢do dos titulos de anticorpos especificos (ELIAS-COSTA et al., 2000; BLOTTA e
CAMARGO, 1993; MENDES-GIANNINI et al., 1990).

O tratamento da PCM apresenta uma série de dificuldades e mesmo quando
curados, os pacientes podem apresentar sequelas dermatoldgicas e de ordem respiratoria,

agravando o impacto social da doenga (FRANCO et al., 1994).

1.2 Variabilidade genética e espécies cripticas em Paracoccidioides brasiliensis

O agente etiologico da PCM foi observado pela primeira vez por Adolfo Lutz, em
1908, a espécie descrita inicialmente como Zymonema brasiliensis, por Alfonso Splendore,
em 1912, mais tarde renomeado como P. brasiliensis por Floriano de Almeida, em 1930, e
permanecendo assim como uma unica entidade bioldgica, fato que vem sendo agora
questionado, devido os recentes achados de filogenia molecular. A diferenciagdo de
espécies dentro do reino Fungi ¢ dificultada pelo fato de algumas vezes diferentes espécies
filogenéticas ndo apresentarem caracteres morfoldgicos que as diferenciem. Desta forma,
estudos utilizando ferramentas genéticas tornam-se essenciais para a diferenciacdo dentro
deste grupo.

A partir de 1995, iniciaram-se estudos de variabilidade genética de P. brasiliensis
com o uso de RAPD (SOARES et al., 1995; CALCAGNO et al., 1998; MOLINARI-
MADLUN et al., 1999; HAHN et al., 2002; HAHN et al., 2003), RFLP (NINO-VEGA et
al., 2000), cariotipagem (MONTOYA et al.,1997; CANO et al., 1998; MONTOYA et al.,
1999) e microssatélites (NASCIMENTO et al., 2004). Todos esses trabalhos demonstraram
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que hd uma grande variabilidade genética entre diferentes isolados desse fungo e alguns
sugerem que os grupos geneticamente isolados tenham diferencas em relag@o a viruléncia
(MOLINARI-MADLUN et al.,, 1999), resisténcia a drogas (HAHN et al.,, 2003) e
correlagdo com origem geografica (CALCAGNO et al., 1998; NINO-VEGA et al., 2000).

Além de observarem uma extensa variabilidade genética dentre os isolados do
patogeno, através de analises de polimorfismos de seqiiencias génicas, Matute et al. (2006)
estabeleceram ainda que existem pelo menos 3 espécies cripticas em P. brasiliensis tendo
ocorrido dois eventos de especia¢do. Dessas 3 espécies, uma ¢ considerada parafilética (S1)
e as outras duas monofiléticas (PS2 e PS3). S1 (contendo isolados do Brasil, Argentina,
Peru, Paraguai e Venezuela) e PS2 (isolados do Brasil e Venezuela) ocorrem dentro de uma
mesma area geografica, sendo consideradas espécies simpatricas, enquanto PS3 estd restrita
ao territdrio colombiano.

Recentemente, Carrero et al. (2008), ao analisarem arvores filogenéticas de genes
codificadores de proteinas, propuseram a existéncia de uma quarta espécie constituida por
isolados (Pb01 e IFM 54648) que ndo podem ser agrupados com nenhuma das outras 3
espécies. Os autores postulam ainda que os ramos que separam estes isolados sdo maiores
que os que isolam as trés espécies cripticas ja conhecidas, ou seja, esta espécie ¢ muito
divergente quando comparada as demais. O isolado PbOl também foi analisado por
Theodoro et al. (2008a) em relag@o ao intein PRP8 e em comparagdo com outros isolados.
Como tal isolado ndo parecia se agrupar a nenhum dos grupos pré-existentes, tal fato
corroborou a existéncia de uma nova espécie. Por ser o Pb01 alvo de estudos ha vérios anos
e de grande importancia filogenética, o grupo de isolados semelhantes a ele vinha sendo
denominado Pbh01-like.

Teixeira et al.(2009) identificaram 17 novos isolados Pb0!-like, sendo todos eles da
Regido Centro-Oeste brasileira. Estes autores sugerem que o evento de especiacdo entre
Pb01-like e as espécies S1, PS2 e PS3 ocorreu por volta de 32 milhdes de anos atras. Além
disso, os autores discutem a necessidade de uma descri¢cdo formal de pelo menos uma nova
espécie dentro do género Paracoccidioides, onde o clado Pb0I-like seria denominado P.
lutzii em homenagem ao médico micologista Adolfo Lutz que descreveu morfologicamente
P. brasiliensis. Salgado-Salazar et al. (2010) analizaram genes mitocondriais e apoiaram a

descricdo formal de uma segunda espécie a ser denominada P. [utzii. Entretanto, os autores
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ndo concordam em definir os grupos S1, PS2 e PS3 como espécies diferentes. Para tanto, ¢
argumentado que a distdncia genética que separa os trés grupos € pequena se comparada
com a que separa P. [utzii destas. O fato de S1 ser um grupo parafilético, tendo alguns dos
seus isolados agrupados com cepas dos outros 2 grupos, também dificultaria o
reconhecimento dos mesmos como espécie. Portanto, a especiacdo entre S1, PS2 e PS3 ndo
obedece aos critérios de reconhecimento de espécie filogenética por eles utilizados. Por tais
motivos, € sugerido que apenas P. /utzii seja uma espécie diferente e os outros grupos sejam
considerados variantes geograficas.

O fato ¢ que realmente ocorreu especiagdo dentro do género Paracoccidioides e que
a espécie P. [utzii esta em vias de ser descrita formalmente (Teixeira et al., in press). Por
tais motivos, o grupo Pb0I-like, ja é denominado neste texto como P. [utzii. Entretanto, os
outros grupos (S1, PS2 e PS3) também sdo tratados como diferentes espécies cripticas em

razdo das publicagdes anteriores que evidenciam o fato.

1.3 Variacio antigénica e seus significados no diagnostico sorologico

A glicoproteina gp43, de peso molecular de 43 kDa, é o antigeno imunodominante
em P. brasiliensis. Acreditava-se que a gp43 fosse um fator de viruléncia, provavelmente
possuindo propriedades proteoliticas sobre o colageno, a elastina e a caseina (MENDES-
GIANNINI et al., 1990a). Entretanto, essa fung@o proteolitica da gp43 ndo foi confirmada e
estudos mais recentes indicam que essa molécula exerce o papel de adesdo a laminina
(VICENTINI et al., 1994; GESZTESI et al., 1996; MENDES-GIANNINI et al., 2006).
Pacientes acometidos com forma severa da PCM apresentam altas doses de anticorpos anti-
gp43, que tendem a diminuir com o tratamento da doenga (BLOTTA e CAMARGO, 1993;
MENDES-GIANNINI et al., 1990b).

Um correto entendimento da dimensdo da variabilidade do gene da gp43, em P.
brasiliensis e sua estrutura populacional, em particular sobre o numero de espécies
existentes e sua distribui¢do, ¢ importante ndo apenas em seus aspectos académicos, mas
também aplicados. Estes fatos podem ser relevantes na interacdo do patégeno com o

hospedeiro, na determinagdo das diferentes manifestacdes clinicas da doenga, resposta aos
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tratamentos e também interferir fortemente nos resultados soroldgicos para o diagndstico da
doenga.

Ha relatos que sugerem que a gp43 tem grande importancia imunoldgica em alguns
isolados, porém em outras cepas seu efeito imunologico pode ndo ser tdo determinante. Ao
analisar os antigenos produzidos a partir dos isolados B-339 e 550B, Batista Jr. et al (2010)
perceberam que o primeiro isolado produzia altas taxas da gp43, com uma banda bastante
evidente no SDS-PAGE realizado. Em contrapartida, essa banda ¢ inexistente no filtrado de
550B, enquanto uma banda de 60kDa ¢ a mais evidente. E importante lembrar que B-339 ¢
pertencente a espécie S1, enquanto o 550B ¢ oriundo da Regido Centro-Oeste, onde ocorre,
segundo Teixeira et al. (2009), principalmente a espécie P. [utzii. Além disso, um niimero
importante de casos confirmados de PCM, originédrios principalmente dessa regido do
Brasil, apresentam sorologia negativa (Dra. Adriana Vicentini, Instituto Adolfo Lutz; Dr.
Bodo Wanke, Instituto Oswaldo Cruz, comunicag¢do pessoal). Um outro dado muito
interessante refere-se ao paciente infectado com o isolado IFM 54648, o qual comprovou-se
também pertencer ao grupo P. /utzii. Este paciente, no entanto, é proveniente do estado do
Parana e menciona também ter morado no Municipio de Botucatu (TAKAYAMA et al.,
2009). A forma clinica apresentada ¢ a cronica multi-focal (forma adulta cronica) e sua
sorologia avaliada em 5 diferentes amostras, por imunodifusdo, apresentaram-se todas
negativas frente ao antigeno considerado padrdo, produzida pelo isolado B-339. O motivo
da ocorréncia de diagnoésticos falso-negativos nestes pacientes muito provavelmente esta
relacionado ao fato de que as espécies normalmente empregadas na produg@o de antigenos
para os testes soroldgicos pertencem principalmente ao grupo S1.

Além do nivel de expressdo ser varidvel, a gp43 possui diferentes isoformas
(PUCCIA et al., 1986; MOURA-CAMPOS et al., 1995). Essas isoformas provavelmente
estdo relacionadas a grande variabilidade de seu gene, estudada por Morais et al. (2000). As
diferentes espécies cripticas possuem sitios polimdrficos unicos (SNPs) caracteristicos
nesse gene, evidenciando uma variagdo inter-especifica, que pode ser empregada para o
reconhecimentos das espécies (THEODORO, 2010).

Matute et al. (2008) ao compararem o gene da gp43 de 2 isolados P. brasiliensis
(Pb18 e Pb01) com um ancestral hipotético comum observaram que 0 mesmo encontra-se

sob um processo de sele¢do positiva. Em outras palavras, o gene da gp43 estaria sofrendo
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uma pressdo evolutiva a fim de aumentar sua diversidade através de um nimero maior de
mutagdes ndo sindnimas em relacdo as sinonimas. Os autores também observaram o
aumento de diversidade em outros genes considerados importantes na infec¢do, enquanto
que genes com outras funcdes apresentaram reagdo oposta, ou seja, maior nimero de
mutagdes sinonimas. Tal fato levou, portanto, os autores acreditarem que o aumento de
variabilidade em genes “de viruléncia” seria um mecanismo de escape a resposta imune do
hospedeiro. Neste sentido, parece ser particularmente interessante analisar se os dois grupos
(complexos P. brasiliensis e P. lutzii) estdo sofrendo o mesmo tipo de pressdo evolutiva em
relagdo ao gene da gp43, principalmente para melhor avaliar o papel da glicoproteina gp43
na interagdo com o hospedeiro, j& comprovada, como dito anteriormente, antigeno

imunodominante no grupo P. brasiliensis, porém ainda ndo observada no grupo P. [utzii.

1.4 Variabilidade em P. brasiliensis em relacio a outros fatores

Apesar da grande variabilidade genética encontrada entre as espécies cripticas de P.
brasiliensis, ainda ndo ¢ claro como esses diferentes grupos diferem em caracteristicas
como viruléncia, potencial em gerar resposta imune no hospedeiro e patogenia da PCM,
bem como diversas outras caracteristicas bioldgicas, como fisiologia, morfologia € mesmo
aspectos ecoldgicos.

Ao estudar a dindmica da infec¢do causada por isolados S1 e PS2 em ratos B10.
Carvalho et al. (2005) verificaram que a espécie criptica PS2 causa uma resposta imune
diferenciada no hospedeiro, do tipo Thl, o que previne a progressdo da PCM, podendo este
grupo ser considerado menos virulento. Entretanto, isolados deste grupo apresentaram-se
bastante virulentos em outros modelos experimentais, como em Hamster pela via
intratesticular (HEBELER-BARBOSA et al, 2003) e camundongos sui¢os “outbreds”
(KUROKAWA et al., 2005).

Algumas diferencas morfoldgicas e biologicas entre as espécies cripticas de P.
brasiliensis comegam a ser elucidadas. Theodoro et al. (2005 e 2008b) observaram que PS2
tende a apresentar células leveduriformes mais alongadas e transi¢do micélio-levedura mais
lenta que S1. Além disso, Tergarioli et al. (2007) observou que a espécie criptica S1 produz

maior quantidade de conidias que PS2. E provavel que esta seja a causa de observarmos um
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numero maior de infeccdes por S1 em regides que ambas espécies co-existem
simpatricamente (BAGAGLI et al., 2008).

