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1. INTRODUCAO

A Paracoccidioidomicose (PCM) € uma micose sistémica que ocorre em
varios paises da América Latina, principalmente Brasil, Venezuela e Colémbia.
Acomete, sobretudo, individuos da populacdo rural, e é causada por fungos
termodimorficos do género Paracoccidioides (LACAZ et al., 2002; TEIXEIRA, 2013).

A PCM era tradicionalmente considerada como sendo causada unicamente pelo
P. brasiliensis, mas uma nova espécie, P. lutzii, foi descoberta na regido Centro-
Oeste do Brasil e vem sendo descrita como agente etiolégico da doenca em
diferentes estados (TEIXEIRA et al., 2009; GEGEMBAUER et al, 2014; HAHN et al.,
2014).

Apds mais de cem anos da primeira descricdo da PCM pouco se sabe sobre a
ecoepidemiologia dos fungos do género Paracoccidioides, assim como, aspectos
biolégicos da interacdo patdégeno/hospedeiro. Este fungo habita o solo,
especialmente de areas rurais (CONTI-DIAZ, 2007), no entanto, seu nhicho ecoldgico
ainda nao esta totalmente definido. Varios fatores contribuem para essa limitacéo,
como a dificuldade do isolamento do fungo do meio ambiente e o periodo de laténcia
prolongado que a doenca pode apresentar (BAGAGLI et al., 2003; THEODORO et
al., 2012).

A investigacdo da infeccdo fangica em animais vem representando uma
excelente estratégia para estudos sobre a ecologia do agente (BAGLAGLI et al.,
2003). Desta forma, recentemente, estudos utilizando animais como sentinelas,
comprovaram pela primeira vez a presenca de P. brasiliensis no estado do Rio
Grande do Sul (RS) (ALBANO et al., 2014a e b). No entanto, embora 0 RS seja
considerado endémico para PCM ha varias décadas (LONDERO et al., 1978; VERLI
et al., 2005), estudos sobre a presenca de P. lutzii no estado ndo sao descritos.
Sendo assim, este estudo teve como objetivo avaliar a infecgdo por P. lutzii em
equinos oriundos da mesorregido do Sudoeste Riograndense, utilizando esses
animais como sentinelas.

2. METODOLOGIA

O estudo foi realizado com amostras séricas de animais provenientes da
cidade de Bagé, que pertence a mesorregiao Sudoeste Riograndense, RS, Brasil. O
clima da regido pode ser caracterizado como temperado ou subtropical. A
temperatura média anual € de 18°C, e as temperaturas médias mensais variam
entre 12 ° C no inverno e 24 ° C no verdo. Duzentos cavalos puro-sangue (Puro



Sangue Inglés), até dois anos de idade, nascidos e criados exclusivamente em cinco
fazendas diferentes na cidade de Bagé, foram incluidos no estudo. Os animais foram
escolhidos aleatoriamente, e aqueles que tinham tido acesso a qualquer outro local
(por exemplo, transporte, participacdo em eventos, leildes) foram excluidos.

As amostras foram submetidas ao teste ELISA, realizado em microplacas de
poliestireno de 96 pocos (Kasvi, k12-096 — Imp. Curitiba-Parand), as quais foram
sensibilizadas com 27ul de cell-free antigen (CFA) PLEPM 208 de P. lutzii diluido em
11 mL de tampé&o bicarbonato (pH 9,6) e incubadas a 4°C durante 18h. As placas
foram entdo lavadas com solugcdo salina tamponada com fosfato com 0,5% de
Tween 20 (PBS-T). Lavagens das placas com esta mesma solucao foram realizadas
entre cada etapa do teste. Na sequéncia, foram bloqueadas com Leite desnatado
em poé (diluido 1:20 em PBS) por 1h a 37° C. Em seguida foram adicionados os
soros a serem testados na diluicdo 1:50 em PBS-T, incubadas durante 1h a 37°C.
Foram entdo adicionados 100 pL de conjugado (proteina G - peroxidase, Sigma®,
1:10.000) em cada poco, seguido de incubacéo durante 1h a 37°C. Apés a lavagem
final, foram adicionados 100 pL de substrato (0,005ug de OPD + 11 mL de tampéao
citrato + 11 yL de H202), a placa foi incubada por 10 minutos a 37°C no escuro, e a
seguir a reacao foi bloqueada pela adi¢cdo de 100 pL de &cido sulfarico 1N. A leitura
da absorcéo foi determinada num leitor de microplacas (TECAN Spectra classico)
usando filtro de 450 nm. Todas as amostras foram testadas em triplicata. O controle
positivo foi obtido através de uma amostra fortemente positiva de um equino
previamente testada (OD: 0,39 a 0,81), o controle negativo correspondeu a um
"Pool" de soros negativos de cavalos também previamente testados (OD de 0,12 a
0,29). As amostras que apresentaram absorbancia duas vezes maior que a do
controle negativo foram consideradas positivas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os equinos incluidos nesse estudo pertenciam a cinco fazendas diferentes na
regido de Bagé, RS, Brasil. Dos 200 cavalos estudados, 102 eram do sexo feminino
e 98 machos. O ELISA mostrou soropositividade em 20 animais (10%), sendo 11
fémeas e nove machos, sem diferenca significativa (p=0,706) entre o sexo dos
animais. Indicando que ambos estdo igualmente infectados pelo P. lutzii
independente do sexo, o que concorda com estudos realizados por Ono et al. (2001)
e Corte et al. (2009) onde ndo houve diferenca significativa entre o sexo dos animais
quando testados para P. brasiliensis. Ja que os animais estdo condicionados ao
mesmo manejo, vivem no mesmo local em contato direto com o solo.

