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1 INTRODUGAO

O fungo Paracoccidioides brasiliensis € o causador da Paracoccidioidomicose, uma
micose humana sistémica descrita pela primeira vez no Brasil ha um século (LUTZ, 1908;
SOARES, 2008). E uma doenca limitada aos paises da América Latina, e no Brasil é a
oitava causa de obito entre as doengas infecciosas e parasitarias (COUTINHO et al.,
2002), sendo que a maioria dos casos tem sido reportada nas regides Sudeste, Sul e
Centro-Oeste (BRUMMER, 1993; BLOTTA, 1993).

Paracoccidioides brasiliensis € um fungo termo dimérfico, que a 25°C, apresentam-
se na forma de micélio com colonias brancas, aderentes ao meio, com hifas finas,
septadas e esporos terminais ou intercalares. A temperatura de 37°C apresenta-se na
forma de levedura, com células globosas com multiplos brotamentos (BRUMMER, 1993).

Acredita-se que a infeccao ocorra por inalagdo de propagulos do fungo provenientes
do solo, seu provavel habitat (ALBORNOZ, 1971; BAGAGLI, 2008). Ao atingirem o
pulmdo, os propagulos convertem-se para a forma de levedura, provocando lesbes
granulomatosas. A partir do pulmé&o pode ocorrer disseminagao para qualquer outro érgao
e tecido como figado, baco, linfonodos, pele, sistema nervoso central, mucosas,
testiculos e adrenais (LACAZ, 1982; BERNARD, 2008; COSTA, 2005; FERRAZ, 2001;
SCULLY, 1992; BRUMMER, 1993; PEDROSO, 2009).

A PCM pode ser classificada como PCM-Infec¢gao e PCM-Doenca. A PCM-Infecgao
acomete individuos de ambos o0s sexos, aparentemente sadios, que residem ou residiram
em dreas endémicas. E caracterizada pela auséncia de sinais clinicos e reacdo
intradérmica positiva para paracoccidioidina. (FRANCO, 1987).

A PCM—-doenga acomete principalmente trabalhadores rurais do sexo masculino,
com idade média de 40 anos. A forma crénica ocorre em mais de 90% dos pacientes. A
paracoccidioidomicose progride de forma lenta e o periodo de incubacdo pode durar
meses ou anos. A forma aguda ou juvenil é caracterizada por um periodo curto de
incubacgao e por envolvimento do sistema reticuloendotelial (LONDERO, 1983).

Por ndo ser uma doenca de notificagdo compulsodria, a prevaléncia e incidéncia da
doenca é dificil de ser determinada (FERREIRA-DA-CRUZ, 1987).

O diagnéstico definitivo da PCM pode ser realizado por meio de exame micoldgico e
isolamento de fluidos broncoalveolares, material de lesbes, fluido cerebrospinal, ou
biopsias de tecidos (LACAZ, 1982). Em consequéncia do tempo requerido para o

isolamento do fungo de individuos que apresentem sinais clinicos, tém sido empregados
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com maior frequéncia, ensaios soroldgicos, como imunodifusdo em gel, ELISA, Western
Blot, para um diagndstico mais rapido (CANO, 1986; COSTA, 2010; CAMARGO, 2008;
CAMARGO, 1994; CAMARGO, 1984; SILVA, 2003). Outro recurso diagnéstico para a
deteccdo do fungo seria o emprego do PCR, apresentando maior sensibilidade e
especificidade, porém de maior custo (GOMES, 2000; RICHINI-PEREIRA et al., 2008).

Devido a composicao estrutural antigénica complexa do P. brasiliensis, tem sido
empregado para o imunodiagnostico da PCM a detecgao de uma glicoproteina de 43 kDa
(gp43) (TRAVASSOS, 1995). A gp43 € o principal antigeno utilizado no imunodiagndstico
e em estudos soroepidemiolégicos da PCM.

Embora varios avancos tenham ocorrido no estudo da paracoccidioidomicose, a
eco-epidemiologia dessa doenga nao esta bem esclarecida. Acredita-se que o habitat do
fungo seja o solo, todavia, poucos isolamentos foram realizados por essa fonte, sendo
diversas tentativas infrutiferas (NEGRONI, 1966; MONTEIRO, 1996; SILVA-VERGARA,
1998).