Paniago et al. (2003) observaram que a propor¢do entre casos agudos/subagudos e
cronicos da PCM varia de acordo com a regido estudada. Em seu estudo realizado no estado
de Mato Grosso do Sul a porcentagem da ocorréncia de casos agudos/subagudos foi de
15,4%, caracterizando perfil semelhante aos dos estados de Sao Paulo e Rio de Janeiro
(VALLE et al., 1993). Porém, esta ocorréncia relativa foi maior que as observadas em
outros paises sul-americanos (RODRiGUEZ e PINATE, 1966; GIRALDO et al., 1976;
CONTI-DIAZ e CALLEGARI, 1979; RONQUILLO, 1983) e nos estado do Rio Grande do
Sul (LONDERO e RAMOS, 1990) e menor do que nos estados de Goids (BARBOSA,
1968), Minas Gerais, Maranhdo e Pard (VERAS, 1995). Embora a correta distribui¢@o
geografica das diferentes espécies cripticas do P. brasiliensis ainda ndo seja totalmente
conhecida, tais dados sugerem ndo somente uma regionalizagdo de diferentes perfis da
PCM, como também dao indicios que as diferentes espécies cripticas presentes nas regides

estudadas possam ser responsaveis por diferencas na forma de manifestacdo da doenga.

1.4.1 Fatores estressantes

Diferencas nas respostas a alguns fatores ambientais, potencialmentes estressantes
ao patogeno, podem ser consideradas 6timos marcadores fisiologicos entre espécies,
especialmente quando esses agentes estdo relacionados ao habitat e ao nicho ecologico
ocupados pelos organismos em questdo. Este aspecto vem sendo observado em
Coccidioides immitis e C. posadasii, cujos estudos sobre diferenciagdo das espécies com
métodos moleculares serviram de exemplo para o que vem sendo feito mais recentemente
com o P.brasiliensis. Apos a diferenciacdo das duas espécies pelas técnicas moleculares
pode-se observar, por exemplo, que a espécie C. posadasii apresenta um crescimento
significativamente menor do que a espécie C. immitis quando cultivado em meios com altas
concentragdes de cloreto de sodio (FISCHER et al., 2002). Cordeiro et al. (2006)
analisaram as taxas de crescimento de isolados do género Coccidioides da regido nordeste
do Brasil, em diferentes niveis de pH, NaCl e temperatura e na presenca de alguns

aminodcidos. O estudo permitiu um importante avanco na compreensdo da ecologia de
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Coccidioides spp. uma vez que os resultados obtidos nos experimentos in vitro foram
correlacionados com o habitat do género na fase vegetativa. No entanto, estes autores nao
correlacionam seus dados com a espécie de Coccidioides local, provavelmente C.
posadasii.

Da mesma forma que o ambiente saprobidtico, o “ambiente hospedeiro” também
apresenta importantes fatores de estresse ao patdgeno, particularmente aqueles
representados pela resposta imune do hospedeiro, como a producdo de H,O,, NO, e niveis
de pH (McEWEN et al., 1984; CARMO et al., 2006; MOREIRA et al, 2008). Kamei et al.
(1992) relacionaram o nivel de sintese protéica de Histoplasma capsulatum com
mecanismos de defesa dos organismos infectados por esse patogeno. Os agentes
estressantes utilizados foram calor (40°), pH 4 ¢ 3 mM de H,0,, que agem mimetizando
respectivamente o aumento da temperatura em infecgdes, o meio acido dentro do
fagolisossomo e produtos téxicos liberados pelo hospedeiro. Foi observado um aumento no
nivel de produgdo de proteinas constitutivas nessas situacdes de estresse, fato que foi
relacionado ao aumento de viruléncia. Além disso, existem relatos de recuperacdo do P.
brasiliensis nas fezes, apOs passagem pelo trato gastrointestinal de hamsters e
camundongos (Dra. Ayako Sano, ndo publicado) a despeito do pH acido estomacal, dentre
outros fatores. Tal fato ndo ¢ observado em C. immitis e C. posadasii (Dr. Karl Clemons,
informacdo pessoal). Enquanto P. brasiliensis se desenvolve em solos com caracteristicas
mais acidas, C. immitis e C. posadasii apresentam como habitat o solo alcalino.

E importante frisar que estudos relacionados a agentes estressantes em P.
brasiliensis devem levar em consideragdo fatores inerentes ao ambiente saprobidtico e ao

hospedeiro, uma vez que parte do ciclo de vida ¢ parasitaria e outra parte ¢ de vida livre.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Contribuir para uma maior diferenciacdo das espécies que compde o complexo P.

brasiliensis.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar o perfil de antigenos produzidos a partir de isolados das diferentes
espécies e sua eficiéncia em testes de imunodifusdo com soros de pacientes provenientes da
area endémica de Botucatu e da regido Centro-Oeste do Brasil;

- Analisar o perfil de selecdo para o gene PbGP43, com base na razdo entre
substituicdes sindnimas e ndo sindnimas, para o complexo P. brasiliensis e P. lutzii.

- Comparar as espécies cripticas de P. brasiliensis em relagdo as respostas a alguns
fatores estressantes, de forma a fornecer informacdes dos perfis de adaptacdo aos diferentes

habitats (saprobiotico e do hospedeiro).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Isolados de Paracoccidioides brasiliensis

Foram utilizados isolados representativos das 4 espécies cripticas (P. lutzii, S1, PS2
e PS3) para as diversas analises do presente trabalho. Esses isolados sdo mantidos no
Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”. As formas leveduriformes sdo
subcultivadas em meio GPYA (glicose 4%, peptona 1%, extrato de levedura 0,5% e 4gar
1%) a cada 15 dias e as miceliais a cada 3 meses no meio comercial Mycosel®. A descri¢do
de cada isolado, bem como para qual experimento cada um foi utilizado é apresentada na

Tabela 1.

3.2 Producio de antigenos

3.2.1 Preparo de antigeno somatico

O preparo de antigenos de P. brasiliensis foi realizado segundo Franco et al. (1996),
com modifica¢des. Os isolados foram cultivados em tubos contendo GPYA e incubados a
37°C por 7-10 dias. A seguir, foram transferidas cerca de quatro algadas de leveduras para
frascos Erlenmeyers contendo 200ml de GPY caldo e mantidos sob agitagdo continua a 150
rpm a 37°C durante 7 dias. Apds esse periodo foi adicionado 0,5g/1 de timerosal a fim de se
promover a inativacdo do patdgeno. A cultura foi mantida a 4°C por 18 horas e
posteriormente submetida a trés centrifugacdes (4000rpm) cada uma seguida de lavagem
com salina 0,85% estéril. Apos a ultima centrifugacdo, a massa fingica foi ressuspendida
em volume igual de salina contendo, como inibidor de proteases, 1 tablete de Complete
Mini (Roche) para cada 10 ml e mantida por 24 horas em geladeira sob agitagdo constante
com pérolas de vidro. Apds esse periodo, a amostra foi centrifugada a 10000rpm por 40
minutos. O sobrenadante foi acondicionado em sacos de didlise (Sigma) previamente
umedecidos com agua destilada. Os sacos de didlise foram colocados em um recipiente com

agua destilada, que deverd ser trocada duas vezes por dia durante trés dias. Os antigenos
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foram acondicionados em frascos tipo penicilina (cerca de 15ml em cada frasco) e mantidos
a -20°C até o momento da liofiliza¢do. Cerca de 4 horas antes da liofiliza¢do os frascos
foram mantidos a -70°C e a seguir colocados em liofilizador sob temperatura constante de -

35°C por 5 dias. Os antigenos liofilizados foram mantidos a -20°C.

Tabela 1. Descrigao dos isolados que foram utilizados nos experimentos realizados.

Isolado  Espécie criptica  Procedéncia Hospedeiro Amostra A| S|P
Pb18 S1 Sdo Paulo/SP Humano Pus ganglionar XX
Bt60 S1 Manduri/SP Humano Escarro XXX
T9B1 S1 Botucatu/SP Tatu Baco X | X
T3B6 S1 Pratania/SP Tatu Bago XX
T4B17 S1 Manduri/SP Tatu Bago X| X
T8F3 S1 Botucatu/SP Tatu Figado X

T1F1 S1 Pratania/SP Tatu Figado X

Pb265 S1 Sao Paulo Humano ? X X
Pb262 PS2 Uberlandia/MG - Rac¢fo Bonzo X
Pb02 PS2 Caracas/VEN Humano ? X
Bt84 PS2 Botucatu/SP Humano Escarro X
Pbdog PS2 Curitiba/PR Cao Linfonodo X
T10B1 PS2 Botucatu/SP Tatu Baco XXX
EPM77  PS3 Colombia Humano ? X
EPMS83  PS3 Coldémbia Humano ? XXX
Pb01 P. lutzii Goidnia/GO Humano ? XXX
EE P. lutzii Cuiaba/MT Humano ? XXX
JAL P. lutzii Cuiaba/MT Humano ? X | X
Pb8334  P. lutzii Goidnia/GO Humano ? XXX
Pb66 P. lutzii Goidnia/GO Humano ? X X

A: isolados utilizados para produgao de antigenos;
S: isolados submetidos a testes em meios com diferentes concentracdes de sal;

P: isolados submetidos a testes em meios com diferentes valores de pH.
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3.2.2 Preparo de antigeno filtrado de cultura

As formas leveduriformes (10 tubos bem forrados), com 5 dias de crescimento em
meio de Fava Netto foram inoculadas em 500ml de meio STA (dextrose 2%, neopeptona
1%, tiamina 0,018%, asparagina 0,036%) e incubadas a 35°C por 15 dias, em estufa
agitadora (150rpm). Apos este periodo, as células foram tratadas com timerosal na
concentracdo final de 0,2 g/L e incubadas nas mesmas condi¢des durante 4 dias.
Posteriormente, foi realizada filtragdo com papel de filtro. Os antigenos foram concentrados
utilizando-se sacos de dialise previamente umidecidos e cobertos com polietilenoglicol até
atingirem 10% do volume inicial. Em seguida, acondicionadas nos mesmos sacos de
dialise, as amostras foram dialisadas contra PBS durante 3 dias, a 4°C trocando-se o tampao
uma vez por dia. Apds o periodo, as amostras foram aliquotadas em 1,0ml, liofilizadas e
mantidas a -20°C. Para o uso em imunodifusio e SDS-PAGE as aliquotas foram

ressuspendidas em 20ul.

3.2.3 SDS-PAGE

A confeccdo dos géis e demais reagentes para o SDS-PAGE (Sodium Dodecyl
Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) foram realizadas de acordo com o descrito por
Laemmli (1970), com gel de separacdo a 10%. O marcador molecular utilizado foi o
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Fermentas). As corridas eletroforéticas em gel
de poliacrilamida foram realizada empregando-se o sistema de mini-gel da Hoefer (Hoefer
Inc., San Francisco, USA). Os tempos de corrida foram de cerca de 2 horas a 110V e
93mA.

Apos as corridas, os géis foram corados por 30 minutos sob agitacdo constante com
Comassie Blue (Coomassie Blue 0,1%, metanol 45%, acido acético glacial 10%) e a seguir
o excesso de corante foi retirado em solug@o descorante (4cido acético glacial 10%, metanol
10%) por um periodo de 18 horas (overnight). Os géis foram fotografados com maquina

digital Sony CyberShot 5.1 Mega pixels para documenta¢do da imagem.
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3.2.4 Testes de Imunodifusio

Alguns dos testes de imunodifusdo em gel de agar para o diagndstico da PCM foram
realizados no Instituto Adolfo Lutz/SP, o qual é referéncia para este diagnostico soroldgico
de PCM e também dispde de uma colegdo de soros (soroteca) de pacientes de diferentes
regides do Brasil (VICENTINI-MOREIRA, 2008), segundo protocolo descrito por
Ouchterlony (1947), com algumas modificagdes. Outros testes foram realizados no Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu em laboratorio sob responsabilidade do
Prof. Dr. Rinaldo Poncio Mendes e que possui numerosos soros de pacientes provindos da
regido endémica de Botucatu. Além disso, algumas andlises foram realizadas no préprio
Laboratorio de Biologia de Fungos, do Departamento de Microbiologia e Imunologia do
Instituto de Biociéncias de Botucatu.

