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RESUMO: A paracoccidioidomicose
(PCM) é uma micose sistémica causada
pelos fungos Paracoccidioides brasiliensis
(S1, PS2 e PS3) e P. lutzii, sendo que P.
brasiliensis S1 possui maior prevaléncia
na regido sul do Brasil. O ensaio
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imunoenzimatico (ELISA - enzyme linked immunosorbent assay) € uma das metodologias
aplicadas para o diagnoéstico e monitoramento do tratamento da doenca. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar a reatividade de anticorpos de amostras de soros de pacientes
com PCM atendidos no Hospital das Clinicas/Universitario, Londrina, PR a antigenos
soluveis de P. brasiliensis S1 e P. lutzii. Como meio de diagnéstico soroldgico, as amostras
foram inicialmente analisadas por ELISA utilizando exoantigeno de P. brasiliensis Pb339 e
amostras de soro humano normal (NHS) como controle negativo. Foram selecionadas 37
amostras positivas para PCM, sendo 03 de pacientes do sexo feminino e 34 de pacientes
do sexo masculino com PCM crénica unifocal ou multifocal, ndo tratada ou em tratamento.
Para avaliacdo da reatividade foram utilizadas placas de ELISA sensibilizadas com
antigenos solluveis (antigenos livres de células, CFA) de P. brasiliensis Pb18 (S1) e P.
lutzii LDR2 e incubadas com amostras de soros diluidos a 1/200. Os resultados obtidos,
expressos em média de D.O., foram de 2.43 + 1.06 com antigenos de P. brasiliensis Pb18
e 1.29 + 0.845 com antigenos de P. lutzii LDR2 (P < 0.05). Concordando com os dados da
literatura, a maior reatividade de soros de pacientes com PCM atendidos na regido norte
do Parana ocorre com os antigenos de P. brasiliensis S1 em relacado aos antigenos de P.
lutzii LDR2.

PALAVRAS-CHAVE: Ensaio imunoenzimatico, Imunodiagnéstico, Micose.

IGG REACTIVITY OF PATIENTS WITH PARACOCCIDIOIDOMYCOSIS IN
NORTHERN PARANA WITH Paracoccidioides brasiliensis AND P. lutzii (LDR2)
SOLUBLE ANTIGENS

ABSTRACT: Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic mycosis caused by the fungi
Paracoccidioides brasiliensis (S1, PS2 and PS3) and P. lutzii, with P. brasiliensis S1 having
a higher prevalence in southern Brazil. The immunoenzymatic assay (ELISA - enzyme linked
immunosorbent assay) is one of the methodologies applied for the diagnosis and monitoring
of the treatment of the disease. The objective of the present study was to evaluate the
reactivity of antibodies in serum samples from patients with PCM treated at Hospital das
Clinicas/Universitario, Londrina, PR to soluble antigens of P. brasiliensis S1 and P. lutzii.
As a means of serological diagnosis, samples were initially analyzed by ELISA using P.
brasiliensis Pb339 exoantigen and normal human serum (NHS) samples as a negative
control. Thirty-seven samples positive for PCM were selected, 03 from female patients and
34 from male patients with chronic unifocal or multifocal PCM, untreated or undergoing
treatment. To evaluate the reactivity, ELISA plates sensitized with soluble antigens (cell-free
antigens, CFA) of P. brasiliensis Pb18 (S1) and P. lutzii LDR2 were used and incubated with
serum samples diluted at 1/200. The results obtained, expressed as mean O.D., were 2.43
+ 1.06 with P. brasiliensis Pb18 antigens and 1.29 + 0.845 with P. Jutzii LDR2 antigens (P <
0.05). In agreement with data from the literature, the highest reactivity of sera from patients
with PCM treated in the northern region of Parana occurs with P. brasiliensis S1 antigens in
relation to P. lutzii LDR2 antigens.

