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Titulo: Identificacio molecular e modelagem de nicho ecologico de

Paracoccidioides sp. e Coccidioides sp. no semiarido brasileiro
Resumo

Paracoccidioidomicose (PCM) e coccidioidomicose (CM) sdo micoses sistémicas
causadas pelos fungos sapréfitos termodimorficos dos géneros Paracoccidioides e
Coccidioides, respectivamente. Este estudo buscou pela identificagio molecular
(nested PCR) de Coccidioides e Paracoccidioides em amostras de solo oriundas do
Nordeste brasileiro e casos retrospectivos de CM e PCM no Nordeste modelar o nicho
ecoldgico de ambos os fungos no Nordeste. Foram identificados ao todo neste estudo,
607 casos de PCM e 342 casos de CM. Sendo 429 casos de PCM no Nordeste. Maranh&o
(n=370) foi o estado com maior numero de casos de PCM reportados, seguido de
Pernambuco (n=17). O estado do Piaui (n=277) teve 0 maior numero de casos de CM
descritos na literatura e o Ceard (n=33) foi o segundo estado com o maior numero de
casos de CM reportados na literatura. Foram coletadas 296 amostras de solo de tocas de
tatus com intuito de identificar os agentes etiol6gicos destas micoses na natureza por meio
de nested PCR. Destas, 46 foram positivas para Coccidioides e 87 para Paracoccidioides,
das quais 13 foram positivas para ambos. Aproximadamente dez amostras aleatdrias de
solo positivas para Coccidioides e Paracoccidioides foram sequenciadas e comparadas
com sequéncias depositadas no banco de dados do NCBI por meio de andlises
filogenéticas de maxima verossimilhanca. Para o género Paracoccidioides, 8 amostras
agruparam-se com sequéncias anotadas de amostras de solo e trés amostras apresentam
alta similaridade evolutiva com amostras clinicas; todas agruparam-se com P.
brasiliensis. Ndo houve uma boa diferenciacdo entre as duas espécies de Coccidioides,
mas todas as amostras de solo foram agrupadas com as sequéncias de amostras clinicas
de C. posadasii. Utilizando Maxent, os dados da literatura e ambientais com as variaveis
ambientais do WorldClim foram utilizados para produzir modelos de nicho ecologico
para Coccidioides e Paracoccidioides. As variaveis abiéticas mais relevantes para ambos
os fungos foram: Temperatura Sazonal, Precipitagdo Sazonal, Precipitacdo durante o
trimestre mais frio e Precipitacdo durante o trimestre mais quente. Os modelos retornaram
os biomas Cerrado, Floresta Amazonica e Mata Atlantica como areas de maior adequacéo
para Paracoccidioides; e a Caatinga e o Cerrado para Coccidioides. A detecgdo molecular

em amostras ambientais ¢ uma ferramenta poderosa para estudos epidemioldgicos,
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permitindo o desenvolvimento de modelos de nicho ecoldgicos que podem auxiliar na
compreensdo dos agentes etiologicos e, em conjunto com dados clinicos, podem ser
utilizados no monitoramento de doencas.

Palavras-chave: paracoccidioidomicose, coccidioidomicose, modelagem de nicho

ecologico, semiarido brasileiro
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Asbtract

Paracoccidioidomycosis (PCM) and coccidioidomycosis (CM) are systemic
mycoses caused by thermodimorphic saprophytic fungi of the genera Paracoccidioides
and Coccidioides, respectively. Through molecular identification (nested PCR) of
Coccidioides and Paracoccidioides in soil samples from the Northeast of Brazil and
retrospective cases of CM and PCM in the Northeast of Brazil to model the ecological
niche of both fungi in the Brazilian Northeast. In total, 607 cases of PCM and 342 cases
of CM were identified in this study. 429 cases of PCM were from the geopolitical region
of Northeast. Maranhdo (n=370) were the state with more cases of PCM reported,
followed by Pernambuco (n=17). The state of Piaui (n=277) were the state with more
cases of CM reported, followed by Ceara (n=33). 296 soil samples from armadillo
burrows were collected with the intention of identifying the etiological agent of this
mycosis in nature by means of nested PCR. Of these, 46 were positive for Coccidioides
and 87 for Paracoccidioides; 13 were positive for both. From the positive soil samples of
Coccidioides and Paracoccidioides, around 10 random samples were selected to be
sequenced and compared with sequences deposited in the NCBI database by maximum
likelihood phylogenetics analysis. For the genus Paracoccidioides, 7 samples clustered
with annotated sequences of soil samples and three showed high similarity to clinical
samples, all clustered with P. brasiliensis. There was no good distinction between both
Coccidioides species, but all soil samples clustered with clinical sequences of C.
posadasii. Using Maxent, the clinical and environmental data with WorldClim’s
environmental variables were used to model the ecological niche for Coccidioides and
Paracoccidioides. The most relevant abiotic variables for both fungi were: Temperature
Seasonality, Precipitation Seasonality, Mean Temperature of Coldest Quarter and Mean
Temperature of the Warmest Quarter. The models returned the Cerrado, Amazon Forest
and Atlantic Forest as the most adequate biomes for Paracoccidioides, and Caatinga and
Cerrado biomes for Coccidioides. The molecular detection in soil samples is a powerful
tool for epidemiological studies, allowing the development of ecological niches that help
in the comprehension of etiological agents and coupled with clinical data, can be used to
monitor diseases.

Keywords: paracoccidioidomycosis, coccidioidomycosis, ecological niche model,

Brazilian semiarid
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Introducdo

Pneumonia Adquirida na Comunidade - PAC

De acordo com a Organizagdo Mundial da Satude — OMS, doencas infecciosas séo
a segunda causa de morte no mundo depois de doencas cardiovasculares e estima-se que,
anualmente, aproximadamente 3 milhdes de pessoas morrem devido a infecgdes
pulmonares (OMS 2018). O sistema pulmonar esta em contato direto com o ambiente
externo ao organismo e pode ser primariamente colonizado por diversos patégenos. A
interacdo dos macrofagos alveolares de mamiferos com as bactérias, virus e fungos é fator
determinante para o processo infeccioso e consequente patogénese (KOHLMEIER;
WOODLAND, 2009; LIONAKIS; ILIEV; HOHL, 2017; MCTAGGART et al., 2019).
As infecgdes causadas por estes patdgenos, em sua maioria, sdo assintomaticas, no
entanto podem evoluir para um quadro global de gripe ou pneumonia priméria
(pneumonia adquirida na comunidade — PAC) (CORREA et al., 2009; PRINA;
RANZANI; TORRES, 2015). Diversos fatores de risco influenciam as PAC, entre eles
temos tabagismo, insuficiéncia cardiaca, envelhecimento, doenca pulmonar obstrutiva
cronica, colonizagdo da orofaringe, alcoolismo e/ou cirrose hepatica,
microaspiracdo/macroaspiracdo, imunossupressao e deficiéncia nutricional. Além disso,
a mortalidade das PAC em idosos e criancas menores de 1 ano de idade é mais
frequentemente (ALMIRALL et al., 2017; DONA et al., 2017). Fatores ambientais e
climéticos também sdo responsaveis diretos pelo aumento da incidéncia destas doencas
pulmonares bem como surtos e epidemias notaveis relacionados a PAC, tendo diferentes
distribui¢cdes no pais e no mundo (MIRSAEIDI et al., 2016). A PAC é uma das principais
causas de morte no mundo e é a terceira causa de mortalidade entre as pneumonias
(CORREA et al., 2018). No Brasil, entre 1996 e 2012, casos classificados como
pneumonia representam uma mediana de aproximadamente 37% de todas as mortes por
doencas respiratorias de acordo com dados do Sistema de Informagdes sobre Mortalidade
do Departamento de Informéatica do Sistema Unico de Sadde (SUS).

As diretrizes brasileiras citam as seguintes espécies como agentes etioldgicos das
PAC em adultos imunocompetentes: Influenza, rinovirus, virus sincicial respiratorio entre
0s Vvirus; e Streptococcus pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Haemophilus
influenzae, Chlamydophila pneumoniae, Legionella sp., Staphylococcus aureus entre as

bactérias. Quando ha falha terapéutica, pensa-se sobre outras infecgdes pulmonares
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causadas por Mycobacterium tuberculosis, Leptospira sp. e Coxiella burnetti (CORREA
et al., 2009, 2018). Geralmente, sO é levantada a hipotese de PAC fangica em caso de
falha terap@utica ou casos especificos (CORREA et al., 2009, 2018). Apesar de mencionar
que fungos sao possiveis causadores de pneumonia adquirida na comunidade, as diretrizes
brasileiras ndo mencionam nenhum agente etioldgico fungico especifico. Diferentemente,
a Sociedade Toracica Americana (EUA) ndo sé indica os agente etiologicos fungicos,
como também o fator de risco associado a eles. Na Tabela 1 sdo apresentados alguns
exemplos de patdgenos que podem causar PAC (MANDELL et al., 2007; RAMIREZ et
al., 2020). No estado do Arizona-EUA, a CM esta ligada as PAC, possivelmente sendo
responsavel por até 29% dos casos (CHEN et al., 2011; GALGIANI et al., 2016; MALO
etal., 2017; VALDIVIA et al., 2006).

Tabela 1. Exemplos de patégenos causadores de Pneumonia Adquiria na Comunidade. Adaptado de Ramirez et
al., 2020.

Bactérias Virus Respiratorios Fungos
Streptococcus pneumoniae Influenza Pneumocystis
Jirovecu

Staphylococcus aureus Parainfluenza Aspergillus spp.

Streptococcus pyogenes Coronavirus Histoplasma spp.

Haemophilus influenzae Virus sincicial Blastomyces spp.
respiratorio

Moraxella catarrhalis Rinovirus Coccidioides spp.

Enterobacteriaceae Adenovirus Cryptococcus spp.

Legionella pneumophila Metapneumovirus Mucorales spp.
humano

Chlamydophila pneumoniae Citomegalovirus

Mycoplasma pneumoniae
Coxiella burnetii

Bacilos gram-negativos nao
fermentadores

Apesar dos exames fisico e radioldgico serem os critérios de diagndstico mais
comuns e com alta sensibilidade, eles sdo bastante inespecificos, dificultando a
determinacdo do agente etiolégico da PAC (GONCALVES-PEREIRA; CONCEICAO;
POVOA, 2013). Esses fatores em conjunto podem levar a um tratamento incorreto,
paciente ndo responsivo ao tratamento e a um diagndstico tardio, uma vez que PAC pode
ser causada por diferentes agentes etioldgicos (CHEN et al., 2011; GONCALVES-
PEREIRA; CONCEICAQ; POVOA, 2013; MANDELL et al., 2007).
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Infeccdes Fungicas

Existe um enorme nimero de espécies fungicas no mundo todo, mas apenas em
torno de 500 sdo preditas como infecciosas para humanos. A maioria dos fungos esta
presente no ambiente e muitos fazem parte da microbiota de humanos e animais (One
Health, 2019; PATHAKUMARI; LIANG; LI1U, 2020). Estima-se que bilhGes de pessoas
no mundo todo séo infectadas por fungos patogénicos, das quais em torno de 1,5 milh&o
de mortes sdo registradas por ano (BROWN et al., 2012, 2014; KAINZ et al., 2020;
PATHAKUMARI; LIANG; LI1U, 2020).

O numero de infec¢Bes fangicas vem aumentando com o passar dos anos e,
consequentemente, tornando-se um problema de saude global associado a alta morbidade
e mortalidade e seus problemas associados (BARTLETT, 2011; BROWN et al., 2014;
GONCALVES-PEREIRA; CONCEICAO; POVOA, 2013; KAINZ et al.,, 2020). A
reemergéncia e emergéncia de micoses humanas estao associados ao aumento no numero
de pessoas imunocomprometidas, as mudancas climaticas, praticas agricolas e outras
atividades humanas (FISHER et al., 2020; HOBERG; BROOKS, 2015; QUEIROZ-
TELLES et al., 2017). Aspergillus sp., Cryptococcus sp., Candida sp., ou Pneumocystis
sp. sdo responsaveis por aproximadamente 90% das mortes por infec¢bes fungicas
(FISHER et al., 2020). Grande parcela das infecgdes fungicas na América do Sul tem
Histoplasma sp., Paracoccidioides sp., e Coccidioides sp. como patdgenos primarios
(ARMSTRONG-JAMES; MEINTJES; BROWN, 2014; LIMPER et al., 2017). No Brasil,
a paracoccidioidomicose (PCM) tem ampla distribuicdo, enquanto a coccidioidomicose
(CM) é unicamente reportada no semiarido (DE MACEDO et al., 2011; MARTINEZ,
2015).