Num procedimento geral, laminas de vidro, com 26 x 76 mm, foram lavadas em um
becker de 1000ml contendo agua e detergente neutro, ficando de molho por 30 minutos e,
apos esse periodo, levadas ao fogo até a fervura. A agua do Becker foi trocada e levada ao
fogo novamente até a fervura. O procedimento foi repetido até que todo detergente ser
removido das laminas. A secagem foi realizada em estufa a 60°C. Apds estarem
completamente secas, as laminas de vidro permaneceram em solu¢do de alcool-éter (50%
v/v). A seguir, essas laminas foram limpas com gaze embebida em alcool 70%, segurando-
se sempre pelas extremidades. As 1aminas foram pré-forradas com 1,0ml de solugdo de agar
a 1%, previamente fundido, seguido por secagem a 60°C por 24 horas. As laminas foram,
entdo, forradas com 3,0ml da solugdo de agar citrato (dgar purificado 1%, cloreto de sodio
0,9%, citrato de sodio 0,4%, glicina ou 4cido aminoacético 7,5%, thimerosal (mertiolato)
0,01%) previamente fundido. O &gar citrato foi solificado em temperatura ambiente, e
colocado em camara imida (placa de Petri contendo algoddo embebido em dgua destilada).
Apds as laminas serem furadas, 10ul de antigeno ou soro foram colocados nos pogos e as
mesmas foram incubadas em cdmara umida por 48 horas. Apos esse periodo, as laminas
permaneceram em solugdo 0,5% de citrato de sodio por 45 minutos ¢ em solugdo salina por
18 horas. Os pogos foram entdo cobertos com o agar citrato e secados por 8 horas a 60°C
com o auxilio de papel de filtro. A coloragdo foi realizada por 10 minutos com solugéo

0,4% de amido de Schwartz e 10% de acido acético glacial (Faculdade de Medicina de
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Botucatu) ou Comassie-Blue (Instituto Adolfo Lutz). A descoloracao foi realizada em duas

rodadas, cada uma de 10 minutos, com solu¢@o 5% de 4cido acético glacial.

3.3 Analise da relacio dS/dN para o exon 2 da PbGP43

Foram empregadas sequéncias do exon 2 da PbGP43 depositadas no GenBank. Os
haplotipos do grupo P. lutzii (EU870212 - EU870214; EU870217; EU870218; EU870220;
EU870221; EU870226 - EU870228) foram depositados por Teixeira et al. (2009), enquanto
os haplétipos pertencentes as outras espécies cripticas (DQ003724; DQ003741; DQ003744;
DQO003746; DQO003748 - DQO003750; DQO003771 - DQO003773; DQO003781) foram
depositados por Matute et al. (2006). As sequéncias foram alinhadas no software Mega4 ¢
suas taxas de substitui¢cdes sinonimas e ndo-sindnimas (dS/dN) foram calculadas no web
site Syn-Scan (GONZALES et al., 2002), par a par (excluindo regides do alinhamento que
descaracterizavam a seqiiéncia de aminodacidos ja deduzida), de acordo com o método de

Nei-Gojobori (NEI e GOJOBORI.,, 1986), e depois obtido um valor médio de dS/dN.

3.4 Testes de resposta a agentes estressantes

3.4.1 Cloreto de sodio

Por ser o cloreto de sodio um fator estressante relacionado ao ambiente
saprobiotico, a fase micelial foi empregada nas comparagdes sobre o efeito salino no
crescimento das diferentes espécies cripticas de P. brasiliensis. Para realizar tal
comparag¢do, teve-se como base o método utilizado por Fisher et al. (2002), porém com
modificagdes. Inicialmente, cada isolado foi cultivado em meio comercial composto por
extrato de batata, dextrose e agar (BDA). Apos 30 dias, por¢des de 3mm de diametro foram
retiradas das margens da colonia e cultivadas em meios com a mesma constitui¢do, exceto
pela adigdo de concentragdes de 34mM (0,2%), 68mM (0,4%), 136mM (0,8%), 170mM
(1,0%) e 272mM (1,6%) de cloreto de sddio, além do grupo controle, sem adi¢do de cloreto

de sbédio. Cada isolado contou com 4 repeticdes em cada uma das 6 diferentes
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concentragdes de sal. Essas colonias foram mantidas a 25°C e, apds 20 e 30 dias, os

diametros das colonias foram medidos € submetidos a analises estatisticas.

3.4.2 pH

Pretendia-se avaliar o possivel efeito estressante de pH baixo sobre o crescimento
de leveduras, mimetizando as condi¢des 4cidas dentro do fagolisossomo. Para tal, 0,066g
de crescimento leveduriforme em 100ul de salina com viabilidade maior que 90%
(determinada pelo método de azul-algoddo) foram inoculadas em tubos tipo falcon de 15ml,
contendo 10ml de meio GPY liquido, em pH 6,4 e 3,8, em quatro repeticdes para cada
condi¢do de pH . Os tubos inoculados foram incubados a 36°C em estufa com agitagdo
orbital de 150 rotagdes por minuto, por 15 dias quando entdo foram estimados crescimento
e viabilidade pelo método colorimétrico de XTT (2,3-bis (2-methoxi-4-nitro-5-sulfophenil)-
5-[(phenylamino) carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide). Para tanto, os tubos serdo
centrifugados em microcentrifuga refrigerada Eppendorff (Modelo 58010R), com rotor
“swing-out” a 3000rpm por 5 minutos na temperatura de 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o pellet ressuspendido em 10ml de PBS. Tal procedimento foi realizado por
duas vezes, a fim de garantir que as leveduras estariam ressuspendias apenas em PBS,
totalmente livre de meio de cultura. Posteriormente foram adicionados a cada tubo 125ul de
XTT (Img/ml) e 10ul de menadiona (ImM). As amostras, entdo, retornaram a estufa, nas
mesmas condigdes por 24h. Apds o periodo, as amostras foram novamente centrifugadas e
o sobrenadande foi recolhido e sua absorbancia obtida em espectofotometro com
comprimento de onda de 492nm. Quanto maior esse valor obtido, maior ¢ o nimero de
leveduras viaveis na amostra. O indice de inibi¢do de crescimento sera expresso pela razao
entre a absorbancia obtida em amostras de pH 3,8 sobre o pH 6,4 com indculo do mesmo

1solado.

25



3.4.3 Analise estatistica
Analises de variancia foram realizadas, utilizando-se dos dados de didmetros de

coldnias (experimento com sal) e com os indices de inibi¢do de crescimento (experimento

com pH 4cido), seguidas de teste Tukey ou Duncan para valores de F significativos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Producio de antigenos, SDS-PAGE e testes de imunodifusio

4.1.1 Antigeno somatico

Produziu-se antigeno somatico de dois isolados da espécie Paracoccidioides lutzii
(Pb01 e EE), dois do grupo S1 (T8F3 e T1F1) e um do grupo PS2 (T10B1), segundo
metodologia proposta por Franco et al. (1996), com modificagdes. Foi realizada uma SDS-
PAGE com produtos protéicos dos isolados Pb01 e EE, observando-se maior quantidade de
bandas protéicas no isolado EE (Figura 1). Por sua vez, o extrato protéico de PbO1, nao
apresentou banda referente a gp43, fato que o excluiu das analises posteriores, uma vez que
tal glicoproteina ¢ importante para o imunodiagnéstico (BLOTTA e CAMARGO, 1993).

A reatividade das preparacdes antigénicas frente aos anticorpos policlonais espécie-
especifico e a auséncia desta com anticorpos policlonais antiantigeno de Histoplasma
capsulatum e de Aspergillius fumigatus demonstram a especificidade do restante das

preparagdes antigénicas produzidas.

Figura 1. SDS-PAGE com antigeno somatico de isolados P. lutzii. Pogo 1 — extragdo a
partir do isolado Pb01; pogo 2 — extragd@o a partir do isolado EE; po¢o 3 — marcador de peso
molecular.
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Além disso, estas preparagdes antigénicas foram avaliadas frente a dez (10)
amostras de soro de pacientes provenientes do Estado de Sdo Paulo e que apresentaram
reatividade para P. brasiliensis frente ao filtrado de cultura obtido do isolado B-339
(antigeno de referéncia e pertencente ao grupo S1). Tais testes, assim como oS
subsequentes, foram realizados no Instituto Adolfo Lutz/SP, o qual € referéncia para este
diagndstico sorologico de PCM e também dispde de uma colegdo de soros de pacientes de
diferentes regides do Brasil (VICENTINI-MOREIRA, 2008).

Verificamos que o percentual de reatividade para os antigenos AgEE, AgT10B1,
AgT8F3 e AgTl1F1 foi de 80% (8/10), 60% (6/10) 100% (10/10) e 80% (8/10),

respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2. Taxa de positividade de diferentes antigenos somaticos frente a soros de pacientes
do estado de Sdo Paulo com resultados positivos em imunodifusdo utilizando-se o antigeno
padrio.

Antigeno Positividade
AgEE 80% (8/10)
AgT10B1 60% (8/10)
Ag T8F3 100% (10/10)
Ag T1F1 80% (8/10)

A andlise das quatro preparacdes antigénicas frente a dez amostras soros de
pacientes sabidamente reagentes para P. brasiliensis pela prova de ID frente ao AgB-339,
demonstra que o AgT8F3 apresenta melhor “performance”, visto que conferiu 100% de
sensibilidade ao ensaio de ID. Tal resultado j& podia ser esperado, ja que a grande maioria
dos pacientes do Estado de Sdao Paulo ¢ infectada por isolados da mesma espécie criptica,
S1. O outro isolado presente nas andlises pertencente a mesma espécie criptica, o T1F1
também apresentou preparagdo antigénica com alta taxa de reatividade, 80%, o mesmo
valor também apresentado com o isolado EE, pertencente a espécie P. [utzii. A preparacdo
antigénica obtida a partir da cultura de células leveduriformes do isolado T10B1 ndo
conferiu percentual de sensibilidade satisfatorio ao ensaio de ID. Existem 2 possibilidades
que podem explicar tal fato. A primeira diz respeito as condi¢gdes em que foi
obtido/produzido (meio de cultura, protocolo de obtengdo, tempo de cultivo, etc). Tal

procedimento pode ndo ser adequado para realizagdo de testes de imunodifusdo, ja que
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como no processo ocorre ruptura celular, provavelmente estariam presentes na preparacio
enzimas proteoliticas. Outra possibilidade pode ser o fato do isolado T10B1 pertencer a
espécie PS2 que mesmo ocorrendo no Estado de Sdo Paulo, € bem menos frequente que a
espécie S1 (BAGAGLI et al., 2008).

Os antigenos dos isolados EE, T10B1, T8F3 e T1F1, assim como o antigeno de
referéncia, obtido do isolado B-339 foram entdo submetidos a testes de imunodifusdo em
gel de agar frente a 134 amostras de soro de pacientes dos Estados de Mato Grosso e Mato
Grosso do Sul. Estes pacientes estdo realizando apenas exames preventivos € ndo estdo
obrigatoriamente infectados.

Dessas amostras, 22 (16%) apresentaram reatividade quando avaliadas frente ao
AgB-339. Ao serem testadas com AgEE, AgT10B1, AgT8F3 e AgT1F1, essas 22 amostras
positivas apresentaram percentual de reatividade de 32% (7/22), 45% (10/22), 59% (13/22)
e 55% (12/22), respectivamente. Nas analises dos 112 soros que ndo apresentaram
reatividade com AgB-339, verificou-se que os antigenos AgEE e AgT1F1 apresentaram
reatividade de 2% (2/112) e AgT10B1 e AgT8F3 de 2,6% (3/112). Os resultados referentes

as 134 amostras de soro da Regido Centro-Oeste sdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Taxa de positividade de diferentes antigenos somaticos frente a soros de pacientes
da regido Centro-Oeste.

Antigeno Positividade com soros  Positividade com soros ndo- Positividade
reativos para AgB-339 reativos para AgB-339 total
AgEE 32% (7/22) 2% (2/112) 7% (9/134)
AgTI0B1 45% (10/22) 2,6% (3/112) 10% (13/134)
Ag T8F3 59% (13/22) 2,6% (3/112) 12% (16/134)
AgTIF1 55% (12/22) 2% (2/112) 10% (14/134)

Deve-se destacar que o AgEE apresentou 98% de concordancia ao antigeno de
referéncia quando empregado para avaliar amostras de soro ndo reagentes para P.
brasiliensis. Apenas 2 amostras negativas para o AgB-339 apresentaram positividade para o
AgEE. Esperava-se uma maior taxa de resultados positivos para tal antigeno, ja que o
isolado EE pertence a espécie P. [utzii, a mais prevalente na regido Centro-Oeste brasileira.
O baixo percentual de reconhecimento do AgEE, também frente a soros sabidamente

reagentes, 32%, aumentam a possibilidade de que tal procedimento de extragdo de

29



antigenos somatico ndo seria adequado para testes de imunodifusdo. Porém, ¢ importante
lembrar que esses 134 soros sdo de pacientes suspeitos, ndo obrigatoriamente infectados de
fato. Como nenhum antigeno apresentou alta positividade nas 112 amostras negativas para
AgB-339, a possibilidade desses pacientes serem realmente negativos ¢ grande. Entre as 22
amostras positivas para AgB-339, a maior taxa de concordancia foi de AgT8F3 e AgT1F]1,
59% e 55% respectivamente. Tais antigenos foram extraidos de isolados pertencentes a
mesma espécie de B-339, S1.