KEYWORDS: Enzyme immunoassay, Inmunodiagnosis, Mycosis.
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11 INTRODUGAO

A paracoccidioidomicose (PCM) &, segundo o ministério da satde, a principal micose
sistémica Brasileira e a oitava doenca infecciosa e parasitaria que mais mata no pais.
Esta doenca é causada pelos fungos termodimérficos Paracoccidioides brasiliensis e suas
diferentes linhagens filogenéticas (S1, PS2 e PS3) e a nova espécie, P. lutzii (TEIXEIRA et
al., 2009; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). O contagio ocorre principalmente pelo manejo
do solo contaminado e, por essa razao, atividades agricolas, jardinagem, construcao civil
entre outras, sdo as principais atividades que favorecem a infeccdo por esses fungos
(McEWEN, 1995).

A PCM é restrita as regides tropicais e subtropicais da América Latina, sendo
endémica no Brasil, Colémbia, Venezuela e Argentina (SAN-BLAS; NINO- VEJA;
ITURRIAGA, 2002). A literatura relata que 80% dos casos de PCM ocorrem no territério
brasileiro, tornando este pais o maior centro endémico da doenga, distribuidos nas regides
Sul, Sudeste e Centro Oeste (CARRERO et al., 2008), e concentrados nos estados do
Paranéa, Sao Paulo, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro, Minas Gerais (COUTINHO et al.,
2002), Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e Goias (PANIAGO et al., 2003). No Parana,
séo registrados os maiores indices de mortalidade do Sul do Brasil (BITTENCOURT et
al., 2005).

Analises de ocorréncia de infecgdo fungica em animais pelos agentes etiol6gicos
da PCM podem indicar qual a incidéncia das espécies causadoras da doenca em cada
regido do pais. Estudos que avaliaram a ocorréncia de infecgdo por P. brasiliensis em
animais foram realizadas principalmente utilizando testes sorol6gicos e a maioria desses
estudos foi realizada no Sul e Sudeste do Brasil (ONO et al., 2001). A espécie P. lutzii é
encontrada com maior frequéncia nas regides centro-oeste, sudeste e norte do Brasil e
no Equador (CARRERO et al., 2008; THEODORO et al., 2012; TEIXEIRA et al., 2013).
Porém, a deteccdo de anticorpos anti-P. lutzii em animais do Estado de Rio Grande do
Sul sugere que o fungo pode ser encontrado no sul do Brasil, apesar de ser descrito
principalmente no centro-oeste e sudeste do pais (MENDES et al., 2017).

A PCM é classificada em PCM infecgdo e PCM doencga, esta pode se apresentar na
forma aguda ou subaguda (ou forma juvenil), forma crénica (tipo adulto) ou forma residual
(sequelas). A forma crénica pode ser subdividida em PCM unifocal ou multifocal conforme
0 numero de locais das lesdes (FRANCO et al., 1987). A PCM acomete principalmente os
pulmdes, mas pode afetar diversos 6rgédos, como os linfonodos, as mucosas, a pele, as
glandulas adrenais, o sistema nervoso central etc. (MENDES, 1994). Por se tratar de uma
micose sistémica, a PCM apresenta uma ampla gama de sinais, sintomas e manifestagdes
clinicas, sendo dificil estabelecer um diagnéstico clinico preciso.

A PCM ¢ usualmente diagnosticada por exames radiograficos para a deteccdo de
lesbes pulmonares. O diagndstico clinico é realizado por analise de amostras biol6gicas
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como escarros, a partir da observacao do material clinico clarificado com KOH 20%. Outros
exames clinicos como anéalise micoldgica e histopatoldgica, coloragcédo da prata (Gomori-
Grocott) ou PAS - acido periodico de Shiff também séo utilizados (BETHLEM et al., 1999;
SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

Para o isolamento de P. brasiliensis s&o utilizados o agar Sabouraud e BHI (FISHER;
COOK, 2001; LACAZ et al., 2002). As desvantagens s&o o risco de contaminagéo e o tempo
de incubacao prolongado, podendo variar de uma a trés semanas (SANO et al., 2001). O
exame direto também apresenta baixa sensibilidade na visualizagdo do fungo (SALINA et
al., 1998). Exames histopatolégicos com o emprego da coloragdo de hematoxilina-eosina
(H&E) e impregnacgéo pela prata também s&o utilizados no diagnoéstico da PCM, no qual é
possivel visualizar a célula méae, circundada por inumeras células filhas, caracteristica das
multiplas exoesporulagdes do P. brasiliensis (LACAZ et al., 2002).