O resultado da infec¢cdo depende da resposta imune do hospedeiro, patogenicidade
do fungo e sitio de infec¢cdo (PATHAKUMARI; LIANG; L1U, 2020) e as micoses podem
ser divididas em trés categorias: superficial, subcutanea e sistémica (HAY, 2006). Além
disso, os agentes etioldgicos podem ser divididos em dois grupos: oportunistas, quando o
agente etioldgico prefere um habitat independente do hospedeiro e causa infecgdo apenas
guando acidentalmente atravessa as barreiras imunes do hospedeiro, isto é, no estado
normal do hospedeiro o patdgeno oportunista ndo provoca infeccdo; e patdgenos
primarios, quando estes fazem uso do hospedeiro, tornando-o indispensavel na aquisi¢cdo
de nutrientes, crescimento e reproducao, isto é, independente do estado no hospedeiro, o

patdgeno primario é capaz de provocar uma infeccdo (GNAT et al., 2021).
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Paracoccidioidomicose

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma infeccdo fungica sistémica causada pelos
fungos saprofitos dimorficos que compdem o complexo de espécies Paracoccidioides
(filo Pezizomycotina, ordem Onygenales, familia Ajellomycetaceae) (CORDOVA,;
TORRES, 2022; MARTINEZ, 2015, 2017; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). Cinco
espécies sdo reconhecidas como agentes etiolégicos de PCM: P. brasiliensis, P. lutzii, P.
americana, P. restrepiensis, P. venezuelensis. Enquanto P. loboi e P. ceti causam
infeccdes subcutaneas em humanos (lobomicose) e golfinhos (TEIXEIRA et al., 2014,
2009; TURISSINI et al., 2017; VILELA et al., 2021). Paracoccidioides sp. € encontrado
na natureza em sua forma filamentosa que produz propagulos infecciosos chamados de
conidio (CORDOVA; TORRES, 2022; MARTINEZ, 2015; SHIKANAI-YASUDA et al.,
2017).

A PCM é encontrada unicamente no continente americano; do Mexico, na
América do Norte, até a Argentina, na América do Sul. Os paises com maior numero de
casos de PCM reportados sdo, do maior para o0 menor: Brasil, Coldmbia, Venezuela e
Equador (COLOMBO et al., 2011; CORDOVA; TORRES, 2022; MARTINEZ, 2015).
No Brasil, a maior regido endémica de PCM é composta pelas regides Sudeste, Centro-
Oeste e Sul. A segunda regido endémica de PCM é localizada ao longo da fronteira leste
da regido amazoénica, composta pelos estados do Para e Tocantins (Regido Norte) e do
Maranhdo (Regido Nordeste) e, de menor incidéncia, a regido da Amazdnia Ocidental
(COLOMBO et al., 2011). No Nordeste, de uma forma geral, ha baixa endemicidade de
PCM e, aparentemente, ndo ha casos autéctone nas regides semiaridas (MARTINEZ,
2015). De um modo geral, as regides onde PCM é endémica sdo Umidas, com alta
precipitacdo anual, temperaturas amenas, boa retencdo de agua no solo e presenca de
florestas e rios (COLOMBO et al., 2011; MARTINEZ, 2015). A Figura 1 apresenta um
mapa da distribuicdo de PCM na América Latina.
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Figura 1. Representacdo da distribuicdo de paracoccidioidomicose na América Latina. As areas de
cinza claro e quadriculadas séo de baixa incidéncia, as areas de cor preta sdo de incidéncia moderada
e as areas de cinza sélido séo de alta incidéncia (adaptado de COLOMBO et al., 2011)

A infecgdo ocorre por meio de inalacdo das conidios produzidas pela forma
filamentosa do fungo quando o solo em que se encontra é perturbado, gerando aerossol
(MARTINEZ, 2015; PECANHA et al., 2022). A temperatura ambiente (em torno de
24°C), este fungo cresce em sua forma micelial, caracterizado por hifas septadas e
conidios; quando em temperatura de aproximadamente 36°C, o fungo passa por uma
transformacdo e cresce como levedura, caracterizado por células leveduriformes com
multiplos brotamentos em aspecto de roda de leme de navio (CORDOVA; TORRES,

2022). A Figura 2 apresenta o ciclo bioldgico hipotético de Paracoccidioides spp.
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Figura 2. Ciclo bioldgico hipotético de P. brasiliensis (adaptado de BAGAGLI et al., 2008)

A PCM e uma infeccdo endémica que ocorre no continente americano, da latitude
23°N até 23°S, principalmente na América do Sul (MARTINEZ, 2015, 2017; PECANHA
et al., 2022; SHIKANAI-YASUDA et al.,, 2017). Na maioria das vezes, 0 proprio
organismo resolve a infec¢do espontaneamente, apenas aproximadamente 1% dos
individuos infectados desenvolvem sintomas clinicos (CORDOVA; TORRES, 2022,
2022; PECANHA et al., 2022). Dentre os individuos que apresentam manifestacdes
clinicas, é possivel caracterizar a doenca em duas formas clinicas: forma aguda ou juvenil
e forma crénica (CORDOVA; TORRES, 2022; MARTINEZ, 2015; PECANHA et al.,
2022).

A forma aguda da PCM ocorre predominantemente em criancas e jovens adultos
e apresenta resposta inflamatéria pulmonar limitada ou ausente (PECANHA-
PIETROBOM et al., 2023). Geralmente, os sintomas da forma aguda aparecem apds
algumas semanas depois da infeccdo e apresenta lesbes na mucosa, linfadenomegalia,
hepatoesplenomegalia, febre e perda de peso (MARTINEZ, 2017; PECANHA et al.,
2022; PECANHA-PIETROBOM et al., 2023). A forma cronica representa a maior
parcela dos casos de PCM, ocorre em sua maioria em homens adultos e geralmente anos
depois da infeccdo primaria (MARTINEZ, 2017; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). E
caracterizada por lesdes orais, pulmonares e nas vias aéreas, podendo evoluir para
infeccdo no sistema nervoso (CORDOVA,; TORRES, 2022; MARTINEZ, 2017,
SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).
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A resposta imune mais adequada para controlar Paracoccidioides spp. € a resposta
imune celular e isso € observado nos individuos de areas endémicas que ndo desenvolvem
a doenca. Esses individuos sdo caracterizados por uma resposta imune Thl, que gera
granulomas compactos para controlar a proliferacdo do fungo (SHIKANAI-YASUDA et
al., 2017). Acredita-se que os individuos que desenvolvem a doenca tém uma resposta
Th1l ineficiente e desenvolvem resposta imune Th2 ou Th9 (CORDOVA; TORRES,
2022; MARTINEZ, 2017; PECANHA-PIETROBOM et al., 2023; SHIKANAI-
YASUDA et al., 2017).

O diagnostico de PCM ¢é realizado por visualizagdo dos elementos fungicos
sugestivos de Paracoccidioides spp. (cultura e/ou exame direto), histopatologia ou testes
soroldgicos, sendo a cultura o padrdo ouro (CORDOVA; TORRES, 2022; PECANHA et
al., 2022; PECANHA-PIETROBOM et al., 2023). Os principais agentes antifingicos
utilizados no tratamento de PCM sdo: anfotericina B, azodlicos, terbinafina e
sulfametoxazol e trimetoprim (CORDOVA,; TORRES, 2022; PECANHA et al., 2022;
PECANHA-PIETROBOM et al., 2023).

Coccidioidomicose

A coccidioidomicose (CM) é uma infeccdo flngica sistémica causada pelos
fungos dimorficos Coccidioides immitis e Coccidioides posadasii, Ascomicetos da
familia Onygenaceae, ordem Onygenales (BROWN et al., 2013; LEWIS; BOWERS;
BARKER, 2015; VALDIVIA et al., 2006; VAN DYKE et al., 2019). Ambas as espécies,
na natureza, vivem no solo em sua forma micelial, que produz artroconidios. Estes,
quando o solo é perturbado, sdo transportados pelo ar e inalados por um hospedeiro
(LEWIS; BOWERS; BARKER, 2015; PECANHA-PIETROBOM et al., 2023). Uma vez
inalados por um hospedeiro adequado, os artroconidios transformam para a forma de
leveduras, sua forma parasitica (LEWIS; BOWERS; BARKER, 2015; PECANHA-
PIETROBOM et al., 2023; VAN DYKE et al., 2019). A distribuicao estimada dos casos
de CM baseada em revisao da literatura é apresentada na Figura 3 e a Figura 4 apresenta

o ciclo de vida de Coccidioides spp.
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Figura 3. Distribuicao estimada do nimero casos de coccidioidomicose no continente americano. As
areas de cor amarela representam os casos de infec¢do por C. immitis. As 4reas de cor alaranjada representam
0s casos de infecgdo por C. posadasii. (Adaptado de
https://www.cdc.gov/fungal/diseases/coccidioidomycosis/maps.html)

A CM ¢é uma micose endémica de regiBes semidesérticas e quentes com solos
argilosos, arenosos e alcalinos e quentes do Hemisfério Ocidental. C. immitis é
predominante no sul da Califérnia-EUA, enquanto C. posadasii € predominante no
Arizona e oeste dos EUA, México e na América Central e Sul (BROWN et al., 2013;
LEWIS; BOWERS; BARKER, 2015; PECANHA-PIETROBOM et al., 2023). A maioria
dos infectados por Coccidioides desenvolvem uma infeccdo assintomatica. Nos quadros
com apresentacdo clinica, a forma pulmonar aguda é a mais comum, seus sintomas
assemelham-se & pneumonia ou sintomas leves semelhantes a gripe, apresenta multiplos
nddulos em parénquima pulmonar e estrias fibréticas; em alguns casos pode ser cronica,
similar a forma aguda mas que perdura por mais de 3 meses, apresenta grandes lesdes
cavitantes periféricas; a minoria dos casos com apresentacado clinica acaba disseminando,
caracterizada por manifestacfes extrapulmonares e pode ocorrer entre algumas semanas
até anos apds a primeira infeccdo (LEWIS; BOWERS; BARKER, 2015; PARISH;
BLAIR, 2008; PECANHA-PIETROBOM et al., 2023; SAUBOLLE; MCKELLAR;
SUSSLAND, 2007).
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Figura 4. Ciclo de vida de Coccidioides spp. (Adaptado de LEWIS; BOWERS; BARKER, 2015)

A coccidioidomicose pode ser diagnosticada por sorologia, microscopia,
histopatologia e/ou cultura (padrdo ouro), geralmente de amostras de escarro ou fluido de
lavado broncoalveolar ou de areas onde o fungo disseminou (LEWIS; BOWERS;
BARKER, 2015; MALO et al., 2017; PECANHA-PIETROBOM et al., 2023). Assim
como para a paracoccidioidomicose, a resposta imune por linfécitos T é crucial na
protecdo contra Coccidioides e definicdo do quadro clinico. Uma resposta Thl é ideal
para uma resolugdo de CM; no entanto, o papel das respostas Th2 e Th17 ainda nao foi
bem definido e possuem evidéncias conflitantes (LEWIS; BOWERS; BARKER, 2015;
VAN DYKE et al., 2019). Anfotericina B e triazois (fluconazol, itraconazol, entre outros)
sdo 0s medicamentos indicados no tratamento de CM; na histéria de tratamento para CM
a anfotericina B € um dos medicamentos mais utilizados, mas gracas a disponibilidade de
triazGis menos tdxicos passou a ser mais utilizada no tratamento dos casos mais severos
ou nos casos refratarios a triazéis (PECANHA-PIETROBOM et al., 2023; VAN DYKE
etal., 2019).

