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1. INTRODUCAO

Os fungos do género Paracoccidioides sdo agentes etioldgicos da
Paracoccidioidomicose (PCM), micose sistémica que acomete comumente
pacientes humanos, contudo, devido a possibilidade de migracdo e longo periodo
de latencia do fungo, isolados clinicos néo refletem a distribuicdo espacial do
mesmo (BAGAGLI et al., 2003. THEODORO et al., 2012). O patégeno ocorre
provavelmente no solo gerando aerossois através dos propagulos infecciosos
(fragmentos de hifas ou conidios) que ao serem inalados podem provocar a PCM
(TEIXEIRA et al. 2013), doenca de grande impacto socio-econdmico que afeta
principalmente homens trabalhadores rurais com idade entre 30-50 anos,
impedindo que eles retornem as suas funcfes no trabalho devido as sequelas
(MENDES et al, 2003).

Pb01-like foi reclassificado como sendo uma nova espécie do género
Paracoccidioides, denominada como P. lutzii. E encontrada nas areas central,
sudoeste e norte do Brasil e Equador (THEODORO et al. 2012). A deteccgéo
molecular das espécies deste agente no solo bem como de amostras sorolégicas
provenientes de animais silvestres como tatus (Dasypus novemcinctus) séo
importantes para o monitoramento ambiental e conhecimento da distribuicdo
geografica (ARANTES et al. 2016). Os patégenos do género tém sido descritos
através de exames micologico, histopatologico, soroldgico ou testes moleculares
em outras espécies de mamiferos como: Saimiri sciureus (macaco) (JOHNSON et
al 1977), Canis lupus familiaris (cao) (RICCI et al, 2004), Equus caballus (cavalo)
(CONTE-DIAZ, et al 1972) entre outros.

A identificacdo de areas de risco associadas as diferentes espécies e/ou
genaotipos pode contribuir para o melhor entendimento da biogeografia e auxiliar
no diagndstico, terapia e prognostico para a PCM. (BAGAGLI et al.2003;
THEODORO et al. 2012). A descoberta da nova espécie do género
Paracoccidioides, mostra a importancia que representa o0 mapeamento do agente.
Estudos recentes utilizando animais como sentinelas, comprovaram pela primeira
vez a presenca de P. brasiliensis no estado (ALBANO et al., 2014; 2015; TELES
et al., 2015). Sendo assim, o objetivo deste estudo foi verificar a presenca de P.
lutzii através da sorologia de mamiferos silvestres no Rio Grande do Sul (RS).

2. METODOLOGIA
O estudo foi realizado com amostras séricas de mamiferos silvestres

provenientes de trés diferentes mesorregides do RS, mesorregido Sudoeste,
mesorregido Metropolitana da Cidade de Porto Alegre e mesorregido Sudeste.
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Os animais foram recebidos no Nucleo de Reabilitacdo da Fauna Silvestre de
Pelotas, RS, localizado no Instituto de Biologia da Universidade Federal de
Pelotas (UFPEL) e pertenciam a seis ordens distintas: Primatas, Rodentia,
Carnivora, Marsupialia, Xenarta e Artiodactila.