A pesquisa de elementos fungicos sugestivos de Paracoccidioides spp. em raspados
de lesdes, escarro e biopsias se apresenta como padréo ouro para o diagnostico da PCM
(SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). Entretanto, ndo é sempre que é possivel a identificacao
direta do fungo nas amostras, tornando necessaria a utilizagcdo de técnicas indiretas para
a deteccdo de anticorpos especificos em amostras de soro. Portanto, para complementar
o diagnéstico direto, é utilizado o diagnéstico indireto, utilizando métodos imunolbgicos de
deteccé@o de anticorpos para a confirmagédo da doenca. Além disso, o titulo de anticorpos
especificos anti-P. brasiliensis tem correlacdo com a gravidade das formas clinicas, sendo
mais elevados na forma aguda-subaguda da doenca (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

A partir da descoberta da nova espécie P. lutzii como agente da PCM, novas
preparacgdes antigénicas e testes para um diagnostico diferencial entre essas duas espécies
estdo sendo pesquisadas. Gegembauer et al. (2014) testando diferentes preparacdes de P.
lutziidemonstraram que o antigeno livre de células derivado dessa espécie foi um excelente
antigeno para diagnostico sorolégico e capaz de diagnosticar 100% dos soros de pacientes
com PCM por P. lutzii com amostras de soro de pacientes predominantemente da regido
Centro-Oeste do Brasil.

Amostras de exoantigenos produzidos a partir de duas cepas de P. brasiliensis
isolados em duas areas geogréaficas diferentes foram comparados em termos de
sensibilidade e especificidade em relagédo ao diagnéstico por Batista Jr et al. (2010). Neste
estudo, foram utilizadas amostras de soros de pacientes do estado de Mato Grosso versus
soros do estado de Sao Paulo e foram encontrados resultados distintos. Desta forma, os
autores sugeriram que do ponto de vista préatico, cada regido macrogeografica do Brasil
teria que preparar antigenos de isolados de suas proprias areas para garantir a maior
sensibilidade possivel dos métodos diagnosticos.

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a reatividade de anticorpos
IgG de amostras de soros de pacientes da regido norte do Parang a antigenos soluveis de
P. brasiliensis e P. lutzii.

A pesquisa em salde: desafios atuais e perspectivas futuras 3 Capitulo 18

171



21 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta de amostras dos pacientes

Os pacientes do Hospital Universitario Regional do Norte do Parana e do Hospital
das Clinicas da Universidade Estadual de Londrina (UEL) com suspeita de PCM que
aceitaram participar do projeto (Projeto PROEX/UEL 02192 - Diagnoéstico laboratorial
e monitoramento de tratamento da Paracoccidioidomicose: fase lll), responderam a
um questionério, assinaram ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e
passaram por coleta de sangue. Estas amostras foram processadas no Laboratorio de
Imunologia Aplicada/UEL.

2.2 Microrganismos e obtencao de antigenos

Foram utilizadas as seguintes amostras de fungos: P. brasiliensis (Pb339), P.
brasiliensis (Pb18) e P. lutzii (isolado LDR2), mantidos a 35°C em meio sabouraud dextrose
agar (SDA) 4% e subcultivados a cada cinco dias de crescimento. Para a obtencéo de
exoantigeno, fungos Pb339 crescidos por cinco dias foram coletados em meio TOM (liquido),
mantidos a 35°C sob agitacdo por sete dias seguido de filtracdo e liofilizagdo. O material
liofilizado foi ressuspenso em agua destilada (exoantigeno), a concentragdo proteica foi
determinada pelo método de Lowry e o exoantigeno foi mantido a -80°C até o seu uso.
Os antigenos livres de célula (cell-free antigen — CFA) de Pb18 e LDR2 foram obtidos de
acordo com Camargo et al. (1991), modificado pela adi¢céo de inibidor de protease PMSF.
A concentracdo proteica de cada amostra de CFA foi determinada em espectrofotometro
(NanoDrop) e estas foram mantidas a -80°C até o seu uso.