Ono et al (2002) observaram que varios agrotéxicos inibem o crescimento do P,
brasiliensis “in vitro”. Considerando os altos niveis de agrotéxicos utilizados nas culturas
de importancia econémica o isolamento do fungo poderia ser dificultado pela presenca
desses produtos no solo.

Devido a dificuldade do isolamento do P. brasiliensis a partir do solo, diversos
pesquisadores tentam buscar alternativas para a descoberta do habitat do fungo. Uma
abordagem possivel seria a deteccdo de animais susceptiveis a infeccdo que
funcionariam como possiveis marcadores epidemiologicos (CANTERQOS, 2010; RICHINI-
PEREIRA, 2008).

Estudos demonstraram a existéncia do desenvolvimento da paracoccidioidomicose
em animais como o cao, tatu e recentemente o gato e bicho-pregui¢ca (ONO et al., 2003;
NAIFF, 1986; BAGAGLI, 1998; GONZALEZ, 2010; TREJO-CHAVEZ, 2011). Outras
espécies de animais foram estudadas com o intuito de melhor compreender a interagao
fungo-hospedeiro-ambiente, como primatas, gambas, equinos, bovinos e aves (GREER,
1977; SILVEIRA, 2008; SILVA-VERGARA, 2001; CORTE, 2007; CORTE et al., 2009;
OLIVEIRA, 2010).

O conhecimento da interacdo do P. brasiliensis com animais silvestres pode
contribuir para determinacdo de sua eco-epidemiologia, bem como determinar espécies
sentinelas ao aparecimento da doenca.

O presente estudo tem como objetivo avaliar a infecgdo de mamiferos de pequeno
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porte nao-voadores silvestres (ordem Didelphimorphia e Rodentia) pelo fungo P
brasiliensis por meio de ensaios moleculares, na Reserva Particular do Patriménio Natural

Monte Sinai em Maua da Serra, Parana.



2 OBJETIVOS

GERAL

Detectar possiveis casos de paracoccidioidomicose-doenga em animais silvestres

de uma Reserva Particular do Estado do Parana.

ESPECIFICOS

Detectar anticorpos para P. brasiliensis por ELISA, imunodifusdo radial dupla e
western-blot em amostras de sangue de animais silvestres.

Detectar antigeno de P. brasiliensis, por meio de ELISA de captura, em amostras
de sangue de animais silvestres.

Realizar ensaio de PCR para deteccao de P. brasiliensis em amostras de tecido de
animais silvestres.

Tentativa de isolamento do P. brasiliensis a partir de amostras de sangue e tecido

de animais silvestres.

3 JUSTIFICATIVA

O Estado do Parana apresenta o0 maior numero de casos de
paracoccidioidomicose do Sul do pais.

Isolado a partir de amostras de solo ou de outras amostras contaminadas com
solo, sugerem que o P. brasiliensis tenha um ciclo de vida como saproéfita no solo
(NEGRONI, 1966; TERCARIOLI, 2007; FRANCO, 2000). Os animais possuem um papel
importante no monitoramento das micoses, especula-se que animais em contato
freqlente com solo possam ser indicadores da presencga do fungo no ambiente.

O presente estudo visa esclarecer aspectos da eco-epidemiologia do fungo, sendo

importantes para a melhor compreensao do modo de infecgao e fatores de risco.

4 RESULTADOS ESPERADOS
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Serao formados recursos humanos altamente qualificados por meio de sistema de
Pdés-graduacao, com a participagado de alunos de doutorado, mestrado e especializagao,
além da participagcao de alunos da graduacao em trabalhos de iniciagdo cientifica e
trabalhos de conclus&o de curso.

Praticamente ndo ha estudos sobre paracoccidioidomicose em animais silvestres.
O presente estudo possibilitara o esclarecimento das melhores técnicas para o
diagnostico como para o estudo epidemioldgico da paracoccidioidomicose nas espécies
animais estudadas. O projeto permitira a formacdo de recursos humanos altamente
qualificados para atuar em estudos com animais silvestres.

Ao final do projeto espera-se esclarecer a participagao das diferentes espécies de
animais estudadas na eco-epidemiologia da paracoccidioidomicose por meio de estudos
de soroepidemiologia, epidemiologia molecular e dos possiveis isolamentos de P

brasiliensis a partir de espécies ainda ndo confirmadas como hospedeiros do patégeno.