Paracoccidioides e Coccidioides: mecanismos evolutivos adaptativos ao

parasitismo animal

Tanto Coccidioides como Paracoccidioides adaptaram-se a hospedeiros animais
ou ambientes enriquecidos com compostos derivados de animais, como carcacgas de
animais ou cavernas (MUNOZ et al., 2018; SHARPTON et al., 2009; WHISTON;
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TAYLOR, 2016). O dimorfismo, a capacidade de crescer no ambiente e colonizar um
hospedeiro, € uma das adaptacfes mais cruciais para o ciclo de vida dos fungos
patogénicos dimorficos (MUNOZ et al., 2018; SIL; ANDRIANOPOULOS, 2015). Esta
adaptac&o surgiu independentemente em fungos saprofitos (MUNOZ et al., 2018). Além
disso ja foi observado a diferenca do contetdo génico para degradacao de nutrientes entre
os fungos patogénicos e os fungos ndo patogénicos para mamiferos. Por exemplo, estes
fungos ganharam enzimas de degradacdo de proteinas e perderam diversas enzimas de
degradacéo de carboidratos ao longo de sua evolucéo. Isso sugere uma adaptacdo em sua
dieta, mais voltada para matéria organica derivada de animais (DESJARDINS et al.,
2011; MUNOZ et al., 2018; WHISTON; TAYLOR, 2016).

Na ordem Onygenales houve a perda de familias génicas de enzimas para
degradacédo de carboidratos em mais de uma familia na ordem e expansdo de familias
génicas relacionadas a digestdo de material animal (DESJARDINS et al., 2011; MUNOZ
et al., 2018; WHISTON; TAYLOR, 2016). Em Coccidioides, ha um aumento génico
relacionado a endoesporulacéo no estagio de esférula, incluindo geragdo de precursores
metabolicos, atividade ATPase, sinaliza¢do peptidica, ancoras de membrana e dominios
Pfam, enzima de fosfotransferase (SHARPTON et al., 2009; WHISTON; TAYLOR,
2016). Em Paracoccidioides, apesar da reducdo geral em degradacgéo de carboidratos dos
Onygenales, ha genes para degradacdo dos agucares mais comuns em parede celular
(DESJARDINS et al., 2011). Esses fatores, em conjunto, permitiram que esses fungos
infectem ndo s6 humanos, mas outros mamiferos adequados, pois da aos fungos a
habilidade de sobreviver em diferentes habitats e levanta a possibilidade de que alguns
fatores de viruléncia podem ser necessarios também para a sobrevivéncia no solo
(ARANTES et al., 2013, 2016; BAGAGLI et al., 2006; BRILLHANTE et al., 2012;
BROWN et al., 2013; EULALIO et al., 2001; HRYCYK et al., 2018; RESTREPO et al.,
2000; VERGARA; MARTINEZ, 1998). Essas adaptacbes de Coccidioides e
Paracoccidioides a ambientes enriquecidos de matéria orgénica viva (hospedeiros
mamiferos) ou em decomposi¢do (como as tocas dos mamiferos) esta de acordo com a
hipbtese de organismos endozoarios, onde estes vivem em granulomas formados por
pequenos hospedeiros mamiferos sem causar doenca aparente até serem liberados no
ambiente quando o hospedeiro morre, convertendo-se para hifas que utilizam o mamifero
morto para produzir propagulos clonais e ndo clonais que podem realizar mating no
ambiente, ser inalados por outros mamiferos adequados, infectar e continuar o ciclo de
vida (TAYLOR; BARKER, 2019).
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Deteccdo molecular em amostras ambientais

Apesar de Coccidioides e Paracoccidioides serem facilmente isolados de
individuos infectados, o isolamento desses fungos diretamente do solo tem se mostrado
praticamente impossivel ou inviavel, seja pelo fungo nédo crescer devido a competicéo,
crescimento lento ou risco biologico (ALVARADO et al., 2018; ARANTES et al., 2013;
BROWN et al., 2013; DE MACEDO et al., 2011). Normalmente, o isolamento que se faz
para amostras de solo envolve inocular o solo suspenso em salina estéril em animais. Mas
esse método é muito laborioso, caro, de baixa sensibilidade e demorado (DE MACEDO
etal., 2011).

Nos ultimos anos, a detec¢do molecular em amostras ambientais tem-se mostrado
uma ferramenta viavel para a vigilancia e rastreio de outros patégenos, por ser um meio
muito mais rapido, menos laborioso, ndo invasivo, alta sensibilidade e de baixo risco
bioldgico que os métodos tradicionais (GAMAGE et al., 2020; JIMENEZ-RODRIGUEZ
et al., 2022; SENGUPTA et al., 2019). Tanto Coccidioides como Paracoccidioides ja
foram isolados de amostras ambientais de mamiferos com padrfes de comportamento
semelhantes (ALVARADO et al., 2018; ARANTES et al., 2013; BAGAGLI et al., 2006;
DE MACEDO et al., 2011; EULALIO et al., 2001; VERGARA; MARTINEZ, 1998).
Estudos prévios que comparam o perfil genético de cepas ambientais e clinicas mostraram
que gendtipos encontrados no ambiente sdo mais diversos do que os clinicos, indicativo
de que nem todo individuo destes fungos tem o potencial de infectar (ALVARADO et al.,
2018; ARANTES et al., 2016; TEIXEIRA; BARKER, 2016). Essas informacdes em
conjunto levantam a possibilidade de utilizar métodos de deteccdo moleculares para
investigar a presenga de Coccidioides e Paracoccidioides no ambiente para entender a
distribuicdo desses fungos na natureza e, consequente, monitoramento (ALVARADO et
al., 2018; ARANTES et al., 2013; BAGAGLI et al., 2006; DE MACEDO et al., 2011).

Ja foi mostrado nas regides Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste e Norte a eficiéncia
da utilizagdo de ferramentas moleculares em amostras ambientais para a detec¢édo
molecular de P. brasiliensis, P. lutzii e Coccidioides sp. através de marcadores
especificos (ARANTES et al., 2013; DE MACEDO et al., 2011; EULALIO et al., 2001;
RESTREPO et al., 2000). Com a evolugdo das técnicas de sequenciamento e com 0
aumento da quantidade de dados gerados de cddigos de barras de DNA (DNA barcoding)
em fungos, foi proposto um novo marcador, que se mostrou eficiente qualitativamente e
guantitativamente nos estudos de micobioma (WHISTON; TAYLOR, 2016), baseado na
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amplificacdo total ou parcial do rDNA, seguido de sequenciamento massivo por Illumina
MiSeq. A eficiéncia desta técnica foi mostrada na deteccéo e quantificagdo relativa de C.
posadasii em regides semidesérticas da Venezuela, demonstrando que existem diferentes
quantidades de Coccidioides sp. no solo, a presenca de espécies fungicas associadas com
a abundante presenca destes patdgenos no solo e que tém diferentes estratégias para
sobreviver no solo e no hospedeiro (ALVARADO et al., 2018). A regido ITS possui um
alto potencial de resolucdo filogenética e pode ser utilizada na quantificagcdo Operational
Taxonomical Units (OTU — Unidade Taxonémica Operacional). A amplificacdo das
regides ITS ja foi usada em mais de um estudo e mostrou-se eficiente (ALVARADO et
al., 2018; ARANTES et al., 2016; MCTAGGART et al., 2019; WHISTON; TAYLOR,
2016).

Modelagem de Nicho Ecoldgico

O modelagem de nicho ecoldgico em doencas infecciosas € uma ferramenta cuja
finalidade é usar epidemiologia espacial para determinar condi¢Ges ambientais associadas
com a ocorréncia de uma doenca. Com essas informacdes, € possivel identificar
localizagdes onde tais condicdes existem e sdo adequadas para introdugdo, manutencéo e
dispersdo de uma doenca e utilizar essas informagdes no controle, prevencéo e combate
(ESCOBAR, 2020; ESCOBAR; CRAFT, 2016; ESCOBAR; MORAND, 2021). Como
0s objetivos de epidemiologia e ecologia sdo similares, seus conhecimentos sdo
complementares e podem ser usados em conjuntos para entender uma doenca, uma vez
que esta ndo é distribuida aleatoriamente e que alguns fatores ambientais explicam sua
ocorréncia (ESCOBAR; CRAFT, 2016).

Os principais algoritmos de modelagem utilizados na producdo de modelos de
nicho ecologico sdo: Modelo Linear Generalizado, Modelo Aditivo Generalizado,
Regressdo de Arvore de Decisdo Aumentada (Boosted Regression Trees), Floresta de
Decisdo Aleatéria (Random Forest), Maquinas de Vetores de Suporte (Support Vector
Machines), Maxent, Bioclim, NicheA, Estimacdo de Hipervolumes e Cluster de
ocorréncia (ESCOBAR, 2020). Esses métodos ja vém sendo utilizados para diferentes
especies de organismos, incluindo fungos (DAVISON et al., 2021; DICKO et al., 2014;
ESCOBAR et al., 2017; KELLERMANN et al., 2012; QUINER; NAKAZAWA, 2017,
ZIMMERMANN et al., 2009).
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Utilizando o método de cluster de ocorréncia, ja foi observado uma forte relacéo
entre fatores climaticos e a incidéncia de PCM aguda no estado de Séo Paulo entre o0s
anos de 1966 e 2006 (BARROZO et al., 2010). Neste estudo, foi observado que houve
um cluster de casos de PCM no ano de 1985 e que este cluster tem uma potencial relagdo
com o evento EI Nifio de 1982-83. Durante este evento, o armazenamento de agua no solo
calculado e a umidade absoluta do ar foram muito maiores do que o normal, condic¢des
favoraveis para o crescimento do fungo no solo e subsequente liberacéo de conidios.

Também ja foi observado, para CM, a influéncia de fatores climaticos na
incidéncia da doenca (KOLLATH; MIHALJEVIC; BARKER, 2022). No Arizona-EUA,
utilizando Modelo Aditivo Generalizado, foi observado que Material particulado de
didmetro inferior a 10 pum (PM10), temperatura maxima média e efeito retardado da
precipitacdo e PM10 tém efeito sazonal na incidéncia de CM. Neste estudo, PM10 foi o
fator de maior impacto nos casos de CM, onde elevados indices de PM10 entre novembro
e janeiro estdo associados a maior deteccao de casos humanos durante o inverno. Relagcdes
similares de varidveis climaticas e incidéncia de CM j& foram observadas em outros
estudos de modelagem de nicho ecoldgico (GORRIS et al., 2019; WEAVER et al., 2020;
WEAVER; KOLIVRAS, 2018).
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Justificativa

No Brasil, aproximadamente 3,8 milhGes de brasileiros desenvolvem anualmente
infeccbes flangicas e as estimativas de incidéncia (/1000) de hospitalizacdes por
coccidioidomicose (CM) é de 7,12 enquanto a de paracoccidioidomicose (PCM) chega a
7,99, mostrando-se como um problema inegéavel para a saude puablica no Brasil
(COLOMBO et al., 2011). Nos EUA, CM e considerada uma PAC (MANDELL et al.,
2007; RAMIREZ et al., 2020), mas no Brasil nem a CM nem a PCM séo consideradas
como PAC. Devido a isso e as semelhancas clinicas com outras pneumonia adquirida na
comunidade, essas doencas sdo negligenciadas e frequentemente mal diagnosticadas. No
Brasil, a letalidade de CM chega a 8% e a de PCM varia de 3% a 5%, podendo chegar a
6,1% e 7,6% em algumas areas e no estado do Piaui (COLOMBO et al., 2011). Ja foi
mostrado por diversos estudos clinicos que quanto mais rapido e eficaz for o diagndstico
de uma micose sistémica, maiores sdo as chances de cura clinica e maior é a reducdo das
sequelas e de morte (KOZEL; WICKES, 2014). No Brasil, as agéncias de saude nédo
consideram a PCM como PAC e na maioria dos casos so é diagnosticada quando ocorre
a deteccdo de formas muco-cutaneas ou disseminadas. No entanto, ja foi mostrado que
aproximadamente 50% dos casos de PCM diagnosticados ndo possuem envolvimento das
mucosas ou a disseminacao para outros 6rgdos (MARTINEZ, 2015, 2017).