2.3 Ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto

As amostras de soro foram inicialmente analisadas por ELISA indireto utilizando
exoantigeno de P. brasiliensis Pb339, método soroldgico utilizado para diagnoéstico de
PCM. Para isso, placas de poliestireno de 96 pocos foram sensibilizadas com exoantigeno
de Pb339 diluido 1/5000 em tampao carbonato-bicarbonato 0,1M pH 9,6 por uma hora
a 37°C e overnight a 4°C. ApGs lavagens e bloqueio das placas (PBS com 5% de leite
desnatado em pé e 0,5% de tween-20, 200 pL/pogo), foram adicionados 100 pL/pogo das
amostras séricas de pacientes com suspeita de PCM (n=51) e amostras de soro humano
normal (SHN - controle negativo; n=10) diluidas em tampé&o diluicéo (0,5% leite desnatado
em PBS) a 1:100, 1:200, 1:400 e 1:800. As placas foram incubadas por 1,5 hora a 37°C.
Apds novas lavagens, adicionou-se conjugado-peroxidase anti-lgG humano diluido 1/5000
(Sigma) as placas que foram novamente incubadas por 1,5 hora a 37°C. Apéds as lavagens,
a reacao foi desenvolvida pela adi¢cdo de substrato cromégeno orto-fenilenediamina (OPD;
10 mg de OPD em 25 mL de tampéo citrato pH 4,5 e 10uL de H,O
foi interrompida usando 50 uL de H,SO, 4N, sendo feita a leitura a 492 nm em leitora de

,0,; 100 pl/pogo). A reagéo
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microplacas (espectrofotdbmetro Multiskan EX, Uniscience-Labsystems, Helsinki, Finland).
Apoés a leitura, os niveis de anticorpos foram expressos em densidade o6tica (D.O.) e os
valores de corte (cutoff) foram calculados como a média mais duas vezes o desvio padrao
das leituras de SHN. Os soros com valores de D.O. acima do cutoff foram considerados
reagentes para o teste.

Das amostras analisadas por ELISA, foram selecionadas 37 amostras positivas,
sendo 03 do sexo feminino e 34 de pacientes do sexo masculino com PCM crénica unifocal
ou multifocal, ndo tratada ou em tratamento. Essas amostras foram diluidas a 1/200 e
novamente avaliadas pelo método de ELISA indireto descrito acima, porém, realizado com
CFA de P, brasiliensis Pb18 e P. lutzii LDR2.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Frequentemente sdo utilizados antigenos soluveis de Paracoccidioides spp. para
sorodiagnostico tais como antigenos livres de células (CFA) que estdo frouxamente
ligados a superficie celular (CAMARGO et al., 1991) e exoantigenos de sobrenadantes de
culturas liquidas (MENDES-GIANNINI et al., 1984; CAMARGO et al., 1988; CAMARGO,
2008). Neste trabalho, foi utilizado inicialmente exoantigeno de P. brasiliensis Pb339 e os
resultados de anélise de 51 amostras de soros de pacientes com PCM ou com suspeita de
PCM por ELISA indireto resultou em 72,5% de positividade (figura 1a). Esta positividade
€ compativel com dados da literatura, considerando a inclusdo de amostras de soros de
pacientes com suspeita de PCM.

A utilizacé@o de exoantigeno por ELISA para fins de diagnéstico de PCM é altamente
sensivel, sendo citada até 100% de sensitividade (MENDES-GIANNINI et al.,1984).
Todavia, existe a possibilidade de ocorrer reagéo cruzada com outras doengas fungicas, o
que pode ser solucionada por processo de absor¢ao ou por determinagcao de uma zona de
corte (MENDES-GIANNINI et al., 1984).