5 APOIO FINANCEIRO

O presente trabalho sera financiado pelo Instituto Monte Sinai, km 302 BR-376,
municipio de Maua da Serra, Estado do Parana e pela Fundacao Araucaria, chamada n°®
14/2009 — “Programa de Apoio a Pesquisa Basica e Aplicada” — Modalidade C — Protocolo
17311 — Trabalho intitulado: “Avaliacdo de infeccdo de animais silvestres por
Paracoccidioides brasiliensis em uma reserva ambiental do Estado do Parana’.

Coordenador: Mario Augusto Ono. Universidade Estadual de Londrina — UEL.

6 MATERIAIS E METODOS

6.1 AREA DE ESTUDO:

A RPPN (Reserva Particular do Patriménio Natural) Monte Sinai [23°56°09” S
e 51°08’'49” O] esta situada no Municipio de Maua da Serra, km 302 da Rodovia do Café
(BR-376), no Estado do Parana, distante em torno de 310 km de Curitiba. Esta unidade
de conservacao foi criada em 2006, objetivando a preservacdo de uma area de mata

nativa.
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Localiza-se na Serra do Cadeado, divisao da Bacia do rio Ivai e da Bacia do
rio Tibagi, totalizando uma éarea de 593,14 ha. Faz parte do Planalto de Apucarana com
altitude variando de 800 a 1.125 m na escarpa. Além disso, esta inserida nos dominios da
Floresta Ombrofila Mista e Floresta Estacional Semidecidual (VELOSO et al., 1991).
Segundo a classificacdo de Koppen, o clima na regido € do tipo Cfb: temperado
propriamente dito com temperatura média no més mais frio abaixo de 18°C
(mesotérmico), verdes frescos e temperatura média no més mais quente abaixo de 22°C,
sem estagao seca definida. A precipitacdo média anual é de 1400 a 1600 mm e a
temperatura média anual é de 18 a 19°C (IAPAR, 2002).

Atualmente a area da RPPN e as propriedades de seu entorno sao formadas por
fragmentos florestais de mata nativa (mais de 1000 ha), plantagdes de Pinus sp. (em
torno de 150 ha) e Eucalyptus sp. (aproximadamente 150 ha) e areas para o pasto e
agricultura (em torno de 80 ha) (Dados retirados das matriculas dos imdéveis). O presente
estudo utilizara areas com fragmentos florestais de mata nativa e planta¢des de Pinus sp.

e Eucalyptus sp.

6.2 OBTENCAO DAS AMOSTRAS:

Para a captura de pequenos mamiferos nao-voadores serao utilizadas armadilhas
do tipo Sherman (430x125x145mm), Tomahawk (450x210x210mm e 900x210x210) e
serao instaladas armadilhas de queda, do tipo pitfall. As amostragens serdo mensais e a
cada fase amostral as armadilhas serdao dispostas em transectos, ficando trés noites
consecutivas com revisdes diarias. As armadilhas serdo posicionadas no solo (70%) e
sub-bosque (30%) com distancia entre armadilhas de 10m. A isca serd composta de
banana, fubd, sardinha, pagoca, 6leo de figado e esséncia de baunilha, buscando-se
generalizar a captura das diferentes espécies de mamiferos de pequeno porte nao-
voadores.

Os animais capturados, pela metodologia descrita, fazem parte do projeto
"Pequenos Mamiferos Nao-Voadores (Ordem Rodentia e Didelphimorphia) da RPPN
Monte Sinai e entorno, Maua da Serra, Serra do Cadeado, Estado do Parana", (SISBIO
n® 30025), o presente estudo so6 utilizara animais tombados para colegao cientifica de
mastozoologia da Universidade Federal do Parana(CCMZ2).

Sera coletada amostra de sangue, com material estéril e animal anestesiado (

60mg de cetamina + 16mg de xilazina, ambas/kg, via IP), e visceras (figado, baco,
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pulmdes, rins e coragdo) com animal eutanasiado empregando exsanguinagdo por
secgdo de veia cava e arteria abdominal. Os procedimentos de eutanasias seguirdo
Resolugao n°714 de 20 de Junho de 2002 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria e
diretrizes recomendadas pela Associacdo Americana de Medicina Veterinaria.