A PCM é amplamente distribuida no territério brasileiro, jA a CM & restrita ao
semiarido brasileiro (COLOMBO et al., 2011; SIFUENTES-OSORNIO; CORZO-
LEON; PONCE-DE-LEON, 2012). Ambientes &ridos e semidesérticos caracterizam a
regido Nordeste do Brasil, mas também possui regiGes de cerrado, mata atlantica e
restinga que formam complexos mosaicos e regifes de transicdo para diversas entidades
do sistema bioldgico. Por consequéncia, estas micoses convergem no nordeste brasileiro,
mas o limite e a sobreposicao das areas onde ocorrem sdo desconhecidos bem como os
genotipos que ocorrem nestas regides. Devido a falta de conhecimento da real distribui¢do
destas micoses no Nordeste do pais faz com que estas doencas sejam tratadas por longos
periodos como infeccbes bacterianas, virais ou até mesmo tuberculose,
consequentemente, progredindo para um quadro crénico ou disseminado (FALCI;
STADNIK; PASQUALOTTO, 2017; QUEIROZ-TELLES et al., 2017).
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Objetivo

Este estudo busca identificar Paracoccidioides e Coccidioides no Nordeste do

Brasil, comparar os genotipos encontrados em humanos com os encontrados no ambiente

natural de infeccéo e modular o nicho ecoldgico de Coccidioides e Paracoccidioides.

Obijetivos especificos

27

Descrever a série historica de casos em pacientes infectados por CM e

PCM no Nordeste brasileiro;

. Analisar a distribuicdo espacial dos casos reportados na literatura,;

Identificar Coccidioides sp. e Paracoccidioides sp. em amostras de solo
de toca de tatu coletadas no nordeste brasileiro;

Modelar o nicho ecolégico de Coccidioides sp. e Paracoccidioides sp. no
nordeste brasileiro;

Comparar 0s gendtipos das amostras ambientais de solo com amostras
clinicas de pacientes infectados.



Materiais e Métodos

Identificagdo molecular de Paracoccidioides e Coccidioides em amostras de
solos de tocas de tatus e outros mamiferos no Nordeste do Brasil

Coleta: Foram coletadas 296 amostras em 4 estados: Tocantins (Regido norte
usada como regido controle-positivo para Paracoccidioides), Maranhdo, Piaui e Ceara.
A coleta foi iniciada em Imperatriz - MA e percorreu outras 19 cidades. As cidades
percorridas, por estado, foram: no Ceara, Aiuaba, Arneiroz, Banabuil, Quixada,
Redencdo e Solondpole; no Maranhdo, Barra do Corda, Grajad, Imperatriz e Porto
Franco; no Piaui, Barro Duro, Dom Expedito Lopes, Elesbdo Veloso, Oeiras, Paqueta,
Picos, Pio IX e Sdo Raimundo Nonato; e em Tocantins, Araguaina. Amostras compostas
de solo do interior da toca de tatu (aproximadamente 30cm da entrada da toca) em &rea
de mata nativa, foram coletadas com a ajuda de uma bastdo de aluminio de 1 metro e uma
espatula. As amostras foram armazenadas em tubos de 50ml estéreis. Em cada municipio,
pelo menos 5 tocas foram amostradas e entre cada toca amostrada o material foi
descontaminado em solucgéo de etanol 70% entre cada coleta. Os locais de coleta estdo
apresentados na Figura 5 e a Figura 6 apresenta alguns dos locais onde as amostras de

solo foram coletadas.
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Figura 5. Area de estudo, os pontos vermelhos indicam os pontos de coleta das amostras de solo
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Figura 6. Fotos de alguns dos locais onde as amostras de solo foram coletadas. A: Aiuaba - CE; B: Oeiras - PI;
C: Quixadéa - CE; D: Pio IX - PI; E: Divisa de Palmacea e Redengéo — Ceard; F e G: toca de tatu em Picos — PI;
H: Céo e toca

Extracdo de DNA: A extracdo do DNA do solo foi realizada em duplicata
utilizando-se kits comerciais da Power Soil® DNA Isolation Kit (Qiagen). A quantidade
de amostra e os procedimentos seguiram as instrucdes do fabricante sem alteracdes,
entretanto a fragmentacdo do solo foi realizada no equipamento de ruptura Precells
(Bertin) por 10 ciclos de 60 segundos a 5.000 rpm. As amostras de DNA foram
quantificadas por fluorescéncia (PicoGreen — Life Technologies, Inc., Carlsbad, CA) e

normalizadas para uma concentragdo de 10ng/uL.

Nested PCR da regido ITS e sequenciamento de DNA: O primeiro round da
PCR foi de amplificacdo da regido ITS utilizando os primers ITS 4 (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") e ITS 5 (5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-
3%). As reacOes de amplificagdo de ITS foram realizadas da seguinte maneira: (i) as
amostras foram separadas com base na concentragdo de DNA (ng/uL), resultando em 4
tratamentos diferentes; tratamento 1 - para concentraces de DNA até 10 ng/pL, foram
utilizados 4 pL da amostra de DNA, tratamento 2 — para concentracdo de DNA entre 10
ng/uL e 26,1 ng/uL, foram utilizados 3 pL da amostra de DNA, tratamento 3 — para
concentracdo de DNA entre 26,1 ng/pL e 42,2 ng/uL, foram utilizados 2 pL da amostra
de DNA, tratamento 4 — para concentracbes de DNA maiores do que 42,2 ng/uL, as
amostras foram diluidas para 20 ng/pL e das amostras diluidas foram utilizados 3 pL; (ii)
as reac0es realizadas com 12,5 pL de GoTaq Master Mix, 1 pL de cada primer, volume
de DNA de acordo com cada tratamento e o volume de dgua miliQ ajustado de acordo
com o volume de amostra de DNA para cada tratamento, de forma que o volume final
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fosse 25 pL; os ciclos de amplificacdo foram: desnaturacéo inicial a 95°C por 5min; 95°C
por 30s, 55°C por 30s e 30 ciclos de 72°C por 30s; seguido por uma extensao terminal a
72°C por 5min. Agua foi usada como molde em todos os controles negativos.

O segundo round da PCR foi de amplificacdo da regido interna da regido ITS,
especifica para cada espécie, utilizando os primers desenvolvidos pelo nosso grupo de
pesquisa. O primer forward para Coccidioides sp. foi nomeado P294 (5°-
GGATCATTAAAGTGGCGTCCG-3’) e o primer reverse foi nomeado P295 (5°-
GGTCTTTGAGCGATGAAGTGA-3"). O primer forward para Paracoccidioides sp. foi
nomeado ParIntS (5'-CACGTTGAACTTCTGGTTCG-3") e o primer reverse foi
nomeado ParIntR (5'-TGTCGATCGAGAGAGGAACC-3"). O volume final da reacao foi
de 25 pL, utilizando 12,5 uL, 1,4 pL de cada primer, 6,7 uL de agua miliQ e 3 pL da
amostra do primeiro round da nested PCR. Os ciclos de amplifica¢do foram padronizados
para ambas as espécies: desnaturacdo inicial a 92°C por 2min; 95°C por 30s, 57°C por
40s e 30 ciclos de 72°C por 30s; seguido por uma extensao terminal a 72°C por 5min.
Agua foi usada como controle negativo. Todos os produtos de PCR foram verificados em

eletroforese em gel de agarose 1,5%.

Sequenciamento

Sequenciamento e comparacdo entre amostras clinicas e ambientais: o
sequenciamento das amostras selecionadas foi realizado pelo método Sanger no Instituto
de Biotecnologia — IBTEC — UNESP. Todos os eletroferogramas das amostras
sequenciadas foram inicialmente inspecionados pela ferramenta Electropherogram
quality analysis disponivel no sitio http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/ usando
um padrdo de exclusdo de Phred>30. Em seguida, as fitas forward e reverse de cada
isolado foram unidas em forma de contigs utilizando a ferramenta CAP - contig assembly
program e, entdo, alinhadas utilizando o algoritmo ClustalW (THOMPSON; HIGGINS;
GIBSON, 1994) presentes no software BioEdit (HALL, 1999) e manualmente editadas
para corrigir eventuais bases mal alinhadas. Todas as sequéncias do gene ITS dos isolados
foram comparadas com sequéncias de ITS depositadas no GENBANK. As analises
filogenéticas foram realizadas pelo método de Maxima Verossimilhanga (Maximum
Likelihood — ML) e conduzidas no software IQTREE v1.6 e 0 modelo de substituigdo de
bases para o locus selecionado foi realizado por meio de testes hierarquicos
implementados na ferramenta ModelFinder (op¢édo -m MFP) (NGUYEN et al., 2015). A
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fidelidade dos ramos genéticos foi calculada pelos testes Shimodaira—Hasegawa-like
approximate likelihood ratio test (SH-aLRT) e ultrafast bootstraps (GUINDON et al.,
2010; MINH; NGUYEN; VON HAESELER, 2013). A arvore filogenética consensual do

locus foram visualizadas no software FigTree v1.3

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). Os codigos de acesso das sequéncias de
Paracoccidioides utilizadas na comparacdo genética entre as amostras de solo e
depositadas em bancos de dados estdo disponiveis na Tabela 2 e as das sequéncias

utilizadas na mesma comparacéo para Coccidioides estdo na Tabela 3.

Tabela 2. Numero de acesso no Genbank das sequéncias utilizadas na produgédo da arvore filogenética de
Paracoccidioides sp.

N | N I N | N |
MN27 19 MFO7 MTO08 KP63 Seq20 AR_ | MF0780 SP03 5
1900.1 8070. 6458 MG14 66.1

1
MN27 22 MT72 Nova_lguacu_so | KP63 Seq2l AR_ | MFO0780 SP06
1901.1 62009. il_sample_6 6459 MG15 73.1
1
MN27 43 0Q45 P. brasiliensis_ | KP63 Seq22 AR_ | MF0780 SPO7
1902.2 6013  AC02_0Q4560 | 6460 MG16 69.1
13
MN27 104 | OQ45 P._brasiliensis_ | KP63 Seq23_SO_ | JQ67576 T16B1
1899.2 6015 AC03_0Q4560 | 6461 RO1 2.1
15
KJ540 ATC | OQ45 P._brasiliensis_ | KP63  Seq24 SO_ | KX7743 T17LM2
971.1 C608 | 6017. AC04_0Q4560 | 6462 RO2 93.1
55 1 17
JQ669 B2 1 | OQ45 P._brasiliensis_ | KP63  Seq25_SO_ | KX7743 T17LM3
667.1 6016. AC07_0Q4560 | 6463 RO3 94.1
1 16
JQ669 B2 2 | OQ45 P._brasiliensis_ | KP63  Seq26_SO_ | KX7743 T17LM4
668.1 6018. AC16_0Q4560 | 6464 RO4 95.1
1 18
JQ669 B3 1 | OQ45 P._brasiliensis_ | KP63  Seq27_SO_ | KX7743 T18LM1
669.1 6014. AC28_0Q4560 | 6465 RO5 96.1
1 14
JQ669 B3 2 | JF289 P. brasiliensis_J | KP63  Seq28 SO_ | KX7743 T18LM31
670.1 270.1 F289270_dog 6466 RO6 97.1
JQ669 B8 2 | AF03 Paracoccidioides | KP63  Seq29 SO_ | KX7743 T18LM35
671.1 5675. _loboi 6467 RO7 98.1
1
AY61 Cabba | KT15 Pb01 KP63 Seq3_SO_G | KX7744 T19B152
8999.1 sous | 5976. 6441 010 00.1
1
MZz23 CB15 | KT15 Pb18 KP63 Seq30_SO_ | KX7743 T19B72
3473.1 04 5977. 6468 RO8 99.1
1
MZz23 CB15 | EU87 Pb3 KP63 Seq3l SO_ | KX7744 T19F331
3474.1 06 0315. 6469 RO9 01.1
1
Mz23 CB15 | EU1l Pb300 KP63 Seq32 _SO_ | KX7744 T20B131
3475.1 47 8553. 6470 RO10 02.1
1
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Legenda: | = identificacéo na arvore;
N = ndmero de acesso no genbank

Tabela 3. Numero de acesso no Genbank das sequéncias utilizadas na producdo da arvore filogenética de
Coccidioides sp.