No entanto, em relacdo a procedéncia, a soropositividade diferiu
significativamente (p<0,001), variando de 2,9% a 43,3% entre quatro haras, e em um
nao houve nenhum animal reativo. Sabendo-se que o Paracoccidioides spp. tem seu
habitat no solo, e desenvolve-se preferencialmente em locais humidos, proximos a
cursos d’agua (TERCARIOLI et a., 2007), a diferengca de soropositividade dos
animais estudados pode estar associada as condicbes ambientais do local onde
vivem, pois apesar da vegetacao semelhante na regido, cursos d’agua proximos as
propriedades podem confirmar a presenca ou ndo do P. lutzii em cada uma,
reforcando a hipétese descrita por Conti-Diaz (2007) que a proximidade de agua é
uma condigdo favoravel para a presenca das espécies do género Paracoccidioides.

P. lutzii € o novo agente da PCM, segundo estudos recentes a espécie fungica
tem seu epicentro na regido centro oeste do Brasil, ao contrario de P. brasiliensis
que é descrito nas regibes Sul e Sudeste do pais (GEGEMBAUER et al., 2014;



HAHN et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2013, THEODORO et al., 2012). Portanto, este
€ 0 primeiro relato a descrever animais que apresentaram anticorpos contra P. lutzii,
sugerindo que o fungo esta presente no RS. O que pode ser confirmado pelo fato de
gue apenas soros de animais ou humanos que ja entraram em contato com P. lutzii
sdo capazes de reconhecer moléculas antigénicas de P. lutzii-CFA, que foi a
proteina utilizada neste trabalho (GEGEMBAUER et al, 2014).

Todos os animais incluidos neste estudo haviam sido previamente testados
para deteccao soroldgica da infeccéo por P. brasiliensis (ALBANO et al., 2014b), e,
dos 20 animais reagentes neste estudo, dez eram negativos para anticorpos anti-P.
brasiliensis e dez positivos em ambos os testes. Sendo que esses dez animais
negativos para P. brasiliensis foram positivos quando testados com anticorpos anti-
P. lutzii. Segundo estudos realizados por Gegembauer et al. (2014) e Teixeira et al.
(2014), somente animais soropositivos para P. lutzii sdo capazes de reconhecer
moléculas antigénicas de P. lutzii-CFA. Soros de animais reagentes a P. brasiliensis
ndo reconhecem antigenos de P. lutzii-CFA. O mesmo ocorre em relacdo a molécula
gp43, somente animais expostos a P. brasiliensis sao reagentes a gp43, animais
soropositivos a P. lutzii, ndo reagem a essa molécula. Neste estudo, houve dez
animais que reagiram a ambas as espécies do género Paracoccidioides. O que pode
caracterizar uma reacao cruzada entre as espécies, sendo que neste momento nao
€ possivel afirmar para qual das duas espécies 0s animais apresentaram anticorpos,
ou ainda se apresentaram para as duas espécies do género, estd hipotese soé
podera ser esclarecida com o avanco nos estudos da PCM.

4., CONCLUSOES

Anticorpos especificos contra o P. lutzii foram detectados no estudo
sorolégico de equinos da regido de Bagé, mostrando que o fungo é encontrado na
mesorregido do Sudoeste Riograndense, Brasil.
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