As amostras foram submetidas ao teste ELISA, realizado em microplacas de
poliestireno de 96 pocos (Kasvi, k12-096 — Imp. Curitiba-Parana), as quais foram
sensibilizadas com 27ul de cell-free antigen (CFA) PLEPM 208 de P. lutzii diluido
em 11 mL de tampéo bicarbonato (pH 9,6) e incubadas a 4°C durante 18h. As
placas foram entdo lavadas com solucao salina tamponada com fosfato com 0,5%
de Tween 20 (PBS-T). Lavagens das placas com esta mesma solucdo foram
realizadas entre cada etapa do teste. Foram bloqueadas com Leite desnatado em
po (diluido 1:20 em PBS) por 1h a 37° C. Apés adicionados os soros na diluicao
1:50 em PBS-T, incubadas durante 1h a 37°C. Adicionou-se 100 pL de conjugado
(proteina G e A - peroxidase, Sigma®, 1:10.000) em cada poco, seguido de
incubacgao durante 1h a 37°C. Apoés a lavagem final, foram adicionados 100 pL de
substrato (0,005ug de OPD + 11 mL de tampao citrato + 11 pL de H202), a placa
foi incubada por 10 minutos a 37°C no escuro, e a seguir a reacao foi bloqueada
pela adicdo de 100 pL de acido sulfurico 1IN. A leitura da absorcao foi
determinada num leitor de microplacas (TECAN Spectra) com filtro de 450 nm.
Todas as amostras foram testadas em triplicata. O controle positivo foi obtido
através de uma amostra fortemente positiva de um animal previamente testada
(OD: 0,20 a 0,44), o controle negativo correspondeu a um "Pool" de soros
negativos também previamente testados (OD de 0,05 a 0,08). As amostras que
apresentaram absorbancia duas vezes maior que a do controle negativo foram
consideradas positivas. Foi realizada andlise descritiva dos dados utilizando o
teste do Chi-Quadrado a partir do programa SPSS® 20.0 e considerando o indice
de significancia p<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Soropositividade para IgG anti-CFA de P. lutzii foi detectada em 31,8% dos
mamiferos silvestres (27/85) testados. Destes 17(20%) tinham também IgG anti-
gp-43 do P. brasiliensis (ALBANO et al., 2014; 2015 e TELES et al.,, 2015).
Contudo, a soropositividade somente para P. lutzii ocorreu em 11,8% (10/85) dos
animais silvestres estudados (Figura 1).

Figura 1: Soropositividade no ELISA para deteccéo de IgG anti-Paracoccidioides
spp.de mamiferos silvestres provenientes das mesorregifes Sudeste, Sudoeste e
Metropolitana de Porto Alegre
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A variavel origem nao teve associacdo com a soropositividade dos animais
estudados, néo tendo influéncia significativa nos resultados (p=0,249).

Dos 27 animais reagentes neste estudo para IgG anti-CFA de P. lutzii, 17
foram igualmente positivos no ELISA para deteccao de anticorpos anti-gp43 de P.
brasiliensis (ALBANO et al., 2014; 2015 e TELES et al., 2015). De acordo com
estudo realizado por Gegembauer et al. 2014, anticorpos anti-gp43 s sao
detectados em individuos infectados por P. brasiliensis, no entanto, a deteccéo de
anticorpos anti-P.lutzii-CFA pode ocorrer na infeccdo por ambas as espécies (P.
brasiliensis e P. lutzii) Nesse contexto, podemos afirmar que ao menos 10 dos 27
animais positivos em nosso estudo foram expostos ao P. lutzii, nos quais foram
encontrados somente anticorpos anti-CFA, sendo os mesmos negativos quando
testados para IgG anti-gp43.

P. lutzii € o novo agente da PCM, e, segundo estudos recentes, a espécie
fungica tem seu epicentro na regido centro-oeste do Brasil, ao contrario de P.
brasiliensis que € descrito nas regiées Sul, Sudeste e norte do pais (TEIXEIRA et
al., 2013; THEODORO et al., 2012; ARANTES et al., 2013; GEGEMBAUER et al.,
2014; HAHN et al., 2014). Portanto, esta pesquisa, parte de um projeto de
doutorado do Programa de POs-Graduacdo em Veterinaria na UFPEL, é a
primeira a descrever animais que apresentaram anticorpos especificos contra P.
lutzii no RS, sugerindo que o fungo esté presente também no Sul doBrasil.

4. CONCLUSOES

Anticorpos especificos contra P.lutzii foram detectados em mamiferos
silvestres nas mesoregides Metropolitana de Porto Alegre, Sudeste e Sudoeste do
RS. Este estudo contribui com uma melhor compreencédo da ecologia do agente
sugerindo que 0 mesmo nado esta restrito as regides especificas do pais como
previamente cogitado.
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