N I N |
MT436386.1 29P710_TRAKER JX964799.1 NCCPF_230018
OP902915.1 T42006_2021 OP740677.1 RTO1
MT436388.1 AA5_PISWERL MH725255.1 NM7898
MT436385.1 HH2 MH725245.1 NMO0317
MT436381.1 9pP11 MH725244.1 NMO0071
OP719267.1 Bo38 MH725250.1 NM3957
MT436382.1 29P42 JX051631.1 CEMM_05410
OP902909.1 T42003_2018 MZ091471.1 75095
OP902904.1 45003_2018 EF186786.1 CBS_113846
0P902903.1 T43006_2018 EF186785.1 CBS_113843
0OP902905.1 T45005_2018 EF186784.1 CBS_196.34
MN520605.1  Trona_4_EC3_EC100 | MH860792.1 CBS_711.73
OP902907.1 T42001 2018 KY399886.1 6CiH
OP719263.1 B039 MT704345.1 SM56
MT436383.1 29P82 KM588216.1 etz
OP719265.1 Bod4 KF373787.1 $1203408.2
OP719264.1 Bo28 KF373786.1 $1203408.1
MK577421.1 DMic_175717 NR_145259.1 ATCC_28868
MK577410.1 DMic_103719 MT436384.1 uT2
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MT667234.1 477 MT436387.1 N261
MH862949.1 CBS_113858 OP902911.1 T43001_2019
MZ091472.1 89996 MT436390.1 AA42
KF700274.1 CM2911 KJ783449.1 544709SP
MH862947.1 CBS 113848 KJ783447.1 535908LN
MH862946.1 CBS 113847 MT704346.1 SM60
MW406989.1 18141492 MT704344.1 SM59
KC469983.1 IDR1200041772 MT704347.1 SM54
KC469982.1  |DR1200041771 | MK577425.1 DMic_185676
AB232901.1 IEM 54196 MK577423.1 DMic 083277
AB232892.1 IEM 45817 HG380500.3 EMR 12608
AB232884.1 IEM 4945 KT155707.1 CBS 113853
AB232889.1 IEM 45813 KT155706.1 CBS 113852
AB232883.1 IEM 4935 MH863096.1 CBS 120936
AB232895.1 IFM_50993 EF186790.1 CBS_113857
AB232885.1 IEM 45809 MH855473.1 CBS 144.34
AB232891.1 IFM_45816 MH725248.1 NM3006
AB232893.1 IFM_46868 KF539899.1 Whiskey_Hill
AB232894.1 IEM 50992 KF539889.1 M4890
AB232890.1 IEM 45815 KF539874.1 M3429
MH862947.1 CBS_113848 KF539872.1 K727
KT155618.1 CBS 113850 KF539900.1 AD92
KT155702.1 CBS 113840 MT704342.1 DG28
MZ091470.1 49797 MZ091469.1 13196
KT155705.1 CBS_113849 MT704343.1 DG24
KT155710.1 CBS_113859 KJ783446.1 435908LN
ON982452.1  CAMSCCPMD_D18g | CBS_114.61  Amauroascus_niger_CBS_114.61 T
Legenda: | = identificacdo na arvore; N = nimero de acesso no genbank

Georreferenciamento e modelagem de nicho

Georreferenciamento, modelagem de nicho e fatores ambientais associados a
PCM e CM: as coordenadas das amostras ambientais e o local reportado dos casos na
literatura foram utilizados para georreferenciamento. Os dados das amostras ambientais
consistem na localizacdo das amostras que foram positivas para amplificacdo de
Coccidioides sp. e Paracoccidioides sp. durante a nested PCR. Cada entrada foi
georreferenciada utilizando o software QGIS 3.10.9 (QGIS Development Team 2020,
http://www.qgis.org/), usando o Sistema de Coordenadas Geograficas, SIRGAS 2000

Datum. A base cartografica utilizada, referente a estrutura territorial, foi obtida no
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). As 19 variaveis biocliméticas
disponiveis na base de dados do WorldClim (resolucdo de 2,5km) foram selecionadas

como  preditores no nosso modelo de  distribuicio de  espécies

(www.worldclim.org/current) (HIJMANS et al., 2005). Essas variaveis foram
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selecionadas por representarem tendéncias anuais, sazonalidade e fatores ambientais
limitantes. A autocorrelacdo entre as variaveis foi testada utilizando a matriz de
correlacdo de Pearson, as variaveis que nao tiveram indice de correla¢do r < 0.80 foram
removidas do modelo (HERNANDEZ et al., 2006). As variaveis bioclimaticas utilizadas
estdo apresentadas na Tabela 4, elas sdo provenientes do WorldClim e séo obtidas a partir
dos valores mensais de temperatura e precipitacdo, resultando em varidveis biocliméticas
mais significativas (https://www.worldclim.org/data/bioclim.html). O modelo de maxima
entropia (Maxent) foi aplicado utilizando pontos de presenca e pseudo-auséncia
utilizando o pacote R “dismo” que ¢ baseado no algoritmo Maxent 3.4.1. Este algoritmo
possui alta acurdcia preditiva utilizando apenas dados de presen¢a no modelo (ELITH*
et al., 2006). Pontos de presenca duplicados foram excluidos do modelo. Sessenta e trés
pontos de presencas foram utilizados para treinar o modelo e um total de 10.063 pontos
(pontos de presenca e background) foram utilizados para determinar a distribuicdo
Maxent. O modelo foi realizado com 1000 intera¢cdes maximas. O mapa final médio teve
saida l6gica com valores de adequacao variando entre 0 (habitat inadequado) a 1 (habitat
adequado).

Tabela 4. Variaveis bioclimaticas utilizadas na modelagem de nicho. (Adaptado de
https://www.worldclim.org/data/bioclim.html)

Cédigo Variavel (célculo) Cddigo Variavel (célculo)

B101 Temperatura média anual BIO11  Temperatura média do trimestre mais
frio

BIO2 Variacdo média de temperatura BIO12  Precipitagdo anual

(média mensal da Tmax — Tmin)

BIO3 Isotermicidade (BIO2/BIO7*100) BIO13  Precipitacdo do més mais imido
BIO4 Temperatura sazonal BlO14  Precipitacdo do més mais seco
(desvio padrdo *100)

BIO5 Temperatura maxima do més mais quente | BIO15  Precipitacdo sazonal

(Coeficiente de Variagéo)

BIO6 Temperatura minima do més mais frio BIO16  Precipitacdo do trimestre mais itmido
BIO7 Variacdo anual de temperatura BIO17 Precipitacdo do trimestre mais seco
(BIO5-BIOE6)

BIO8 Temperatura média do trimestre mais | BIO18  Precipitacdo do trimestre mais quente
Umido
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B109 Temperatura média do trimestre mais seco | BIO19  Precipitacdo do trimestre mais frio

BIO10 Temperatura média do trimestre mais | Legenda: T = temperatura
quente

Os dados climaticos (precipitacdo e temperatura) foram obtidos para os estados
do Nordeste do sistema de monitoramento climatico global (CAMARILLO-NARANJO
et al., 2019). Modelos de regressdo binomial-negativo foram utilizados para investigar a
relagdo entre as variaveis climaticas e os casos de CM e PCM utilizando o pacote MASS
no programa R (R core Team 2013). As variaveis de saida foram reportadas como o
numero de casos de CM ou PCM por ano para cada estado e os valores de predicdo
incluem precipitacdo anual, temperatura média anual e precipitacdo total do ano anterior.
Colinearidade entre os valores de predicdo do modelo foram testados utilizando matriz
de correlacdo com o pacote R GGally (SCHLOERKE et al., 2021). Todas as variaveis
que foram mantidas no modelo possuem coeficientes de correlacdo de Pearson &It;0.6.
Diferentes modelos de iteragdo foram construidos adicionando e removendo varidveis

preditoras para escolher o modelo mais adequado.

Dados na literatura

Coleta: para buscar dados na literatura, as seguintes palavras chaves, em
portugués e em inglés, foram utilizadas nas plataformas Elsevier, Google, Google
Scholar, NCBI: “paracoccidioidomicose/coccidioidomicose”, ‘“Nordeste”, “Brasil”,
“nome de cada estado do Nordeste”. Além disso, para expandir a busca, utilizamos os
anais de diversos congressos, como Congresso Brasileiro de Microbiologia, Congresso
Brasileiro de Estomatologia e Patologia Geral, Congresso da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical. Neste caso, a busca foi manual utilizando a ferramenta de buscador
de palavra utilizando a palavra-chave “cocci” para abranger tanto a
paracoccidioidomicose como a coccidioidomicose. Para cada retorno positivo da
ferramenta, foi verificado se era um relato de caso e se era proveniente de algum estado
do Nordeste brasileiro. Os fatores de inclusédo foram: o caso relatado ser proveniente do
Nordeste brasileiro e o caso de CM ou PCM confirmado por diagnostico laboratorial
(cultura, histopatologia, sorologia ou exame direto), entre os anos de 1980 e 2021. A
Tabela 5 apresenta os casos de paracoccidioidomicose na literaturas recuperados nesta

busca e a Tabela 6 os casos de coccidioidomicose.
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Tabela 5. Casos de paracoccidioidomicose relatados no Nordeste brasileiro recuperados no estudo retrospectivo

Referéncia N° Estado Referéncia N°de  Estado
de casos
casos
(GAIA-FILHO; 1 Alagoas | (IVNA M. PASSOS et 1 Ceara
FERRAZ, 2002) al., 2010)
(DUARTE et al., 1 Alagoas | (MAPURUNGA et al., 4 Ceara
2000) 1990)
(LOPES et al., 1 Alagoas (MARQUES et al., 1 Ceara
2016) 2018)
(OLIVEIRA et al., 1 Alagoas (TAVARES, 2017) 1 Ceara
2018)
(PROCOPIO et 1 Alagoas (SILVA et al., 2013) 1 Maranhéo
al., 2017)
(NETTO, 2018) 1 Alagoas (DE SOUSA,; SA; 1 Maranhé&o
PEREIRA, 2021)
(PRAXEDES, 4 Alagoas (DA SILVA et al., 1 Maranhao
2018) 2014)
(SILVA etal., 2 Alagoas (LOPES et al., 2019) 1 Maranhao
2014)
(SANTOS et al., 1 Alagoas | (PEREIRA MACEDO 1 Maranhao
2019) etal., 2016)
(ARAUJO; 1 Bahia (BRITO, 2016) 1 Para
ANDRADE, [s.d.])
(VIEIRA; REIS; 1 Bahia (DE AQUINO et al., 1 Para
MEIRA, 2016) 2015)
(ANDRADE et al., 1 Bahia | (PEREIRA etal., 2010) 1 Para
2007)
(DOS SANTOS, 1 Bahia | (SCUARCIALUPI;SA; 1 Paraiba
[s.d.]) SILVA, 2018)
(ROCHA et al., 3 Bahia (GURGEL, 2016) 1 Paraiba
2002)
(CERQUEIRA et 1 Bahia (SOUZA et al., 2019) 1 Paraiba
al., 2005)
(BITTENCOURT 2 Bahia | (PEREIRA etal., 2018) 1 Paraiba
et al., 1987)
(PEDREIA et al., 1 Bahia | (MACEDOetal,2007) 1  Pernambuco
2011)
(FERNANDES et 1 Bahia (MAGALHAES et al., 7 Pernambuco
al., 2011) 1995, p. 1)
(BITTENCOURT; 1 Bahia (FILHO et al., 2019) 1 Pernambuco
ANDRADE, 1986)
(FRANCO et al., 1 Bahia (GUIMARAES; 1 Pernambuco
2016) CAMPOS; PESSOA,
1985)
(MESQUITA et 1 Bahia (FONSECA et al., 1 Pernambuco
al., 2006) 2010)
(ANDRADE et al., 1 Bahia (NETO et al., 2009) 1 Pernambuco
2014)
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(DE MACEDO et
al., 2020)
(MOTA et al.,
2019)
(FACANHA et al.,
2010)
(HOLANDA
ARAUJO;
COSTA FILHO;
LEAL, 2006)

Bahia

Ceara

Ceara

Ceara

(SOUZA et al., 2019) 4

(BUONAFINA et al., 1
2016)

(SANTOS etal., 2009) 1

Pernambuco

Pernambuco

Rio Grande
do Norte

Tabela 6. Casos de coccidioidomicose relatados no Nordeste brasileiro recuperados no estudo retrospectivo

Referéncia N° de Estado Referéncia N° de Estado
casos casos
(MARTINS et 1 Bahia (DE AGUIAR 19 Ceara
al., 1997) CORDEIRO et
al., 2010)
(GOMES et al., 1 Bahia | (ARAUJOetal., 3 Pernambuco
1978) 2018)
(BRILHANTE 1 Ceara (DE LIMA- 1 Pernambuco
et al., 2008) NETO etal.,
2021)
(TOGASHI et 3 Ceara (MARTINS et 3 Pernambuco
al., 2009) al., 2018)
(COSTAcetal., 1 Ceara (MACEDO et 1 Piaui
2001) al., 2007)
(SILVAetal.,, 4 Ceara (MORAES et 1 Piaui
1997) al., 1998)
(KUHL et al., 1 Ceara | (CAVALCANTI 2 Piaui
1996) etal., 2018)
(BRILLHANTE 3 Ceara (WANKE et al., 3 Piaui
etal., 2012) 1999)
(MELO et al., 1 Ceara (FILHO, 2010) 1 Piaui
2016)
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Resultados

Estudo retrospectivo

Paracoccidioidomicose: Ao todo, foram encontrados 73 casos relatados na
literatura (resumos em congressos, artigos) que sdo oriundos do Nordeste brasileiro. A
idade média foi de 44,93 £2,04 anos, com minima de 4 anos e maxima de 76 anos. Dos
73 casos, 8 (10,96%) foram casos de PCM em mulheres e 65 (89,04%) em homens. Todos
0s casos encontrados sdo do periodo de 1981 até 2019. A idade média entre as mulheres
foi de 30,38 £9,94 anos (minima de 11 anos e maxima de 67 anos). A idade média entre
os homens foi de 46,72 +2,04 anos (minima de 4 anos e maxima de 76 anos). O ndmero
de casos de PCM por faixa etaria esta apresentado na Figura 7 e a Figura 8 apresenta a
distribuicdo temporal dos casos de PCM. Bahia (18 casos, 24,66%), Pernambuco (17
casos, 23,28%) e Alagoas (14 casos, 19,18%) sdo os estados com maior nimero de casos
de PCM encontrados.