Devido a dificuldade de obtengdo de materiais biolégicos de animais silvestres,
outros orgaos, como sistema gastro intestinal, cérebro e parte do sistema musculo
esquelético sera coletado e armazenado para posteriores pesquisas de outros agentes
etioloégicos de importancia em Medicina Veterinaria e/ou Saude Publica com a finalidade
de pesquisa cientifica.

5.3 ENSAIOS IMUNOLOGICOS

6.3.1 ELISA indireto

Placas de ELISA, fundo chato, serdo sensibilizadas com gp43. Apos as lavagens e
bloqueio serdo adicionados soros dos animais, seguido de incubagdo. Apds lavagens
sera adicionado conjugado Proteina A-peroxidase ou Proteina G-peroxidase dependendo
da espécie de animal. Apos as lavagens e incubacbes sera adicionado o
substrato/cromoégeno. A reacao sera bloqueada e a analise sera feita em leitora de ELISA
a 450nm.

6.3.2 ELISA quantitativo para gp43

Placas de ELISA, fundo chato, serdo sensibilizadas com IgG de coelho anti-gp43.
Apos as lavagens e bloqueio serdo adicionados soros a serem testados, seguido de
incubacdo. Apos lavagens sera adicionado anticorpo monoclonal anti-gp43, seguido de
incubacao. Apos lavagens adiciona-se conjugado anti-IlgG de camundongo-peroxidase.
Apds as lavagens e incubacgédo sera adicionado substrato/cromégeno. A reagao sera
bloqueada e a analise sera feita em leitora de ELISA a 450nm. A concentracao de gp43

sera determinada a partir de uma curva padréo.

6.3.3 Imunodifusao radial dupla

Laminas de microscopia serdo adicionadas de 3,5ml de agar 1% em PBS. Apds a
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gelificacédo serao feitos orificios. No orificio central sera adicionado o exoantigeno e nos

orificios periféricos o soro a ser testado.

6.3.4 Western-blot

Exoantigeno de P. brasiliensis sera submetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida 7,5%. Apds a corrida eletroforética o gel sera colocado em contato com a
membrana de nitrocelulose, e submetido a transferéncia. Apds bloqueio e incubagéo com
0s soros a serem testados a membrana sera lavada e incubada com conjugado anti-IgG-
peroxidase especifico para cada espécie. A revelagdo sera feita com substancia

substrato/cromoégeno e a reagao interrompida com agua destilada.

6.4 PCR PARA DETECCAO DE P. brasiliensis EM AMOSTRAS DE TECIDOS

As amostras de tecidos serdo submetidos a extracdo de DNA como descrito por
Corredor et al. (1999). A deteccao de P. brasiliensis sera realizada por meio de reagao de
Nested PCR, segundo Richini-Pereira et al. (2008), utilizando os primers: outer ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) e ITS5 (5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAACG-3),
temperature de annealing de 60°C, e inner PbITSE (5-GAGCTTTGACGTCTGAGACC-3)
e PbITSR (5-AAGGGTGTCGATCGAGAGAG-3), temperature de annealing de 62°C.4.
Isolamento de P. brasiliensis de material biolégicoAmostras dos tecidos coletados serao
semeados em Agar Sabouraud com cloranfenicol, seguido de incubacéo a 37°C por 6
semanas. As amostras também serdo submetidas a exame a fresco e a exame

histopatoldgico (coloragdes H.E. e Grocott), para deteccédo do fungo.

6.5 ISOLAMENTO DE P. brasiliensis DE MATERIAL BIOLOGICO

Amostras dos tecidos coletados serdo semeados em Agar Sabouraud com
cloranfenicol, seguido de incubagédo a 37°C por 6 semanas. As amostras também serao
submetidas a exame a fresco e a exame histopatoldgico (coloragdes H.E. e Grocott), para

deteccéao do fungo.

6.6 ANALISE ESTATISTICA



significativa quando p < 0,05.

7
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Os dados serao analisados pelo teste qui-quadrado e a diferenga sera considerada

CRONOGRAMA DE DESENVOLVIMENTO

Atividade

Obtencao das
Amostras

Cultivo de P.
brasiliensis

Obtengao de
gp43

Realizacao dos
ensaios

Analise dos
dados

Redagéao do
relatério

Entrega do
relatorio
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