A baixa positividade principalmente do antigeno do isolado EE, pertencente a
espécie P. lutzii, evidenciou a necessidade da utilizagdo de outros métodos de obtencdo de

antigenos, além da adi¢@o de outros isolados dessa espécie as analises.

4.1.2 Antigeno filtrado de cultura

Foram produzidos antigenos de 7 isolados de P. brasiliensis por esse método, sendo
3 da espécie S1 (Bt60, Pb265 e T9B1), 3 da espécie P. lutzii (Pb0O1, Pb8334 e Pb66) e 1 da
espécie PS3 (Epm83).

Depois de liofilizados e ressuspendidos em 25ul de 4dgua Milli-Q, os antigenos
foram submetidos a uma SDS-PAGE e a testes de imunodifusdo com o soro ndo diluido de
um paciente de Igaracu do Tieté/SP, regido de Botucatu. Esse soro € sabidamente positivo e
reage com o antigeno padrdo AgB-339 em diluigdes de 1:512, sendo considerado entdo
fortemente reativo.

A SDS-PAGE apresentou auséncia de bandas protéicas para os antigenos
produzidos a partir dos isolados Bt60 e T9BI1. J4 as outras cinco preparagdes antigénicas
apresentaram bandas em diversas alturas e diferentes intensidades (Figura 2). Por ser um
antigeno produzido sem ruptura celular, é natural que o numero de bandas seja menor do
que aquele apresentado na preparagdo do antigeno somatico que conta com contetido
citoplasmatico.

Pode-se observar que o antigeno que produziu bandas mais intensas foi o AgEpm&3,
sendo a mais intensa delas referente a gp43, molécula importante para o diagndstico
soroldégico (BLOTTA e CAMARGO, 1993). Além disso, a preparagdo apresenta outra

banda bastante intensa na altura de 90kDa. Entre os antigenos produzidos por isolados P.
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lutzii, AgPb01 e AgPb8334 também apresentaram banda na altura de 43kDa, porém com

menor intensidade.

43kDa »

1 2 3 4 5 6 7
Figura 2. SDS-PAGE com antigeno filtrado de cultura de isolados P. brasiliensis. Pogo 1 —
marcador de peso molecular; pogo 2 - AgEpm83; pogo 3 — AgPb265; poco 4 — AgPb01;
poco 5 — AgPb8334; poco 6 — AgPb66; pogo 7 — marcador de peso molecular.

Berzaghi et al. (2005) observaram que nem todas as culturas de P. brasiliensis
expressam gp43 e as que o fazem, produzem a molécula em niveis e formas varidveis.
Sabe-se que o isolado 113, caracterizado nesse trabalho como produtor da molécula e ja
utilizado para produc@o de antigeno, em certo momento parou de excretar grandes doses da
gp43, inviabilizando sua utilizagdo como produtor de antigeno padrdo (Prof. Dra. Ana
Marisa Fusco Almeida, comunicagdo pessoal). Tal instabilidade na produgdo de fracdes
antigénicas pelo mesmo isolado também foi observada por Franco et al. (1996). Berzaghi et
al. (2005) atribuem tal fato a algum problema desconhecido no mecanismo de expressdo da
gp43. Apesar de se conhecer algumas sequéncias importantes para a expressao na regiao
promotora da gp43, é possivel sugerir que outros mecanismos também sejam responsaveis
por uma expressdo tdo variavel da molécula. Uma hipdtese seria a inser¢do de elementos

transponiveis tanto na regido promotora como em sua matriz de leitura. Alguns elementos
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genéticos com capacidade de transposi¢do ja foram detectados nas diversas espécies em P.
brasiliensis (MARINI et al., 2010; LI et al., 2010). Tais acontecimentos, tanto na historia
evolutiva, quanto durante a manutencdo de uma cepa em laboratério, impediriam a
produgdo ou modificariam abruptamente a producdo da gp43. Entretanto, tais elementos
ainda ndo foram observados associados diretamente ao gene da gp43. Outra hipdtese seria a
interferéncia de processos pos transcripcionais, como a excisdo alternativa de introns. Além
disso, ja foi observado em P. brasiliensis sequéncias de aminoacidos, codificados por genes
considerados parasitas, que sdo capazes de se autorremover mesmo apos a tradugdo da
proteina (THEODORO et al., 2008a). Se considerarmos, entdo, que até sua secrecdo, uma
molécula pode estar sujeita a diversas altera¢des, um leque infinito de possibilidades nos ¢
aberto para discutir a grande variabilidade na verificagdo de gp43 no filtrado de cultura.

Apesar da larga variedade entre os antigenos produzidos por diferentes isolados de
P. brasiliensis, as preparagdes provenientes de cepas do grupo P. [utzii parecem ter algumas
bandas em comum, na faixa compreendida entre 100 e 60 kDa. Tais fracdes antigénicas,
além da gp43, podem ser importantes na resposta imune de pacientes infectados por esse
grupo. Camargo et. al (1989) verificaram por immunoblotting que outras fragoes
antigénicas que nao a gp43 sdo reconhecidas por soros de parte dos pacientes.

Em relagdo aos testes de imunodifusdo primeiramente as 7 preparagdes antigénicas
foram cruzados com soro de paciente considerado controle positivo. Tal soro € positivo na
titulagdo 1:512 e o paciente ¢ proveniente de Igaracu do Tieté, regido endémica de
Botucatu. Os resultados sdo apresentados na Figura 3. Apenas a preparacdo antigénica do
isolados Epm83, que ja havia apresentado a banda de 43kDa na SDS-PAGE, apresentou
bandas bem evidentes indicando positividade, confirmando novamente a importancia da
gp43 no imunodignostico. Além disso, AgPb66 e AgPb8334 apresentaram bandas de
intensidade bem menor. AgPb01, AgPb265, AgBt60 ¢ AgT9B1 apresentaram resultado
negativo. Como estes dois ultimos ja ndo haviam apresentado bandas na SDS-PAGE, os

mesmos foram excluidos das anélises posteriores.
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Figura 3. Imunodifusdes realizadas com soro de paciente de Igaracu do Tieté (controle
positivo) e antigenos filtrado de cultura. Lamina 1 - primeira roseta: AgT9B1; segunda
roseta: AgPb265; Lamina 2 — primeira roseta: AgBt60; segunda roseta: AgEpm83. Lamina
3 — primeira roseta: AgPb8334; segunda roseta: AgPb66. Lamina 4 — primeira roseta:
AgPbO1.

E curioso, entretanto, notar que o antigeno que apresentou bandas mais evidentes é
proveniente de um isolado PS3 e o soro ¢ de paciente provavelmente infectado por um
isolado S1, ja que ele é da regido de Botucatu. Entretanto isolados PS3 s@o
filogeneticamente proximos de isolados S1 (MATUTE et al., 2006; THEODORO et al.,
2008a; SALGADO-SALAZAR et al., 2010), o que explicaria a reatividade apresentada
quando utilizado o antigeno produzido pelo isolado Epm83, aliado ao fato de tal isolado
secretar gp43.

As 5 preparagdes antigénicas que apresentaram bandas na SDS-PAGE e/ou
reatividade com o controle positivo (AgPb265, AgEpm83, AgPb01, AgPb8334 ¢ AgPb66)
foram também submetidas a testes de imunodifusdo com 9 soros de pacientes de
histoplasmose para verificar se os antigenos apresentam rea¢do cruzada com soros de
pacientes desta micose. Nenhum dos antigenos positivou qualquer um dos soros.

Apds os testes com o controle positivo e de reatividade cruzada, foram selecionadas
20 amostras de soros de pacientes na fase de pré-tratamento pertencentes ao Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu em laboratorio sob responsabilidade do
Prof. Dr. Rinaldo Poncio Mendes. Tais pacientes sdo da regido endémica de Botucatu e 10
desses soros apresentam sorologia positiva com o antigeno padrao (AgB-339) e 10 sdo de

pacientes confirmados por outros métodos, porém com sorologia negativa. Os resultados
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sdo apresentados na Tabela 4. Entre os soros que reagem com o antigeno padrdo, foram

selecionadas amostras que o fazem nas diferentes diluigdes.

Tabela 4. Testes de imunodifusdo com soros da regido de Botucatu contra o antigeno
padrao (AgB-339) e outros filtrados de cultura.

N°soro A(griujj )9 AgEpm83 ~ AgPb265  AgPb0l  AgPb8334  AgPb66
10522 1/256 + : ; n n
11773 1/512 + ; ; n n
12296 1/512 n - - - -
13066 1/16 + : - + n
13139 1/32 + ; ; n n
13236 1/32 + ; ; n n
13571 1/16 + : : + n
14029 1/512 n - - - -
14857 1/32 + ; ; + n
15178 1/265 + ; : + +
8928 _ _ ; ; ; :
9240 ; ; ; ; ; ;
10807 ; ; ; - ; ;
12081 _ _ _ ; ; :
12206 _ _ _ ; _ ;
13306 - - ; - _ _
14311 - n - - - -
14368 _ _ _ : ; :
14668 ; + : ; 3 .
15142 ; n - - - -

AgPb265 e AgPb0l, que ja ndo haviam reagido com o controle positivo,
apresentaram resultado negativo para estes 20 soros. Os antigenos AgPb8334 e AgPb66
obtiveram desempenho idéntico, positivando 8 dos 10 soros confirmados com o antigeno
padrdo (Figura 4) e apresentando resultado negativo para todos os 10 soros que também sao
negativos para o antigeno padrdo. As 8 amostras de soro com resultado positivo foram
concordantes para estes dois antigenos. Tal concordancia pode ser devida ao fato de
AgPb8334 e AgPb66 terem sido obtidos de isolados pertencentes & mesma espécie criptica,
P. lutzii, além de apresentarem padrao eletroforético similar (Figura 2). Curiosamente, os
dois soros que ndo apresentaram resultado positivo para esses antigenos reagem com o

antigeno padrdo na mais alta diluicdo empregada (1/512).
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Figura 4. Imunodifusdes realizadas com soros de paciente da regido de Botucatu, positivos
para o antigeno padrdo, e antigenos filtrado de cultura. O controle positivo foi aplicado na
roseta da esquerda, poco superior. Lamina 2: AgPb66. Lamina 3: AgPb8334.

O antigeno que obteve, novamente, os melhores resultados foi o AgEpm83 (Figura
5). Tal preparagdo confirmou os 10 resultados positivos obtidos com o antigeno padrao.
Adicionalmente, das 10 amostras negativas com o AgB-339, 3 apresentaram sorologia
positiva para o AgEpm83. Como pode ser observado, as bandas referentes a esses 3 soros
sdo de intensidade fraca, porém tal resultado foi obtido em triplicata, e analisado por duas
pessoas, permitindo afirmar que os 3 soros foram realmente reagentes para o AgEpmS3.
Levando-se em consideragdo tais resultados, e a alta secre¢cdo de gp43 observada (Figura 2)
podemos sugerir o AgEpm83 como uma nova alternativa para testes de imunodifusdo para

os casos considerados negativos pelo antigeno padrdo AgB-339, na regido de Botucatu.

Figura 5. Imunodifusdes realizadas com soros de paciente da regido de Botucatu e
AgEpm83 filtrado de cultura. O controle positivo foi aplicado na roseta da esquerda, pogo
superior. Lamina 1: soros de pacientes reagentes para o antigeno padrdo. Lamina 11: soros
de pacientes ndo-reagentes para o antigeno padrao.

Além disso, os resultados apresentados corroboram a informagdo de que a secre¢do
de altas doses de gp43 ¢ realmente importante para um isolado ser utilizado na produgao de
antigenos para emprego nos testes de imunodifusdo (PUCCIA et. al, 1986), pelo menos em
regides onde a espécie S1, PS2 e PS3 ¢ prevalente, ja que em regides onde ocorre P. lutzii,

tal molécula ndo parece ter a mesma importancia (BATISTA Jr. et. al, 2010). A
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positividade de cada um dos antigenos com os soros da regido de Botucatu sdo

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Taxas de positividade apresentadas pelos antigenos filtrado de cultura em testes
de imunodifusido com soros da regido de Botucatu, reativos ou ndo com o antigeno padrao.
Positividade
AgEpmS83 AgPb265 AgPb01 AgPb8334 AgPb66

Soros reativos
AgB339 (n=10)
Soros nao reativos
AgB339 (n=10)

(10/10) 100%  (0/10)0%  (0/10) 0%  (8/10) 80%  (8/10) 80%

(3/10) 30% (0/10)0%  (0/10)0%  (0/10)0%  (0/10) 0%

Total (n=20) (1320)65%  (0/20)0%  (0/20) 0%  (8/20)40%  (8/20) 40%

Além dos soros da regido de Botucatu, as preparagdes antigénicas foram testadas
contra 20 soros da regido de Jundiai, estado de Sdo Paulo, sendo estes também 10 amostras
confirmadas positivas pelo antigeno padrdo e 10 amostras com resultados negativos para tal
antigeno.