De todos os casos, a ocupacdo mais relatada foi de trabalhador rural (30 casos,
41,10%), no entanto, 25 (34,25%) de todos 0s casos nao possuem a ocupagéo do paciente
informada. Agrupando todas as ocupacOes relacionadas ao meio rural em uma Unica
categoria, tém-se 39 casos (53,42%) de PCM no Nordeste brasileiro. A segunda ocupacgéo
mais relatada foi de pedreiro (4,11%). Para todas as mulheres, a ocupacdo ndo foi
informada. Entre os homens, a ocupagdo mais relatada foi de trabalho rural (39 casos,
60,00%), seguida de pedreiro (3 casos, 4,62%); 17 casos (26,15%) ndo possuem a
ocupacdo do paciente relatada.
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Figura 7. Namero de casos de paracoccidioidomicose, reportados em artigos e resumos, no Nordeste
brasileiro por faixa etaria
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A forma clinica mais relatada entre todos os casos foi a forma cronica de PCM,
com 54 casos (73,97%); a forma aguda teve 14 casos (19,18%) e em 5 casos a forma
clinica de PCM né&o foi relatada (6,85%). Entre as mulheres, a forma aguda foi a mais
relatada, com 4 (50%) casos; a forma cronica teve 3 (37,50%) casos e em apenas 1 caso
(12,50%) a forma clinica ndo foi informada. Entre os homens, a forma clinica mais
relatada foi a forma cronica, com 51 (78,46%) casos; a forma aguda teve 10 (15,38%)
casos e em 4 (6,15%) dos casos a forma clinica ndo foi informada.

Lesdo de orofaringe foi relatada em 45 (61,64%) dos casos, 18 (24,66%) casos
ndo tiveram relato deste tipo de lesdo e em 10 (13,70%) casos esta informacao ndo estava
presente. Linfadenopatia foi relatada em 26 (35,62%) dos casos, 9 (12,33%) casos nao
tiveram linfadenopatia e 38 (52,05%) dos casos ndo contém essa informacao.
Hepatoesplenomegalia foi relatada em 3 (4,11%) dos casos, 28 (38,36%) casos relataram
que o paciente ndo apresentava hepatoesplenomegalia e em 42 (57,53%) dos casos esta
informagao n&o estava presente. Entre as mulheres, lesdo de orofaringe foi relatada em 4
(50,00%) dos casos, linfadenopatia foi relatada em 5 (62,50%) dos casos e
hepatoesplenomegalia foi relatada em nenhum caso. Entre os homens, lesdo de orofaringe
foi relatada em 41 (63,08%) casos, linfadenopatia foi relatada em 21 (32,31%) casos e

hepatoesplenomegalia foi relatada em 3 (4,62%) casos.
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Figura 8. Distribuigdo temporal dos casos de PCM reportados em artigos e resumos
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Tabela 7. Relagao de casos de paracoccidioidomicose e coccidioidomicose, reportados em resumos e artigos

por estado
Estado Paracoccidioidomicose Coccidioidomicose
N° de casos Porcentagem (%) N° de casos Porcentagem (%)
Alagoas 14 19,18 0 0,00
Bahia 18 24,66 2 4,00
Ceara 10 13,70 33 66,00
Maranhé&o 6 8,22 0 0,00
Para 3 4,11 0 0,00
Paraiba 4 5,48 0 0,00
Pernambuco 17 23,29 7 14,00
Piauf 0 0,00 8 16,00
Rio Grande do Norte 1 1,37 0 0,00
Sergipe 0 0,00 0 0,00
Total 73 100,00 50 100,00

Coinfeccgéo foi relatada em apenas 3 (4,11%) casos, em 35 (47,95%) casos ndo
houve coinfeccdo e em 35 (47,95%) casos esta informacdo ndo estava presente. Etilismo
foi relatado em 11 (15,07%) dos casos, no entanto, 51 (69,86%) dos casos ndo possuem
essa informacéo. Em 27 (36,99%) dos casos séo de tabagistas, mas em 38 (52,05%) dos
casos esta informag&o ndo esta presente. Houve envolvimento pulmonar em 31 (42,47%)
dos casos, 17 (23,29%) dos casos ndo tiveram envolvimento pulmonar e em 25 (34,25%)
dos casos esta informacdo ndo estava presente. O envolvimento pulmonar foi mais
proeminente entre 0os homens, com 43,08% (28 casos) contra 37,50% (3 casos) nas
mulheres. No entanto, o néo envolvimento pulmonar foi similar tanto para homens quanto
para mulheres, 23,08% (15 casos) e 25,00% (2 casos), respectivamente.

Dentre todos os casos encontrados de PCM, houve disseminagdo em 65,75% (n =
48) dos casos, com apenas 7 (9,59%) casos ndo disseminando; em 18 casos (24,66%) ndo
constava tal informagdo. O nimero de casos de disseminagdo em mulheres (6 casos,
75,00%) foi maior do que em homens (42 casos, 64,62%). A Tabela 8 contém estes e

outros dados.
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Tabela 8. Dados clinicos dos casos de PMC na literatura, sem (MATOS, 2009; VERAS, 1995)

Geral Mulheres Homens
N° de % N° de % N° de %
casos €asos casos
HIV + 0 0,00 0 0,00 0 0,00
- 9 12,32 1 12,50 8 12,31
ni 64 87,68 7 87,50 57 87,69
Total 73 100,00 8 100,00 65 100,00
Forma Clinica Aguda 14 19,18 4 50,00 10 15,38
Cronica 54 73,97 3 37,50 51 78,46
ni 5 6,85 1 12,50 4 6,16
Total 73 100,00 8 100,00 65 100,00
Ferida em Orofaringe Sim 45 61,64 4 50,00 41 63,08
Né&o 18 24,66 2 25,00 16 24,62
ni 10 13,70 2 25,00 8 12,30
Total 73 100,00 8 100,00 65 100,00
Linfadenopatia Sim 26 35,62 5 62,50 21 32,30
Néo 9 12,33 0 0,00 9 13,85
ni 38 52,02 3 37,50 35 53,85
Total 73 100,00 8 100,00 65 100,00
Hepatoesplenomegalia Sim 3 4,11 0 0,00 3 4,62
Néo 28 38,36 3 37,50 25 38,46
ni 42 57,53 5 62,50 37 56,92
Total 73 100,00 8 100,00 65 100,00
Coinfeccao Sim 3 4,10 0 0,00 3 4,62
Né&o 35 47,95 3 37,50 32 49,23
ni 35 47,95 5 62,50 30 46,15
Total 73 100,00 8 100,00 65 100,00
Etilista Sim 11 15,07 0 0,00 11 16,92
Né&o 11 15,07 1 12,50 10 15,38
ni 51 69,86 7 87,50 44 67,70
Total 73 100,00 8 100,00 65 100,00
Tabagista Sim 27 36,99 2 25,00 25 38,46
Néo 8 10,96 1 12,50 7 10,77
ni 38 52,05 5 62,50 33 50,77
Total 73 100,00 8 100,00 65 100,00
Envolvimento Sim 31 42,47 3 37,50 28 43,08
Pulmonar N&o 17 23,29 2 25,00 15 23,08
ni 25 34,24 3 37,50 22 33,84
Total 73 100,00 8 100,00 65 100,00
Disseminacéo Sim 48 65,75 6 75,00 42 64,62
Né&o 7 9,59 1 12,50 6 9,23
ni 18 24,66 1 12,50 17 26,15
Total 73 100,00 8 100,00 65 100,00
Morte Sim 4 5,48 1 12,50 3 4,62
Né&o 48 65,75 6 75,00 42 64,62
ni 21 28,77 1 12,50 20 30,76
Total 73 100,00 8 100,00 65 100,00
Cura Sim 36 49,32 3 37,50 33 50,77
Nao 9 12,33 3 37,50 6 9,23
ni 28 38,35 2 25,00 26 40,00
Total 73 100,00 8 100,00 65 100,00

Legenda 1. ni = ndo informado
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Também foram incluidos nos casos da literatura mais 534 casos provenientes de
duas dissertacbes de mestrado: 318 casos de PCM no Nordeste, Pard e Tocantins
(VERAS, 1995) e 216 casos de PCM no Maranhdo (MATQOS, 2009), totalizando 607
casos de PCM, dos quais 604 possuem identificacao de origem dos casos. Juntando todos
0s casos, ha 575 casos com a idade do paciente descrita, a Figura 9 € a distribuicdo de

casos total de PCM por faixa etéria. A idade média foi de 32,34 anos.
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Figura 9. Distribuig&o total de casos de PCM incluidos no estudo por faixa etaria

Dos 604 casos de PCM encontrados, o estado do Maranhéo é o estado com o maior
numero de casos reportados (370 casos, 61,26%), seguido pelo estado do Para (151 casos,
25,00%). Considerando apenas os estados que compdem o Nordeste brasileiro, o estado
com maior nimero de casos de PCM reportados é o estado do Maranhdo (370 casos,
86,25%), seguido pelo estado do Pernambuco (17 casos, 3,96%) e Bahia (16 casos,

3,73%). A Tabela 9 apresenta a distribui¢cdo de todos os casos de PCM encontrados.
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Tabela 9. Distribuicdo de todos os casos de PCM por estado e de casos de PCM por estado do Nordeste
brasileiro

Estado N° de casos % Estadosdo  N° de casos %
Nordeste
Alagoas 11 1,82 Alagoas 11 2,56
Bahia 16 2,65 Bahia 16 3,73
Ceara 10 1,66 Ceara 10 2,33
Maranhao 370 61,26 Maranhao 370 86,25
Para 151 25,00 Paraiba 4 0,93
Paraiba 4 0,66 Pernambuco 17 3,96
Pernambuco 17 2,81 Piaui 0 0,00
Piaui 0 0,00 Rio Grande 1 0,23
do Norte
Rio Grande 1 0,17 Sergipe 0 0,00
do Norte
Sergipe 0 0,00 Total 429 100,00
Tocantins 24 3,97
Total 604 100,00

Coccidioidomicose: Ao todo, foram encontrados 50 casos de coccidioidomicose
relatados na literatura que sdo oriundos do Nordeste brasileiro. A idade média foi de 29,28
12,04 anos, a idade minima foi de 11 anos e a idade méxima foi de 74 anos. Todos 0s
casos de coccidioidomicose encontrados foram em homens. A Figura 10 apresenta um
histograma do numero de casos de coccidioidomicose por idade e a Figura 11 apresenta
a distribuicdo temporal dos casos de CM no Nordeste. Apenas 4 estados do Nordeste
tiveram relatos de caso de coccidioidomicose. Ceara foi o estado com maior nimero de
casos de coccidioidomicose no Nordeste, com 33 (66,00%) casos, seguido de Piaui (8
casos, 16,00%), Pernambuco (7 casos, 14,00%) e Bahia (2 casos, 4,00%). A Tabela 7
apresenta a relagdo de casos por estados.