A partir de soros positivos com exoantigeno por ELISA, 37 amostras foram
avaliadas quanto a reatividade sérica com antigenos de P. brasiliensis e P. lutzii. E nesta
avaliacéo foi utilizada CFA tanto de P. brasiliensis como de P. lutzii, considerando que de
acordo com Gegembauer et al. (2014) o preparado CFA é um excelente antigeno para
diagnostico sorologico de PCM devido a infecgdo por P. lutzii. E segundo Lenhard-Vidal et
al. (2021), o CFA-ELISA parece ser uma boa opc¢éo para triagem sorolégica em inquéritos
epidemioldgicos. Os nossos resultados obtidos com CFAs, expressos em média de D.O.,
foram de 2.43 + 1.06 com antigenos de Pb18 e 1.29 + 0.845 com antigenos de LDR2 (p
< 0.05), conforme figura 1b. Esses dados mostram uma maior reatividade dos soros de
pacientes com PCM da nossa regi@ao com os antigenos de P. brasiliensis S1 em relagao
aos antigenos de P, lutzii LDR2.
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Figura 1. a) Porcentagem de positividade de pacientes diagnosticados com PCM através de ELISA
indireto utilizando exoantigeno de P. brasiliensis S1 (Pb339). PCM- = soros néo reagentes, 27,5%;
PCM+ = soros reagentes, 72,5%. b) Reatividade de anticorpos IgG de pacientes com PCM a CFA de P,
brasiliensis S1 (Pb18) e P. lutzii LDR2 pelo método de ELISA indireto. Houve maior reatividade de CFA
de P, brasiliensis S1 em relagéo ao CFA de P. lutzii LDR2 (p < 0,05).

Embora a espécie P. lutzii seja encontrada com maior frequéncia nas regides
centro-oeste, sudeste e norte do Brasil (CARRERO et al., 2008; THEODORUO et al., 2012;
TEIXEIRA et al., 2013), a deteccdo de anticorpos anti-P. lutziiem animais do Estado de Rio
Grande do Sul sugere que o fungo pode ser encontrado no sul do Brasil (MENDES et al.,
2017). E o fungo utilizado neste trabalho, P. lutzii (LDR2), foi isolado de um paciente com
PCM residente no norte do Parana (TAKAYAMA et al., 2010), portanto, no Sul do Brasil.
Além disso, Lenhard-Vidal et al. (2021) detectaram 21 amostras de soros reativos a P. lutzii
LDR2 em pessoas que viviam apenas em Guarapuava, PR. A reatividade aos antigenos de
LDR2, mesmo que fraca, observada neste trabalho também sugere a presenca de casos de
PCM infeccéo por P. lutzii na nossa regido, embora sejam necessarios estudos adicionais.

N&o existe ainda antigeno ou técnica sorolégica validado para diagnostico de PCM
por infeccéo por P. lutzii (SHIKANAI-YASSUDA et al., 2017), tornando importante o estudo
de antigenos da nova espécie bem como a reatividade deles com os anticorpos presentes
em soros de pacientes com PCM.

Para garantir a maior sensibilidade possivel dos métodos diagnésticos, Batista Jr et
al. (2009), sugeriram o preparo de antigenos de isolados de cada regido macrogeografica do
Brasil. O nosso estudo representa a primeira investigacéo de reatividade de anticorpos aos
antigenos de P. brasiliensis e P. lutzii LDR2 em amostras de soro de pacientes residentes
na regido norte do Paran4, Brasil e, concordando com os dados da literatura em relagéo a
regido sul do Brasil (THEODORQO et al., 2012), a maior reatividade de soros ocorre com 0s
antigenos de P. brasiliensis S1 em relagéo aos antigenos de P. lutzii LDR2.
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41 CONCLUSAO

Concluimos através deste estudo que, concordando com os dados da literatura,
ha uma maior reatividade de soros de pacientes com PCM atendidos na regidao norte do
Parana com os antigenos de P. brasiliensis em relacdo aos antigenos de P. Jutzii LDR2.
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