Mais uma vez, AgEpm83 apresentou resultado satisfatério, apresentando 45% de
positividade total, contra 50% do antigeno padrdo. Pode ser observado nas Tabela 6 ¢ 7 que
3 das 10 amostras reativas com o AgB-339, apresentaram-se negativas frente ao AgEpm83.
Entretanto, AgEpm83 foi capaz de positivar 2 amostras negativas para o antigeno padrio,
confirmando a possibilidade da utilizagdo do mesmo contra soros considerados negativos.
Se somarmos a positividade das duas preparagdes, padrdo e AgEpm83, teremos uma taxa
de 60% de soros positivos para pelo menos um dos dois antigenos. Apesar de ndo ter sido
obtida a positivagdo de todas as amostras, e considerando que o espagco amostral ¢
positivado em 50% por AgB-339, o fato sugere que o diagnostico com dois antigenos
diferentes, no caso o padrdo e o AgEpm83, ou um diagndstico Uinico, com um pool
antigénico envolvendo os dois isolados, pode ser mais adequado para a avaliagdo dos soros.
Tal fato, aliado aos resultados obtidos com os soros de Botucatu, sugere a aplicagdo de um
diagnodstico soroldgico conjunto entre AgEpm83 e AgB-339, para melhor avaliacdo de
pacientes de regides onde a espécie S1 ¢ a responsavel pela maioria das infecgdes.

Os antigenos produzidos a partir de isolados P. lutzii, AgPb0l, AgPb8334 e
AgPb66, apresentaram resultado semelhante positivando de 25% a 30% dos soros. Tal

similaridade nos resultados reflete os perfis protéicos semelhantes das preparagoes
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apresentados na SDS-PAGE. Curiosamente, mais da metade dessas amostras ndo era
positivada pelo antigeno padrdo (Tabela 7). Tal fato refor¢a a evidéncia que o diagnostico
seria mais adequado se realizado utilizando-se diferentes antigenos produzidos a partir de

diferentes cepas, ou mesmo um pool antigénico.

Tabela 6. Testes de imunodifusdo com soros da regido de Jundiai contra o antigeno padrao
(AgB-339) e outros filtrados de cultura.

N?soro Agl?-339 AgEpm83 AgPb265 AgPb01 AgPb8334 AgPb66
(Titulo)
J-771 1/4 - - - - -
J-773 1/4 + - - - -
J-1903 1/16 + - - - -
J-1906 1/16 + + - - -
J-1922 1/16 + + + + +
J-1926 1/8 + - - - -
J-4876 Puro - - - - -
J-4877 1/16 + - - - +
J-6521 1/2 + - + + -
J-8889 1/2 - - - - +
J-753 - - - - - -
J-767 - - - - - -
J-1919 - - - - - -
J-1927 - - - - - -
J-8888 - - - - - -
J-8891 - - - + + +
J-8893 - - - - - -
J-8897 - + - + + +
J-98715 - - - - - -
J-98717 - + - + + +

Tabela 7. Taxas de positividade apresentadas pelos antigenos filtrado de cultura em testes
de imunodifusdo com soros da regido de Jundiai, reativos ou ndo com o antigeno padrao.

Positividade
AgEpmS83 AgPb265 AgPb01 AgPb8334 AgPb66

Soros reativos
AgB339 (n=10)
Soros ndo reativos
AgB339 (n=10)

(7/10) 70%  (2/10)20%  (2/10)20%  (2/10)20%  (3/10) 30%

(2/10) 20% (0/10)0%  (3/10)30%  (3/10)30%  (3/10) 30%

Total (n=20) (920)45%  (2/20) 10%  (5/20)25%  (5/20)25%  (6/20) 30%
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Adicionalmente, foram utilizados 31 soros de pacientes de paracoccidioidomicose
da Regido Centro-Oeste do Brasil, sendo 11 desses confirmados pelo antigeno padrao AgB-
339 e os outros 20 apresentando resultado negativo com a mesma preparagdo. Os resultados
sdo apresentados na Tabela 8.

AgPb265 apresentou reatividade com 1 amostra de soro e AgPb01 ndo reagiu com
nenhuma das amostras, evidenciando que tais isolados ndo sdo uteis para a producdo de
antigenos para o emprego em testes de imunodifusao.

AgEpm83, que havia apresentado resultados interessantes com os soros de pacientes
do Estado de S@o Paulo, ndo repetiu o mesmo desempenho contra os soros da Regido
Centro-Oeste, evidenciando a dificuldade na obtencdo de antigenos que positivem os soros
de pacientes dessa regido. Dos 11 soros com resultado positivo para o AgB-339, apenas 4
apresentaram reatividade com o antigeno produzido a partir do isolado Epm83. Das
amostras negativas para o antigeno padrdo, nenhuma foi positivada pelo AgEpm83.

AgPb8334 ¢ AgPb66 apresentaram resultado semelhante ao AgEpm83 com 3 ¢ 4
amostras positivas, respectivamente.

As taxas de positividade dos antigenos produzidos neste trabalho, com os soros da

regido Centro-Oeste, positivos e negativos para AgB-339, sao apresentadas na Tabela 9.
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Tabela 8. Testes de imunodifusdo com soros da Regido Centro-Oeste brasileira contra o
antigeno padrdo (AgB-339) e outros filtrados de cultura.

N°soro

AgB-339
(Titulo)

AgEpm83

AgPb265

AgPb01

AgPb8334

AgPb66

10528

1/32

12200

1/16

12768

1/32

4|

+

=+ |1

12855

Puro

12856

1/8

12858

1/32

+]+ ]

|+

12966

Puro

13529

1/2

13532

1/16

14129

1/4

14131

1/4

3937/10

10700

10702

10703

10870

10871

10872

11009

12857

13525

13526

13533

13534

13941

14189

14241

14273

14277

29151/10

59954/08

Tabela 9. Taxas de positividade apresentadas pelos antigenos filtrado de cultura em testes
de imunodifusdo com soros da Regido Centro-Oeste brasileira, reativos ou ndo com o

antigeno padrio.

Positividade
AgEpm83 AgPb265 AgPb01 AgPb8334 AgPb66
Soros reativos
4/11) 36% 1/11) 9% 0/11) 0% 3/11) 27% 4/11) 36%
g0ty YD (D% OAD0%  (1)27%  (411)36%
Soros nio reativos
0/20) 0° 0/20) 0° 0/20) 0° 0/20) 0° 0/20) 0°
A0 2oy O200%  (O2000%  (0200%  (©200%  (0/20)0%
Total (4/31) 13% (1/31) 3% (0/31) 0% (3/31) 10%  (4/31) 13%
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4.2 Analise da relacdo dS/dN para o exon 2 do PbGP43

As andlises de padrio de mutagdo no exon 2 do gene PbGP43 obtidas para os
grupos P. lutzii e P. brasiliensis sdo apresentadas nas Tabelas 10 e 11, respectivamente.
Como podemos observar, tanto P. brasiliensis quanto P. lutzii, apresentaram valor médio
da taxa dS/dN maior que 1. Tal fato significa que o exon 2 desse gene apresenta uma taxa
maior de mutagdes sindnimas do que ndo-sindonimas dentro de cada grupo, tendendo
portanto, a manter uma sequéncia padrdo de aminoacidos, o que ¢ conhecido como sele¢ao
purificadora (NEI e KUMAR, 2000).

Ao realizar analises com os isolados Pb18 (P. brasiliensis) e Pb01 (P. lutzii), Matute
et al. (2008) observaram que a mesma regido génica encontra-se sob sele¢do positiva, ou
seja, sofre pressdo evolutiva para o aumento da diversidade na sequéncia de aminodacidos, o
que pode parecer, inicialmente, contraditorio ao que foi observado neste presente trabalho.
Entretanto, os autores compararam a sequéncia dos dois isolados com um ancestral
hipotético comum aos mesmos dois isolados e a um isolado de Histoplasma capsulatum, o
que aumentou a variabilidade entre as amostras, e conseqiientemente o numero de mutagdes
ndo-sindnimas na analise. Suas conclusdes de que o gene estaria sob selecdo positiva,
aumentando a variabilidade protéica, sé faz sentido por que outros genes foram analisados
nas mesmas condigdes e apresentaram menor taxa de mutagdes ndo-sinonimas. Portanto,
pode-se dizer que as taxas de mutagdes sindnimas e ndo-sindnimas sdo sempre valores
relativos e s6 podem ser analisados no sentido da comparagdo entre duas ou mais regides
génicas ou mesmo entre grupos geneticamente distintos. Dessa forma, o presente trabalho
visou comparar as taxas médias de dS/dN dos grupos P. brasiliensis e P. lutzii, € ndo
analisa-las separadamente com a finalidade de determinar se a selecdo € positiva ou
purificadora.

As analises realizadas com haplétipos do grupo P. brasiliensis resultaram numa taxa
média de dS/dN de 1,52 (Tabela 11). Para o grupo P. [utzii essa taxa € de 1,13 (Tabela 10).
Isso significa que a sequéncia de aminoacidos codificada pelo gene PbGP43 dentro do
grupo P. brasiliensis ¢ mais conservada, enquanto em P. [utzii é mais variada. Matute et al.
(2008) também observaram uma taxa maior de muta¢des ndo-sindnimas em P. [utzii. Se

relacionarmos esse fato com outros dados deste trabalho, assim como outros encontrados na
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literatura, podemos realizar as seguintes consideracdes. Em primeiro, que o aumento da
variabilidade da gp43 dentro de P. [utzii pode estar associado a uma mudanca ou perda de
funcdo da glicoproteina dentro desse grupo, ja que no filtrado de cultura dos seus isolados
ela ¢ observada em pouca ou nenhuma quantidade por Batista Jr. et al. (2010) e pelo
presente trabalho (Figura 2). Por essa hipotese, a gp43 em P. [utzii ndo teria fungdo no
processo de infecgdo, ou essa importancia seria reduzida, e nem exerceria seu papel de
antigeno imunodominante. Entretanto essa hipotese ¢ duvidosa, pois a taxa de mutagdes
ndo-sindnimas, apesar de ser maior que no grupo P. brasiliensis, ndo é tao elevada ao ponto
de afirmar que o gene encontra-se evolutivamente a deriva e a glicoproteina degenerada.
Porém, poderia ser o inicio do processo, com a gp43 perdendo sua fun¢do aos poucos em P.
lutzii. Em segundo, que, como ja foi exposto anteriormente, os soros de pacientes da Regido
Centro-Oeste brasileira, infectados em sua maioria por isolados P. [lutzii, ttm maior
dificuldade de reconhecer antigenos ricos em gp43, do que pacientes infectados com S1,
PS2 e PS3 (P. brasiliensis) (BATISTA Jr. et al, 2010). O fato pode estar relacionado a esta
maior variabilidade da gp43 dentro de P. [utzii. Por esta hipdtese, os pacientes do Centro-
Oeste estariam sendo sensibilizados por formas variadas da gp43 e seus soros ndo seriam
reativos as formas mais conservadas de gp43 expressas por isolados do grupo P.
brasiliensis. Ao contrario da hipdtese anterior, por esta visdo, a gp43 teria importancia
também na infecc¢do por isolados P. lutzii, e sua variabilidade, além de se apresentar como
uma dificuldade ao diagnoéstico soroldgico, seria um mecanismo de escape ao hospedeiro.
Tal afirmacdo corroboraria os dados de Matute et al. (2008) que sugeriram que o aumento
de variabilidade em genes de viruléncia seria importante para escapar da resposta imune do

hospedeiro.
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Tabela 10. Padrao de mutac¢des observados na regido do exon 2 do PbGP43 nos haplotipos
do grupo P. lutzii.