De todos os casos, a ocupacdo mais comum foi de fazendeiro (6 casos, 12,00%),
no entanto, 38 (76,00%) dos casos ndo possuem a ocupacdo do paciente indicada.
Agrupando todas as ocupacdes relacionadas ao meio rural em uma Unica categoria, tém-
se 10 (20,00%) casos de CM no Nordeste brasileiro. A segunda ocupac¢ao mais relatada
foi de cavador de pogo e pedreiro, ambas com 1 caso (2,00%).

Coinfeccdo foi negativa em 42 (84,00%) dos casos e 8 (16,00%) casos néo
apresentam tal informagéo. Houve envolvimento pulmonar em 58,00% (n = 29) dos
casos, apenas 2 casos (4,00%) relataram auséncia de envolvimento pulmonar e os 19
(38,00%) casos restantes ndo apresentam informacdo referente ao envolvimento
pulmonar. Dentre todos os casos, houve disseminacdo em 16,00% (n = 8) dos casos,
62,00% (n = 31) néo tiveram disseminagéo e 22,00% dos casos (n = 11) ndo possuem tal

informacdo relatada. Estes dados e outros estdo indicados na  Tabela 10.
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Figura 10. Namero de casos de coccidioidomicose no Nordeste brasileiro por faixa etaria

A forma clinica mais apresentada de CM no Nordeste foi a forma pulmonar, com
26 (52,00%) casos. A forma disseminada teve um total de 7 casos (14,00%), no entanto,
17 casos (34,00%) ndo possuiam informacdo sobre a forma apresentada de CM. Houve
apenas um relato de lesdo em orofaringe (2,00%) e 9 (18,00%) casos ndo apresentaram
tal lesdo. No entanto, 40 casos (80,00%) ndo relataram a presenca ou auséncia de leséo
em orofaringe. De forma similar, apenas um caso (2,00%) apresenta linfadenopatia, 10
(20,00%) casos ndo apresentam linfadenopatia e 39 casos (78,00%) ndo contém tal
informagdo. Em relagdo a hepatoesplenomegalia, 11 (22,00%) casos explicitavam

auséncia de hepatoesplenomegalia e 39 (78,00%) casos ndo possuem tal informagéo.
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Figura 11. Distribui¢do temporal dos casos de coccidioidomicose no Nordeste brasileiro
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Tabela 10. Dados clinicos dos casos de CM na literatura

Homens
N° de casos %
HIV + 0 0,00
- 8 16,00
ni 42 84,00
Total 50 100,00
Forma Clinica Disseminada 7 14,00
Pulmonar 26 52,00
ni 17 34,00
Total 50 100,00
Ferida em Orofaringe Sim 1 14,00
Néo 9 52,00
ni 40 34,00
Total 50 100,00
Linfadenopatia Sim 1 2,00
Nao 10 20,00
ni 39 78,00
Total 50 100,00
Hepatoesplenomegalia Sim 0 0,00
Nao 11 22,00
ni 39 78,00
Total 50 100,00
Coinfeccéo Sim 0 0,00
Nao 72 84,00
ni 8 16,00
Total 50 100,00
Etilista Sim 1 2,00
Nao 2 4,00
ni 47 94,00
Total 50 100,00
Tabagista Sim 1 2,00
Nao 3 6,00
ni 46 92,00
Total 50 100,00
Envolvimento Pulmonar Sim 29 58,00
Nao 2 4,00
ni 19 38,00
Total 50 100,00
Disseminacéo Sim 8 16,00
Néo 31 62,00
ni 11 22,00
Total 50 100,00
Morte Sim 4 8,00
Nao 20 40,00
ni 26 52,00
Total 50 100,00
Cura Sim 20 40,00
Néo 3 6,00
ni 27 54,00
Total 50 100,00

Legenda 2. ni = ndo informado



Adicionalmente, 292 casos de CM de pacientes admitidos no Instituto de Doencas
Tropicais Nathan Portela ou no Hospital Getalio Vargas — Teresina, Piaui foram incluidos
neste estudo. Assim como 0s casos de Matos (2009) e Veras (1995), esses casos foram
utilizados apenas para dado de presenca clinica para a modelagem de nicho ecologico.
Desses casos, 270 sdo de pacientes oriundos do Piaui e 22 do estado do Maranhdo. Os
dados relacionados a estes casos seréo descritos em outro estudo. Com esses dados, foram
identificados 342 casos de CM no Nordeste brasileiro. A Tabela 11 apresenta a relagdo
total de casos encontrados de CM no Nordeste. De todos os casos, Piaui (n = 277) é o
estado com o maior numero de casos de CM reportados no Nordeste, seguido do Ceara
(n =33).

Tabela 11. Relagdo do nimero total de casos de CM por estado do Nordeste

Estado N° de casos %
Alagoas 0 0,00
Bahia 2 0,58
Ceara 33 9,65
Maranhéao 22 6,43
Paraiba 0 0,00
Pernambuco 0 0,00
Piaui 277 80,99
Rio Grande do Norte 8 2,34
Sergipe 0 0,00
Total 342 100,00
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Nested PCR

Inicialmente, das 296 amostras de solo, foram obtidas 73 amostras que, devido
a banda fracas, foram consideradas como possivel amplificacdo positiva para
Coccidioides sp. Para confirmar se realmente houve amplificacdo para Coccidioides,
0 segundo passo da nested PCR foi repetido para essas amostras utilizando como
molde o produto de PCR destas 73 amostras. Das 73 amostras do ciclo de repetigéo,
46 amostras apresentaram confirmacdo na amplificacdo do segundo ciclo da nested
PCR. Como confirmacao final, 10 amostras aleatorias foram selecionadas para serem
sequenciadas. Os locais que tiveram amplificacdo positiva para Coccidioides estdo
indicados na Figura 12. Das 296 amostras de solo, 87 amostras amplificaram para
Paracoccidioides sp. Os locais das amostras de solo que amplificaram
Paracoccidioides sp. estdo indicados na Figura 12. A relacdo de amostras positivas
por cidade de coleta esta apresentada na Tabela 12 e na Figura 12, onde um grafico
de pizza representa a proporcéo de amostras de solo positivas para a deteccdo do DNA
do fungo no solo para cada cidade onde as amostras de solo foram coletadas.

Tabela 12. Relacéo de amostras de solo positivas para Coccidioides e Paracoccidioides

Paracoccidioides Coccidioides
Cidade (Estado) N° de amostras N° de amostras N° de amostras  N° de amostras
+ (%) - (%) + (%) - (%)
Araguaina (TO) 9 (60,00) 6 (40,00) 1(6,67) 14 (93,33)
Barra do Corda 12 (30,00) 28 (70,00) 5(12,50) 35 (87,50)
(MA)
Grajau (MA) 0 (0,00) 10 (100,00) 4 (40,00) 6 (60,00)
Imperatriz (MA) 5(23,81) 16 (76,19) 2 (9,52) 19 (90,48)
Porto Franco (MA) 1 (20,00) 4 (80,00) 1 (20,00) 4 (20,00)
Barro Duro (PI) 0 (0,00) 11 (100,00) 1(9,09) 10 (90,91)
Dom Expedito 3(30,00) 7 (70,00) 1 (10,00) 9 (90,00)
Lopes (PI)
Elesbao Veloso (PI) 1(8,33) 11 (91,67) 6 (50,00) 6 (50,00)
Oeiras (PI) 1 (7,96) 12 (92,31) 2 (15,38) 11 (84,62)
Paqueta (PI) 6 (28,57) 15 (71,43) 0 (0,00) 21 (100,00)
Picos (PI) 4 (40,00) 6 (60,00) 1 (10,00) 9 (90,00)
Pio IX (PI) 1 (25,00) 3 (75,00) 0 (0,00) 4 (100,00)
S&o Raimundo 8 (29,63) 19 (70,37) 7 (25,93) 20 (74,07)

Nonato (PI)

Aiuaba (CE) 4 (26,67) 11 (73,33) 2 (13,33) 13 (86,67)
Arneiroz (CE) 8 (34,78) 15 (65,22) 1(4,35) 22 (95,65)
Banabuiu (CE) 2 (13,33) 13 (86,67) 6 (40,00) 9 (60,00)
Quixada (CE) 1(16,67) 5(83,33) 1(16,67) 5 (83,33)
Redencéo (CE) 7 (38,89) 11 (61,11) 3 (16,67) 15 (83,33)

Solonopole (CE) 14 (66,67) 7 (33,33) 3 (14,29) 18 (85,71)
Média 4,58 11,05 2,47 13,16
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Figura 12. Mapa da detec¢do molecular e relacdo da propor¢do de amostras de solo positivas e negativas. A:
Paracoccidioides B: Coccidioides

Pareando as 87 amostras de solo positivas para Paracoccidioides com as 47
amostras de solo positivas para Coccidioides, 13 amostras foram positivas para ambos 0s
complexos de fungo. As cidades correspondentes a essas amostras sdo: Araguaina, no
Tocantins; Barra do Corda, no Maranhdo; Banabuiu, Quixada, Redencdo e Solondpole,

no Ceard; e Sao Raimundo Nonato, no Piaui.
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Sequenciamento e Comparacao entre amostras clinicas e ambientais

Foram selecionadas, aleatoriamente, 10 amostras de solo de Coccidioides e de
Paracoccidioides para sequenciar e comparar com sequéncias de ITS anotadas para ver a
relacdo entre amostras ambientais e clinicas. A arvore filogenética obtida para
Coccidioides é apresentada na Figura 13. No caso de Coccidioides, até o presente
momento, ainda ndo foi recebido o resultado de todas as amostras enviadas para
sequenciar. A arvore filogenética obtida para Paracoccidioides € apresentada na Figura
15.

Como ¢ possivel observar na Figura 13, as amostras para quais recebemos o
resultado do sequenciamento estdo agrupadas com as sequéncias de C. posadasii. No
entanto, ndo houve uma boa separagdo entre C. posadasii e C. immitis. As cidades das
amostras de solo que foram sequénciadas sdo: Grajau — MA e Arneiroz — CE. Para melhor
visualizagdo dos taxons das amostras de solo sequenciadas, a Figura 14 foi feita, onde o
clado de C. immitis foi colapsado.

E possivel ver na Figura 15 que houve uma boa distingio entre o complexo de P.
brasiliensis e P. lutzii, a Figura 16 apresenta a mesma arvore com o clado de P. [utzii
colapsado para melhor vizualizagao da distribui¢ao das aostras sequenciadas no clado do
complexo de P. brasilisensis. Além disso, € possivel ver que todas as amostras de solo
sequenciadas foram agrupadas com o complexo de P. brasiliensis € que a maioria das
amostras de solo agrupam-se com as sequéncias de P. brasiliensis oriundas de amostras
de solo, apenas 3 amostras foram agrupadas com as sequéncias clinicas. As cidades das
amostras de solo que agruparam-se no cluster de solo sdo: Aiuaba, Redencdo e
Sonolopole, no Ceara; Araguaina, Tocantins; Barra do Corda, Maranhao; e Pio IX e Sao
Raimundo Nonato, no Piaui. As amostras de solo que foram agrupadas com as sequéncias
clinicas sdo das cidades: Porto Franco, Maranhdo; Oeiras e Paquetd, Piaui; e Araguaina,

Tocantins.