Seq 1 Seq 2 Sd Nd S N ps pn ds dn ds/dn
01 7455 0.00 2.00 96.50 326.50 0.00 0.01 -0.00 0.01 NA
01 84 0.00 1.00 96.67 326.33 0.00 0.00 -0.00 0.00 NA
01 6810 0.00 3.00 96.50 326.50 0.00 0.01 -0.00 0.01 NA
01 717 0.00 2.00 96.50 326.50 0.00 0.01 -0.00 0.01 NA
01 3171 0.00 2.00 96.50 326.50 0.00 0.01 -0.00 0.01 NA
01 189 1.00 1.00 96.17 326.83 0.01 0.00 0.01 0.00 3.42
01 218 0.00 2.00 96.67 326.33 0.00 0.01 -0.00 0.01 NA
01 133 12.75 37.25 96.67 326.33 0.13 0.11 0.15 0.12 1.17
01 769 9.62 39.38 97.17 325.83 0.10 0.12 0.11 0.13 0.81

7455 84 0.00 1.00 96.83 326.17 0.00 0.00 -0.00 0.00 NA
7455 6810 0.00 1.00 96.67 326.33 0.00 0.00 -0.00 0.00 NA
7455 717 0.00 0.00 96.67 326.33 0.00 0.00 -0.00 -0.00 NA
7455 3171 0.00 2.00 96.67 326.33 0.00 0.01 -0.00 0.01 NA
7455 189 1.00 3.00 96.33 326.67 0.01 0.01 0.01 0.01 1.13
7455 218 0.00 2.00 96.83 326.17 0.00 0.01 -0.00 0.01 NA
7455 133 12.75 37.25 96.83 326.17 0.13 0.11 0.14 0.12 1.17
7455 769 9.62 39.38 97.33 325.67 0.10 0.12 0.11 0.13 0.80
84 6810 0.00 2.00 96.83 326.17 0.00 0.01 -0.00 0.01 NA

84 717 0.00 1.00 96.83 326.17 0.00 0.00 -0.00 0.00 NA

84 3171 0.00 1.00 96.83 326.17 0.00 0.00 -0.00 0.00 NA

84 189 1.00 2.00 96.50 326.50 0.01 0.01 0.01 0.01 1.70

84 218 0.00 1.00 97.00 326.00 0.00 0.00 -0.00 0.00 NA

84 133 12.75 36.25 97.00 326.00 0.13 0.11 0.14 0.12 1.20

84 769 9.62 38.38 97.50 325.50 0.10 0.12 0.11 0.13 0.83

6810 717 0.00 1.00 96.67 326.33 0.00 0.00 -0.00 0.00 NA
6810 3171 0.00 3.00 96.67 326.33 0.00 0.01 -0.00 0.01 NA
6810 189 1.00 4.00 96.33 326.67 0.01 0.01 0.01 0.01 0.85
6810 218 0.00 3.00 96.83 326.17 0.00 0.01 -0.00 0.01 NA
6810 133 12.75 38.25 96.83 326.17 0.13 0.12 0.14 0.13 1.14
6810 769 9.62 40.38 97.33 325.67 0.10 0.12 0.11 0.14 0.78
717 3171 0.00 2.00 96.67 326.33 0.00 0.01 -0.00 0.01 NA
717 189 1.00 3.00 96.33 326.67 0.01 0.01 0.01 0.01 1.13
717 218 0.00 2.00 96.83 326.17 0.00 0.01 -0.00 0.01 NA
717 133 12.75 37.25 96.83 326.17 0.13 0.11 0.14 0.12 1.17
717 769 9.62 39.38 97.33 325.67 0.10 0.12 0.11 0.13 0.80
3171 189 1.00 3.00 96.33 326.67 0.01 0.01 0.01 0.01 1.13
3171 218 0.00 2.00 96.83 326.17 0.00 0.01 -0.00 0.01 NA
3171 133 12.75 37.25 96.83 326.17 0.13 0.11 0.14 0.12 1.17
3171 769 9.62 39.38 97.33 325.67 0.10 0.12 0.11 0.13 0.80
189 218 1.00 3.00 96.50 326.50 0.01 0.01 0.01 0.01 1.13

189 133 11.75 37.25 96.50 326.50 0.12 0.11 0.13 0.12 1.07

189 769 10.62 39.38 97.00 326.00 0.11 0.12 0.12 0.13 0.90

218 133 12.75 37.25 97.00 326.00 0.13 0.11 0.14 0.12 1.17
218 769 9.38 39.62 97.50 325.50 0.10 0.12 0.10 0.13 0.77
133 769 3.00 11.00 97.50 325.50 0.03 0.03 0.03 0.03 0.91

Mean 419 15.09 96.80 32620 0.04 0.05 0.05 0.05 1.13

Sd = nimero de mutac¢des sindnimas observadas; Nd = nimero de mutagdes ndo-sindnimas observadas; S =
nimero de substitui¢des sindnimas potenciais; N = nimero de substituicdes ndo-sindnimas potenciais; ps =
propor¢do de mutagdes sindnimas observadas (Sd/S); pn = propor¢do de mutagdes ndo-sindnimas observadas
(Nd/N); ds = corre¢do de Jukes-Cantor para multiplos valores de ps; dn = corregdo de Jukes-Cantor para
multiplos valores de pn; ds/dn = taxa de mutagdes sinOnimas sobre mutagdes nao-sindnimas.
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Tabela 11. Padrao de mutac¢des observados na regido do exon 2 do PbGP43 nos haplotipos
do grupo P. brasiliensis.

Seq 1 Seq 2 Sd Nd S N ps pn ds dn ds/dn
A4 V3 1.00 5.00 97.83 325.17 0.01 0.02 0.01 0.02 0.66
A4 V2 2.00 11.00 97.83 325.17 0.02 0.03 0.02 0.03 0.60
A4 Vi 2.00 5.00 97.83 325.17 0.02 0.02 0.02 0.02 1.33
A4 Cl1 0.00 4.00 97.83 325.17 0.00 0.01 -0.00 0.01 NA
A4 B26 1.00 10.00 97.83 325.17 0.01 0.03 0.01 0.03 0.33
A4 B25 0.00 1.00 98.00 325.00 0.00 0.00 -0.00 0.00 NA
A4 B23 2.00 11.00 97.50 325.50 0.02 0.03 0.02 0.03 0.60
A4 B21 0.00 3.00 97.83 325.17 0.00 0.01 -0.00 0.01 NA
A4 B18 0.00 5.00 97.83 325.17 0.00 0.02 -0.00 0.02 NA
A4 B1 1.00 1.00 98.00 325.00 0.01 0.00 0.01 0.00 333
V3 V2 3.00 8.00 97.33 325.67 0.03 0.02 0.03 0.02 1.26
V3 V1 1.00 0.00 97.33 325.67 0.01 0.00 0.01 -0.00 NA
V3 Cl1 1.00 1.00 97.33 325.67 0.01 0.00 0.01 0.00 3.36
V3 B26 2.00 7.00 97.33 325.67 0.02 0.02 0.02 0.02 0.96
V3 B25 1.00 4.00 97.50 325.50 0.01 0.01 0.01 0.01 0.83
V3 B23 3.00 8.00 97.00 326.00 0.03 0.02 0.03 0.02 1.27
V3 B21 1.00 2.00 97.33 325.67 0.01 0.01 0.01 0.01 1.68
V3 B18 1.00 2.00 97.33 325.67 0.01 0.01 0.01 0.01 1.68
V3 B1 2.00 4.00 97.50 325.50 0.02 0.01 0.02 0.01 1.68
V2 V1 4.00 8.00 97.33 325.67 0.04 0.02 0.04 0.02 1.69
V2 Cl 2.00 7.00 97.33 325.67 0.02 0.02 0.02 0.02 0.96
V2 B26 1.00 1.00 97.33 325.67 0.01 0.00 0.01 0.00 3.36
V2 B25 2.00 10.00 97.50 325.50 0.02 0.03 0.02 0.03 0.66
V2 B23 0.00 1.00 97.00 326.00 0.00 0.00 -0.00 0.00 NA
V2 B21 2.00 8.00 97.33 325.67 0.02 0.02 0.02 0.02 0.83
V2 B18 2.00 8.00 97.33 325.67 0.02 0.02 0.02 0.02 0.83
V2 B1 3.00 10.00 97.50 325.50 0.03 0.03 0.03 0.03 1.00
\4! Cl 2.00 1.00 97.33 325.67 0.02 0.00 0.02 0.00 6.77
\4! B26 3.00 7.00 97.33 325.67 0.03 0.02 0.03 0.02 1.44
V1 B25 2.00 4.00 97.50 325.50 0.02 0.01 0.02 0.01 1.68
\4! B23 4.00 8.00 97.00 326.00 0.04 0.02 0.04 0.02 1.70
\4! B21 2.00 2.00 97.33 325.67 0.02 0.01 0.02 0.01 3.38
V1 B18 2.00 2.00 97.33 325.67 0.02 0.01 0.02 0.01 3.38
Vi Bl 3.00 4.00 97.50 325.50 0.03 0.01 0.03 0.01 2.54
Cl B26 1.00 6.00 97.33 325.67 0.01 0.02 0.01 0.02 0.55
C1 B25 0.00 3.00 97.50 325.50 0.00 0.01 -0.00 0.01 NA
Cl B23 2.00 7.00 97.00 326.00 0.02 0.02 0.02 0.02 0.96
Cl B21 0.00 1.00 97.33 325.67 0.00 0.00 -0.00 0.00 NA
C1 B18 0.00 1.00 97.33 325.67 0.00 0.00 -0.00 0.00 NA
Cl B1 1.00 3.00 97.50 325.50 0.01 0.01 0.01 0.01 1.11
B26 B25 1.00 9.00 97.50 325.50 0.01 0.03 0.01 0.03 0.37

B26 B23 1.00 1.00 97.00 326.00 0.01 0.00 0.01 0.00 3.38
B26 B21 1.00 7.00 97.33 325.67 0.01 0.02 0.01 0.02 0.47
B26 B18 1.00 7.00 97.33 325.67 0.01 0.02 0.01 0.02 0.47
B26 B1 2.00 9.00 97.50 325.50 0.02 0.03 0.02 0.03 0.74
B25 B23 2.00 10.00 97.17 325.83 0.02 0.03 0.02 0.03 0.67
B25 B21 0.00 2.00 97.50 325.50 0.00 0.01 -0.00 0.01 NA
B25 B18 0.00 4.00 97.50 325.50 0.00 0.01 -0.00 0.01 NA
B25 B1 1.00 0.00 97.67 325.33 0.01 0.00 0.01 -0.00 NA
B23 B21 2.00 8.00 97.00 326.00 0.02 0.02 0.02 0.02 0.84
B23 B18 2.00 8.00 97.00 326.00 0.02 0.02 0.02 0.02 0.84
B23 B1 3.00 10.00 97.17 325.83 0.03 0.03 0.03 0.03 1.01
B21 B18 0.00 2.00 97.33 325.67 0.00 0.01 -0.00 0.01 NA
B21 B1 1.00 2.00 97.50 325.50 0.01 0.01 0.01 0.01 1.67
B18 Bl 1.00 4.00 97.50 325.50 0.01 0.01 0.01 0.01 0.83
Média 1.45 5.04 9742 32558 0.01 0.02 0.02 0.02 1.52

Sd = numero de mutagdes sindnimas observadas; Nd = ntimero de mutagdes ndo-sindnimas observadas; S =
nimero de substitui¢cdes sindnimas potenciais; N = nimero de substituicdes ndo-sindnimas potenciais; ps =
propor¢do de mutagdes sindnimas observadas (Sd/S); pn = propor¢do de mutagdes ndo-sindnimas observadas
(Nd/N); ds = correcdo de Jukes-Cantor para multiplos valores de ps; dn = correcdo de Jukes-Cantor para
multiplos valores de pn; ds/dn = taxa de mutagdes sinonimas sobre mutagdes nao-sindnimas.
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4.3 Resposta a agentes estressantes

4.3.1 Cloreto de sodio

Os resultados referentes ao crescimento apos 20 dias das colonias de P. brasiliensis
em meios com diferentes concentragdes de sal estdo expostos nas Tabelas 12, 13, 14 e 15.
Cada tabela corresponde aos resultados de isolados de uma das 4 espécies cripticas. Ja o
crescimento apds 30 dias € apresentado nas tabelas 16, 17, 18, 19. Cada isolado foi exposto
a 6 concentracdes diferentes de sal e em cada concentragdo a 4 repetigdes. As placas com as
colonias de P. brasiliensis que apresentaram qualquer tipo de contaminacdo foram
descartadas. Por esse motivo, em algumas condigdes apresentam-se apenas 3 e ndo 4
repeticdes.

Como se pode observar, os isolados ndo tiveram seu comportamento muito afetado
pelo acréscimo de 10 dias ao tempo inicial de 20 dias de crescimento. Obviamente o
tamanho das colonias tornou-se maior, porém as diferencas proporcionais entre as
concentra¢des de sal foram mantidas. Por tal motivo, as comparagdes terdo seu foco no
crescimento apresentado no 20° dia de crescimento, entretanto sem esquecer que elas nao
teriam grandes diferengas se fossem realizadas no 30°.

De modo geral, podemos observar uma tendéncia de diminui¢do do crescimento
micelial &4 medida que a concentracdo salina aumenta no meio. A maioria dos isolados ja
apresenta notdvel diminui¢do de crescimento quando comparados os crescimentos nos
meios com concentracdo 0% e 1,0% de sal (Tabela 20). Quando a concentragdo salina
atinge 1,6% praticamente todos os isolados tém seu crescimento bastante afetado, com boa
parte deles tendo redug@o de crescimento maior que 50%. A andlise de variancia realizada
indica que existe diferenca estatisticamente significativa entre as diferentes concentracdes
de sal, o que confirma o fato de que P. brasiliensis é sensivel ao aumento da concentracio

de sal utilizada neste estudo.
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Tabela 12. Diametro das colonias de isolados da espécie criptica S1 apos 20 dias de
crescimento em meio BDA com adi¢do de diferentes percentuais de NaCl.

Isolado Adigdo de NaCl Repeticoes (cm) Meédia (cm)
Bt60 0,0% 1,3 1,4 1,5 1,4 1,40
0,2% 1,5 1,5 1,3 - 1,43
0,4% 1,4 1,5 1,3 - 1,40
0,8% 1,6 1,4 1,3 - 1,43
1,0% 1,4 1,5 1,4 1,3 1,40
1,6% 0,6 0,7 0,7 0,6 0,65
T9B1 0,0% 2,0 2,0 1,8 - 1,93
0,2% 1,8 1,5 1,5 1,8 1,65
0,4% 1,6 1,6 1,7 1,4 1,58
0,8% 1,5 1,4 1,4 1,2 1,38
1,0% 1,0 0,9 1,0 1,1 1,00
1,6% 0,7 0,7 0,8 0,7 0,73
T3B6 0,0% 2,0 2,1 1,2 2,1 1,85
0,2% 2,0 2,0 1,7 2,0 1,93
0,4% 2,0 1,9 1,8 1,9 1,90
0,8% 1,5 1,5 1,4 1,7 1,53
1,0% 1,0 1,0 1,1 - 1,03
1,6% 0,7 0,7 0,7 0,7 0,70
Pb18 0,0% 0,7 0,6 0,8 0,7 0,70
0,2% 0,8 0,8 0,7 0,8 0,78
0,4% 0,9 0,7 0,7 0,9 0,80
0,8% 0,8 0,8 0,8 0,7 0,78
1,0% 0,8 0,9 0,9 0,9 0,88
1,6% 0,8 0,8 0,7 0,8 0,78
T4B17 0,0% 1,4 1,5 1,4 1,5 1,45
0,2% 1,5 1,5 1,4 1,3 1,43
0,4% 1,6 1,6 1,6 1,5 1,58
0,8% 1,6 1,4 1,5 1,3 1,45
1,0% 1,4 1,4 1,3 1,4 1,38
1,6% 0,5 0,4 1,7 - 0,53
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Tabela 13. Diametro das colonias de isolados da espécie criptica PS2 apds 20 dias de

crescimento em meio BDA com adi¢do de diferentes percentuais de NaCl.

Isolado % NaCl Repeticoes (cm) Meédia (cm)
Pb262 0,0% 1,3 1,5 1,6 - 1,47
0,2% 1,8 1,4 1,4 1,4 1,50
0,4% 1,5 1,3 1,5 1,5 1,45
0,8% 1,3 1,5 1,3 - 1,37
1,0% 1,3 1,2 1,2 - 1,23
1,6% 0,8 0,7 0,8 0,6 0,73
Bt84 0,0% 2,1 2,1 1,9 - 2,03
0,2% 2,2 2,0 1,9 2,1 2,05
0,4% 0,9 1,0 1,1 1,8 1,20
0,8% 1,2 1,8 1,5 1,1 1,40
1,0% 0,7 1,2 1,2 1, 1,05
1,6% 0,9 0,7 0,8 - 0,80
T10B1 0,0% 2,9 3,2 3,1 - 3,07
0,2% 2,8 2,6 2,9 2,6 2,73
0,4% 3,0 3,0 2,9 3,0 2,98
0,8% 1,5 2,4 2,0 - 1,97
1,0% 1,2 1,0 1,2 - 1,13
1,6% 0,5 0,5 0,4 0,5 0,48
Pb02 0,0% 0,9 0,8 0,8 0,7 0,80
0,2% 0,8 0,8 0,9 0,9 0,85
0,4% 0,8 0,8 0,6 0,7 0,73
0,8% 0,6 0,9 0,8 0,7 0,75
1,0% - - - - -
1,6% - - - - -
Pbdog 0,0% 0,7 0,7 0,7 0,8 0,73
0,2% 0,7 0,7 0,6 0,6 0,65
0,4% 0,7 0,5 0,6 0,8 0,65
0,8% 0,5 0,6 0,6 0,5 0,55
1,0% 0,8 0,7 0,9 0,8 0,80
1,6% 0,7 0,8 0,8 0,7 0,75
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Tabela 14. Diametro das colonias de isolados da espécie criptica PS3 apds 20 dias de
crescimento em meio BDA com adi¢do de diferentes percentuais de NaCl.

Isolado % NaCl Repeticoes (cm) Media (cm)
Epm77 0,0% 1,8 1,5 1,9 - 1,73
0,2% 2,0 1,6 2,0 - 1,87
0,4% 2,0 1,7 1,7 1,7 1,78
0,8% 1,5 1,5 1,6 1,5 1,53
1,0% - - - - -
1,6% - - - - -
Epm83 0,0% 1,5 1,6 1,4 1,4 1,48
0,2% 1,5 1,3 1,3 1,5 1,40
0,4% 1,2 1,5 2,0 1,4 1,53
0,8% 1,7 1,3 2,2 - 1,73
1,0% 1,6 1,4 1,6 1,3 1,48
1,6% 0,8 0,8 0,9 1,0 0,88
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Tabela 15. Diametro das colonias de isolados da espécie criptica P. [utzii apos 20 dias de

crescimento em meio BDA com adi¢do de diferentes percentuais de NaCl.

Isolado % NaCl Repeticoes (cm) Meédia (cm)
PbEE 0,0% 1,6 1,4 1,3 1,5 1,45
0,2% 1,4 1,7 1,5 - 1,53
0,4% 1,3 1,3 1,3 1,4 1,33
0,8% 0,7 0,8 0,7 0,7 0,73
1,0% 0,6 0,7 0,8 0,7 0,70
1,6% 0,7 0,5 0,5 0,6 0,58
PbJAL 0,0% 1,1 1,1 1,4 1,5 1,28
0,2% 1,2 1,4 1,2 0,9 1,18
0,4% 1,3 1,3 1,1 1,4 1,28
0,8% 1,2 0,9 1,1 1,0 1,05
1,0% 0,9 0,9 1,0 1,0 0,95
1,6% 0,8 0,9 0,9 0,8 0,85
Pb8334 0,0% 0,8 0,7 1,0 1,0 0,88
0,2% 0,8 0,6 1,1 0,9 0,85
0,4% 0,7 0,7 0,6 0,8 0,70
0,8% 0,8 0,8 0,8 - 0,80
1,0% 0,7 0,6 0,8 - 0,70
1,6% 0,8 0,6 0,6 0,7 0,68
Pb01 0,0% 1,0 1,0 0,9 0,8 0,93
0,2% 0,8 1,0 0,9 0,9 0,90
0,4% 0,8 0,8 0,8 - 0,80
0,8% 0,8 0,8 0,8 - 0,80
1,0% 0,5 0,9 0,8 - 0,73
1,6% 0,7 0,8 0,9 0,8 0,80
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Tabela 16. Diametro das colonias de isolados da espécie criptica S1 apos 30 dias de
crescimento em meio BDA com adi¢do de diferentes percentuais de NaCl.

Isolado Adigdo de NaCl Repeticoes (cm) Meédia (cm)
Bt60 0,0% 24 2,3 2,5 2,3 2,38
0,2% 2,5 1,9 2,6 - 2,33
0,4% 24 2,3 2,1 - 2,27
0,8% 2,3 2,1 24 - 2,27
1,0% 1,9 2,0 1,9 2,1 1,98
1,6% 0,8 0,7 0,8 0,8 0,78
T9B1 0,0% 2,9 2,9 2,9 - 2,90
0,2% 2,8 2,6 2,7 2,4 2,63
0,4% 2,3 2,8 2,6 2,8 2,63
0,8% 2,2 1,9 2,2 2,3 2,15
1,0% 1,6 1,6 1,7 1,8 1,68
1,6% 0,9 1,0 0,9 1,2 1,00
T3B6 0,0% 3,5 3,6 3,7 3,8 3,65
0,2% 3,7 3,5 3,6 3.4 3,55
0,4% 3,5 3,6 3,1 3,2 3,35
0,8% 2,5 2,5 2,8 2,5 2,58
1,0% 1,8 1,9 2,0 - 1,90
1,6% 1,0 1,1 1,0 1,2 1,08
Pb18 0,0% 1,0 1,1 0,8 1,0 0,98
0,2% 1,2 1,1 1,1 1,3 1,18
0,4% 1,1 1,3 1,1 1,2 1,18
0,8% 0,9 1,2 1,3 1,1 1,13
1,0% 1,1 1,0 1,2 1,2 1,13
1,6% 1,0 1,0 1,0 0,9 0,98
T4B17 0,0% 2,2 2,1 1,9 2,0 2,05
0,2% 2,1 2,1 2,0 2,0 2,05
0,4% 2,2 2,3 2,1 2,2 2,20
0,8% 2,0 2,1 2,1 23 2,13
1,0% 2,0 1,8 1,9 - 1,90
1,6% 0,5 0,7 1,1 - 0,77
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Tabela 17. Diametro das colonias de isolados da espécie criptica PS2 apds 30 dias de
crescimento em meio BDA com adi¢do de diferentes percentuais de NaCl.

Isolado % NaCl Repeticoes (cm) Meédia (cm)
Pb262 0,0% 2,3 2,0 24 - 2,23
0,2% 24 2,2 2,5 2,5 2,40
0,4% 2,1 24 2,2 - 2,23
0,8% 2,3 2,1 2,1 - 2,16
1,0% 1,8 1,9 1,7 - 1,80
1,6% 1,2 0,9 1,3 1,2 1,15
Bt84 0,0% 2,9 34 33 - 3,20
0,2% 3.8 3,5 3,2 3,5 3,48
0,4% 1,4 2,1 1.4 1,3 1,55
0,8% 2,7 1,7 1,4 2,8 2,15
1,0% 1,8 1,3 1,5 1,7 1,58
1,6% 1,0 0,9 0,9 - 0,93
T10B1 0,0% 4,2 4,6 52 - 4,67
0,2% 4,2 4,7 4,3 4,6 4,45
0,4% 4,8 4,7 5,1 5,0 4,90
0,8% 3.9 3,2 33 - 3,47
1,0% 1,9 1,9 1,7 - 1,83
1,6% 0,7 0,8 0,7 0,9 0,78
Pb02 0,0% 1,1 0,9 1,0 0,8 0,95
0,2% 1,1 0,9 0,9 1,2 1,03
0,4% 1,0 1,1 0,6 1,1 0,95
0,8% 1,2 1,0 0,9 0,9 1,00
1,0% - - - - -
1,6% - - - - -
Pbdog 0,0% 0,8 1,1 1,0 0,9 0,95
0,2% 0,9 0,9 0,9 0,7 0,85
0,4% 1,0 0,9 0,7 1,0 0,90
0,8% 0,7 0,7 0,9 0,8 0,78
1,0% 1,0 0,8 1,0 0,9 0,93
1,6% 1,2 1,0 0,8 0,9 0,98
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Tabela 18. Diametro das colonias de isolados da espécie criptica PS3 apds 30 dias de
crescimento em meio BDA com adigdo de diferentes percentuais de NaCl.

Isolado % NaCl Repeticoes (cm) Media (cm)
Epm77 0,0% 2,8 3,1 2,6 - 2,83
0,2% 3.4 2,7 3,2 3,10
0,4% 3,0 2,7 2,7 2,9 2,83
0,8% 2,5 24 2,8 2,2 2,48
1,0% - - - - -
1,6% - - - - -
Epm83 0,0% 1,8 1,8 1,5 1,6 1,68
0,2% 1,7 1,8 1,7 1,6 1,70
0,4% 2,8 1,8 1,3 1,5 1,85
0,8% 2,1 3,1 1,5 - 2,23
1,0% 2,0 2,3 2,4 2,1 2,20
1,6% 1,1 1,3 1,9 1,3 1,40
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Tabela 19. Diametro das colonias de isolados da espécie criptica P. [utzii apos 30 dias de
crescimento em meio BDA com adi¢do de diferentes percentuais de NaCl.

Isolado % NaCl Repeticoes (cm) Meédia (cm)
PbEE 0,0% 2,3 2,2 2,0 2,0 2,13
0,2% 2,5 2,3 2,3 - 2,37
0,4% 2,1 2,2 2,1 2,1 2,13
0,8% 1,1 1,3 1,0 1,1 1,13
1,0% 0,9 0,8 0,9 - 0,87
1,6% 0,7 0,8 0,7 0,8 0,75
PbJAL 0,0% 2,1 2,5 2,3 2,5 2,35
0,2% 2,3 2,6 2,5 2,5 2,48
0,4% 2,8 2,2 3,0 2,2 2,55
0,8% 1,7 2,2 2,0 1,9 1,95
1,0% 1,1 1,2 1,2 1,1 1,15
1,6% 1,0 1,1 1,2 1,0 1,08
Pb8334 0,0% 1,5 1,4 1,6 1,8 1,58
0,2% 1,9 1,5 1,9 1,7 1,75
0,4% 1,3 1,3 1,4 1,7 1,43
0,8% 1,3 1,5 1,4 - 1,40
1,0% 1,5 1,0 1,3 - 1,27
1,6% 1,2 1,1 1,3 1,4 1,25
Pb01 0,0% 1,2 1,1 1,2 1,4 1,58
0,2% 1,4 1,2 1,0 1,2 1,75
0,4% 1,0 1,0 1,1 - 1,43
0,8% 1,1 1,3 1,0 - 1,40
1,0% 1,1 1,0 0,7 - 1,27
1,6% 0,8 1,0 1,1 1,0 1,25
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Tabela 20. Efeito no crescimento dos isolados de P. brasiliensis em meio BDA com adi¢do
de 1% de NaCl em comparagdo com o controle, sem adi¢ao de sal.

Espécie criptica Isolado Efeito
S1 Bt60 0%
T9B1 -48%
T3B6 -44%
Pb18 +26%
T4B17 -5%
PS2 Pb262 -17%
Bt84 -48%
T10B1 -63%
Pbdog +9%
PS3 Epm&3 0%
P. lutzii PbEE -52%
PbJAL -26%
Pb8334 21%
Pb01 -22%

Analisando individualmente cada espécie podemos observar que na concentragdo
salina de 1,0% todos os isolados P. [utzii tém seu crescimento fortemente afetados, sendo
que a diminuicdo de crescimento em todos seus 4 isolados atinge niveis maiores ou iguais a
20% (Tabela 20). E importante notar que esta espécie ¢ a mais afetada pelo estresse salino
j& que uma diminuicdo de crescimento maior ou igual a 20% ocorre apenas em 2 dos 5
isolados S1 e 2 dos 4 isolados PS2. O tnico isolado pertencente a espécie PS3 submetido a
essa concentragao de sal, Epm83, ndo sofreu diminui¢do de crescimento.

A espécie S1 apresenta isolados com comportamento bastante varidvel em relacdo a
resposta ao estresse salino. Ao mesmo tempo em que os isolados Pb18, Bt60 e T4B17 nao
sofrem diminuicdo de crescimento em concentra¢des intermediarias de sal, os isolados
T3B6 e T9B1 ja apresentam queda brusca de crescimento nessas concentragdes,
principalmente o T9B1 que reduz seu crescimento em cerca de 15% ja na concentracdo
relativamente baixa de 0,2% de sal. Alias, é o unico isolado que apresenta tal diminuigdo de
crescimento nessa concentracdo. No outro extremo temos o Pb18, que ndo ¢ afetado nem na
maior dose salina de 1,6%. Em concentragdes intermediarias seu crescimento é até
estimulado pelo aumento da concentragdo salina. Importante ressaltar que este isolado € o
mais empregado como “modelo” nos diversos estudos da PCM e o mesmo vem sendo

mantido em laboratério ha mais de 80 anos (HEBELER-BARBOSA et al., 2003). A
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possibilidade de surgimento de variantes genéticos em cepas de P. brasiliensis mantidas em
laboratorio por bastante tempo, ja foi sugerida por Macoris et al. (2006). Uma hipotese para
esta alta resisténcia do Pbl8 ao estresse salino poderia estar relacionada a uma possivel
desativacdo de mecanismos de resposta ao estresse nesta cepa. Alguns mecanismos de
resposta ao estresse envolvem a ativagdo de alguns genes, a0 mesmo tempo em que
diminuem a expressdo de outros (KAMEI et al., 1992), podendo levar também a uma
diminuicdo do crescimento e divisdo celular, mecanismos estes que poderiam estar
“desligados” na cepa Pb18, em func¢do da sua longa permanéncia em meios de cultivo, em
condig¢des controladas.

Da mesma forma que S1, PS2 e PS3 também parecem ter comportamento bastante
variavel sendo que PS2 parece ter tendéncia a ser um pouco mais sensivel as concentragdes
intermedidrias de sal e PS3 a ser um pouco mais resistente (Tabela 20). Como realizamos
essas andlises com apenas 2 isolados de PS3, ¢ dificil inferirmos qualquer coisa sobre a
espécie colombiana. Entretanto chama atencdo sua resisténcia ao sal em concentragdes
intermedidrias, principalmente do isolado Epm83 que s sofre diminui¢do de crescimento
na concentragdo de 1,6%.

De uma forma geral, podemos inferir que existe grande variagdo do grau de
resisténcia ao estresse salino entre os isolados, sendo que pela andlise de varidncia existe
efeito de interag@o entre concentragdes salinas e diferentes isolados. Entretanto, por existir
grande variagdo dentro das espécies cripticas ndo ¢ tdo simples afirmar que determinada
espécie tem um padrio diferente de todos os isolados das outras espécies. A resposta
diferencial em relag@o as concentragdes de sal parece estar muito mais em nivel de isolado
do que em nivel de espécie. Entretanto o fato da espécie P. [utzii apresentar crescimento
mais afetado pelas concentragdes intermediarias de sal, principalmente a 1%, onde outras
espécies ndo sdo tdo afetadas, ndo deve ser desprezado. Tal observagdo pode ser um indicio
de que os isolados P. lutzii, pertencentes a Regido Centro-Oeste brasileira, sejam, no geral,

os mais afetados por determinadas concentragdes salinas.
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4.3.2 pH

Os valores de absorbancia obtidos em espectrofotometro apds ensaio de XTT e
referentes ao crescimento leveduriforme de P. brasiliensis em meios pH 3,8 e 6,4 estdo
apresentados na Tabela 21. As médias desses valores foram obtidas entre as repetigdes e
uma razdo entre os resultados com pH 3,8 e pH 6,4 foi obtida para cada isolado, onde o
primeiro ¢ o denominador e o segundo o denominador. Resultados mais préximos de 0
mostram que o isolado sofre déficit maior de crescimento e viabilidade em substrato com
pH éacido. Resultados mais proximos de 1 demonstram uma maior adaptag¢do do isolado a
meios acidos. Surpreendentemente, obtivemos em alguns poucos isolados resultados maior
que 1, o que, teoricamente, significaria um aumento de crescimento e viabilidade em meios
acidificados.

Como podemos observar através desses valores, a resposta ao pH acido ¢ bastante
variavel dentro de P. brasiliensis. Em alguns isolados (Bt60 e EE) essa razdo foi superior a
1,4, demonstrando que esses isolados tém maior taxa de multiplicagdo e/ou viabilidade em
pH 3.8. Por outro lado, algumas cepas foram fortemente afetadas em meio 4acido. E o caso
do Pb66 que apresentou uma razdo de 0,34. Outros isolados apresentaram valores muito
proximos de 1, demonstrando indiferenga a acidificagio do meio. Existem relatos de
recuperacgdo de leveduras vidveis apos passagem pelo trato gastrintestinal de roedores (Dra.
Ayako Sano, ndo publicado), além do isolamento de P. brasiliensis a partir de fezes de
pingtiins (GUEZELLE, 1989). Desta forma, os dados do presente trabalho corroboram tais
fatos, ja que foi demonstrado que algumas cepas podem manter sua viabilidade em valores
de pHs relativamente baixos, semelhantes aos encontrados em determinadas regides do
trato gastrintestinal.

Apesar de existirem mais isolados sendo afetados negativamente pelo pH acido,
através do experimento ndo ¢ possivel afirmar que had diferenga estatisticamente
significativa entre os 2 valores de pH testados. Os valores obtidos através de andlise de
varidncia ndo nos permitem inferir que o P. brasiliensis, no geral, é afetado nessas
condig¢des utilizadas, provavelmente devido a um coeficiente de variagdo relativamente
alto, ou seja, ocorréncia de variacdo dentre repeticdes e dentre isolados pertencentes a

mesma espécie. O aumento do nimero de isolados utilizados poderia ser uma medida
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importante para termos a confirmag¢@o se ha ou ndo uma tendéncia na diminui¢ao do fitness
em cepas de P. brasiliensis em pH abaixo de 4.

Como a variagdo intraespecifica € bastante grande ndo podemos também afirmar
que existe uma tendéncia de uma ou outra espécie criptica ser mais adaptada em ambientes
acidos. Assim como o experimento envolvendo concentragdes diferentes de sal, as
variagdes além de ocorrer entre as espécies ocorrem principalmente entre as cepas. O fato
de essas cepas serem mantidas ha certo tempo em laboratdrio, subcultivadas
sistematicamente em condigdes teoricamente ideais, da mesma forma que para a resposta
ao estresse salino, pode influenciar também nesse tipo de ensaio, fazendo as mesmas

perderem suas caracteristicas selvagens.

Tabela 21 — Absorbancias em espectofotometro apds crescimento de isolados de P.
brasiliensis por 15 dias em meios com diferentes valores de pH e subsequente ensaio com
XTT.

Espécie  Isolado pH Repeticoes Meédia Razdao
S1 T3B6 3,8 0,107 0,084 0,123 0,175 0,122 0,608
6,4 0,220 0,265 0,177 0,142 0,201
Pb18 3.8 0,163 0,276 0,079 0,216 0,184 0,689
6,4 0,208 0,311 0,300 0,246 0,266
Bt60 3.8 0,127 0,150 0,066 0,183 0,132 1,453
6,4 0,089 0,039 0,088 0,146 0,091
Pb265 3,8 0,195 0,185 0,210 0,212 0,201 1,138
6,4 0,184 0,158 0,161 0,202 0,176
T4B17 3.8 0,467 0,595 0,609 0,585 0,564 0,964
6,4 0,614 0,528 0,628 0,570 0,585
PS2 T10B1 3,8 0,591 0,533 0,474 0,609 0,552 0,986
6,4 0,420 0,641 0,678 0,500 0,560
PS3 Epm83 3,8 0,156 0,111 0,275 0,272 0,204 0,991
6,4 0,124 0,237 0,240 0,220 0,205
P. lutzii  Pb66 3,8 0,007 0,110 0,020 0,016 0,038 0,344
6,4 0,124 0,237 0,240 0,220 0,111
Pb8334 3.8 0,127 0,108 0,009 0,063 0,077 0,843
6,4 0,162 0,037 0,102 0,063 0,091
PbEE 3,8 0,203 0,311 0,273 0,217 0,251 1,416
6,4 0,188 0,302 0,050 0,169 0,177
PbJAL 3,8 0,444 0,585 0,550 0,615 0,549 0,862
6,4 0,649 0,645 0,713 0,537 0,636
Pb01 3,8 0,589 0,532 0,615 0,639 0,594 0,971

6,4 0,661 0,531 0,704 0,550 0,612
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5. CONCLUSOES

- O emprego do antigeno filtrado de cultura AgEpm83, do grupo PS3, associado ao
antigeno padrdo, pode ser util para reduzir taxas de negatividade em testes de imunodifusio
apresentadas por soros de pacientes de paracoccidioidomicose nas regides onde S1,

semelhante a PS3, ¢ a espécie criptica prevalente;

- Nenhuma das preparagdes antigénicas foi capaz de apresentar resultados semelhantes ou

superiores ao antigeno padrdo em testes com pacientes da Regido Centro-Oeste;

- Confirmou-se a dificuldade para a produg¢do de antigenos a serem utilizados em

imunodifusdes com soros de pacientes da Regido Centro-Oeste;

- Uma maior taxa de mutagdes ndo-sindnimas no gene da gp43, com conseqiiente maior
diversidade desta molécula em P. [utzii, poderia estar contribuindo para uma maior

dificuldade no reconhecimento deste antigeno por soros de pacientes infectados.

- Isolados P. lutzii parecem ter, no geral, seu crescimento mais afetado em concentragdes
crescentes de sal que as outras espécies cripticas. Porém, a variag@o da resposta a esse tipo

de estresse parece estar acontecendo mais em nivel de isolado do que de grupos genéticos;

- Nao foi possivel estabelecer uma relagdo entre espécies cripticas de P. brasiliensis e
alteragdo de crescimento e viabilidade em meios acidificados, nas condi¢des utilizadas
neste trabalho. Novamente, foi observado que a variabilidade acontece muito mais entre

isolados do que entre espécies;
- Alguns isolados sdo capazes de suportarem baixos valores de pH, o que poderia ser

importante uma caracteristica importante na adaptag¢do do fungo aos seus nichos ecologicos

e possivel sobrevivéncia no trato gastrointestinal de mamiferos.
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