49



T22d
H — T4A
CBS_113840
RTOI
6CiH
NCCPF_230018
CBS 113849
89996
B DMic_175717
SMS6
CM2911
CAMSCCPMD _D18g
CBS_113858
OTUS8_L
T22b
T22a
iz GRAI_8_MA
ARN1_5_CE
N261
denovo8395
CBS_711.73
denovo49
CBS_113846
CBS 113848
49797
CBS_113850
CBS_113843
18141492
CBS_196.34 .
DMic_103719 C. posadasii
2011
20p42
Bod4
B Bo28
T43006_2018
Trona_4_EC3 EC100
B 20P82
Bo38
Bo39
T42006_2021
T42001 2018
AAS5_PISWERL
20P710_TRAKER
T42003 2018
45003 2018
T45005_2018
I HH2
- UT2
an
B CEMM_05410
IDR1200041772
IDR1200041771
75005
CBS_113848
CBS_113847
NM7898
NM3957
NM0071
NMO317
[ DMic_185676
DMic_083277
AAL2
FMR_12608
CBS_113852
CBS_113857
CBS_113853
AD92
CBS_120936
M4890
CBS 14434
NM3006
SM54
544709SP o .y
TFM 46868 C. immitis
SM39
435908LN
535908LN
SM60
13196
DG24
| T43001_2019
DG28
il Whiskey_Hill
M3429
Il IFM_45815
IFM_50992
- K727
’ CBS_113859

ATCC_28868
IFM_45809
T ] Silveira
$1203408.1
S$1203408.2

— T8 N
[ na C. posadasii

IFM_54196
IFM_4945

IFM_45813
IFM_4935

— IFM 45817
s IFM_50993
IFM_45816

A ,_niger CBS_114.61_T

Figura 13. Arvore filogenética da comparag&o entre amostras ambientais de Coccidioides e sequéncias anotadas.
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Modelagem de Nicho

Dois modelos para paracoccidioidomicose foram feitos, um utilizando apenas a
presenca de dados clinicos e outro com a presenga ambiental do fungo. Em ambos os
modelos, o resultado retornado é a probabilidade do local ser adequado para o
desenvolvimento de Paracoccidioides. Os mapas de predicdo obtidos para
Paracoccidioides estdo apresentados nas Figura 17 e Figura 18. Dentre as 19 varidveis
testadas (Tabela 4), as variaveis retornadas pela correlacdo de Pearson como variaveis
relevantes para a adaptacdo do nicho para Coccidioides e Paracoccidioides foram:
Temperatura Sazonal, Precipitacdo Sazonal, Precipitacdo durante o trimestre mais frio e
Precipitacdo durante o trimestre mais quente.

A area de maior tendéncia de Paracoccidioides compreende as areas de Cerrado,
Floresta Amazonica e Mata Atlantica. A Figura 19 apresenta o mapa de predicdo de
adequacao de nicho para Coccidioides e ele também retorna a probabilidade do local ser
adequado para Coccidioides. As areas com maior tendéncia de Coccidioides séo as areas
de Caatinga e Cerrado.

Figura 17. Predicdo de adequacao de nicho para Paracoccidioides baseado na presenca clinica. A probabilidade
de adequacao € dada em probabilidade, variando de 0 a 1
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Discussao

Estudo retrospectivo

Foi possivel recuperar da literatura 604 casos de PCM oriundos do Nordeste
brasileiro, Para e Tocantins e 342 casos de CM oriundos do Nordeste brasileiro entre os
anos de 1978 e 2021. O objetivo inicial dessa busca foi conseguir dados de presenca de
casos clinicos no Nordeste brasileiro para serem utilizados na producdo dos modelos de
nicho ecoldgico para Coccidioides e Paracoccidioides. A busca por esses dados mostrou-
se mais complicada do aparentava, necessitando de ampliacdo da busca para resumos
publicados ou apresentados em congressos. 1sso deixou evidente a necessidade de ter
esses dados centralizados para serem utilizados em futuras pesquisas, por esta razdo
diversos dados clinicos (Tabela 8 e Tabela 10) foram coletados além da localizacdo e ano
de ocorréncia dos casos com a intencdo de deixar esses dados disponiveis e centralizados

para futuras pesquisas retrospectivas.

Deteccdo molecular

O presente estudo, assim como ja apresentado em estudos anteriores (ARANTES
et al., 2013, 2016; BARKER et al., 2012; DE MACEDO et al., 2011), mostra a detecgdo
ambiental do DNA de fungo em amostras ambientais, mostrando métodos moleculares
como uma ferramenta importante nos estudos epidemiol6gicos e o potencial da utilizacao
de tocas de tatu para rastreio. Ndo sé foi demonstrado a presenca de Coccidioides e
Paracoccidioides no Nordeste brasileiro, como é observado que eles ocorrem
simultaneamente em 7 cidades de 3 estados diferentes do Nordeste (Ceard, Maranhao e
Piaui) e do Tocantins.

Os tatus possuem caracteristicas que 0s tornam mais propensos a entrarem em
contato com agentes etioldgicos que residem no solo (incluindo Coccidioides e
Paracoccidioides) em comparagdo com outros mamiferos, como fraco sistema imune,
imersdo em solo e material organico e temperatura corporal (DESBIEZ et al., 2022). Os
tatus séo fossoriais, isto €, ttm como habito cavar o solo para forragear e construir suas
tocas (abrigo, acesso a reservatorio de insetos, etc.), e possuem ampla distribuigdo no
continente americano (CLERICI; ROSA; COSTA, 2018; DESBIEZ et al., 2022; FENG;
PAPES, 2015; PLATT; RAINWATER; BREWER, 2004). Esses fatores em conjuntos
associados com a preferéncia nutricional de Coccidioides e Paracoccidioides por
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substratos com propor¢ao de proteinas maior do que carboidratos (MUNOZ et al., 2018;
SHARPTON et al., 2009; WHISTON; TAYLOR, 2016) reforca a hipotese de
endozoarios (TAYLOR; BARKER, 2019) e da a possibilidade da utilizagdo das tocas de

tatu para a coleta de amostras ambientais para deteccdo do DNA destes fungos.
Anélise filogenética

Ao comparar as sequéncias das amostras ambientais com outras sequéncias, foi
observado que a maioria das amostras de solo de Paracoccidioides deste estudo
agruparam-se com amostras de solo ja descritas (Figura 15), observacdo similar a de
Arantes et al. (2016), corroborando as observagdes de que amostras ambientais de
Paracoccidioides possuem maior variabilidade genética do que a variabilidade reportada
para as amostras clinicas (ARANTES et al., 2016). Infelizmente, para Coccidioides, ndo
houve uma boa distingdo entre as duas espécies (Figura 13), C. immitis e C. posadasii,
impossibilitando qualquer inferéncia alem de que as amostras de Coccidioides com
resultado do sequenciamento podem ser classificadas como C. posadasii.

Aregido ITS (Internal Transcribed Spacer) é uma regido de alta variabilidade que
tem aproximadamente 650 pb de tamanho, encontra-se entre 0s genes 18S e 25S/28S
(disposicdo em eucariotos: 5’ETS-18S-1TS1-5.8S-1TS2-255/28S), € a sequéncia mais
comumente utilizada em sistematica e taxonomia no nivel de género e inferior e possui
um grande namero de copias por célula (LAFONTAINE; TOLLERVEY, 2001;
MARTIN; RYGIEWICZ, 2005; NILSSON et al., 2009). Por essas razdes, a regido ITS
foi escolhida como alvo para as amostras ambientais. Neste estudo, ndo houve uma boa
distingdo entre C. immitis e C. posadasii observada em outros estudos (ALVARADO et
al.,, 2018; BARKER et al., 2012), mas foi obtida uma boa distincdo para

Paracoccidioides.

Modelagem de nicho ecoldgico

Além de ser possivel detectar a presenca do fungo de forma indireta pela presenca
de seu DNA em amostras ambientais ao utilizar métodos moleculares, esses dados
puderam ser utilizados na modelagem de nicho ecoldgico como dados de presenca
ambiental, permitindo compreender melhor a distribui¢éo na natureza e correlacionar sua
presenca com fatores abioticos que influenciam a adequacdo do ambiente para seu

desenvolvimento e ciclo de vida. Isso pode ser observado nos mapas de predi¢éo de nicho
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para Paracoccidioides (Figura 17 e Figura 18), ha clara sobreposicao nas areas preditas
como adequadas para Paracoccidioides. Isso mostra o poder de predicdo do modelo,
como mostra a relevancia dos dados de presenca ambiental para melhor preciséo na
modelagem de nicho ecoldgico. Devido os resultados das amostras ambientais de
Coccidioides s6 terem ficado prontos recentemente, o seu modelo (Figura 19) foi feito
apenas com os dados clinicos.

Assim como através da deteccdo molecular, é possivel ver que ha areas de
sobreposicao de ambientes adequados para Coccidioides e Paracoccidioides no Nordeste
brasileiro nos modelos de nicho ecolégico. Os modelos de nicho ecolégico indicam que
as areas mais adequadas para Coccidioides sdo compostas pelos biomas da Caatinga e do
Cerrado. Ja para Paracoccidioides, as areas mais adequadas sdo Cerrado, Floresta
Amazonica e Mata Atlantica. Isso levanta a suspeita de que no Cerrado ambos os fungos
possam coexistir, pois de todos os biomas indicados como &reas provaveis como
adequada para Coccidioides e Paracoccidioides, o Cerrado é o bioma que possui dos
requisitos necessarios para o desenvolvimento de ambos.

O Cerrado é um extenso bioma brasileiro que abrange todas as regides
geopoliticas do Brasil e possui diversas ecorregifes (NASCIMENTO; NOVAIS, 2020;
SANO et al., 2020). Caracterizado por uma forte sazonalidade, onde durante o verdo é
caracterizado por um periodo chuvoso e temperaturas mais quentes e durante o inverno é
caracterizado por um periodo de seca e menores temperaturas. A latitude tem um papel
importante nesses valores, quanto mais ao norte, mais acentuadas a temperatura e a
umidade séo, em especial nos estados do Maranh&o, Piaui e Tocantins (NASCIMENTO;
NOVAIS, 2020). Essa combinacdo de estacdo Umida com estacdo seca pode permitir que
Coccidioides e Paracoccidioides coexistam em areas do Cerrado, fazendo uso de estacdes
especificas do ano para desenvolver-se melhor.

Uma das diferencas observadas entre amostras ambientais e clinicas de
Coccidioides é o aumento de proteases e reducdo das enzimas de degradacdo vegetal
(ALVARADO et al., 2018; SHARPTON et al., 2009), diferenca similar & observada entre
os fungos dimorficos e os outros fungos (MUNOZ et al., 2018; SHARPTON et al., 2009;
WHISTON; TAYLOR, 2016). Utilizando essa informagdo com a presenca ambiental, ndo
sO permitird entender melhor a distribuicdo na natureza como correlacionar os locais de
presenca dos fungos com os fatores que favorecem as linhagens mais similares aos

isolados clinicos e, consequentemente, representaria um maior risco de infecgéo.
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Perspectivas

Uma das principais armas na prevencgdo contra doencas infecciosas é a vigilancia
e a notificacdo tem grande papel no planejamento de prevencao e combate (SIMONSEN
et al., 2016). O aumento da longevidade, individuos imunocomprometidos e outros
fatores tém contribuido para um aumento nas incidéncias de mortalidade e morbidade de
doencas infeciosas no mundo todo (FACCIOLA et al., 2022). No entanto, para prevengio
e resposta adequada, é necessario um sistema de vigilancia que tenha acesso a multiplos
bancos de dados clinicos e laboratoriais (SIMONSEN et al., 2016).

E possivel ver um certo descaso no Brasil em relacdo & CM e PCM. Tanto
Coccidioides spp. como Paracoccidioides spp. estdo na lista de patégenos fungicos de
prioridade da Organizacdo Mundial da Saude (WHO fungal priority pathogens list to
guide research, development and public health action, 2022), mas nenhuma de suas
infeccbes fazem parte da lista de notificacdo no Brasil (DEUS FILHO, 2009;
SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). A falta de notificagdo sobre qualquer infeccéo, néo
s6 CM ou PCM, implica em menos informacéo sobre sua real distribui¢do, j& que sem
uma notificacdo obrigatdria, a notificacdo fica restrita a publicacdes de relatos de caso ou
outros estudos publicados que divulguem tal informacéo.

Unindo a falta de notificacdo com a similaridade dos sintomas de CM e PCM com
outras PACs, temos um ciclo vicioso onde: devido a falta de informagéo sobre a
distribuicdo, a maioria dos clinicos tratam CM e PCM como PACs comuns, levando
muito tempo para um diagndstico correto; essa demora no diagnéstico em conjunto com
a auséncia de notificagdo alimenta a falta de informacao sobre os locais de ocorréncias de
ambas as micoses.

Com esse trabalho, esperamos dar 0s primeiros pagos para a conscientiza¢do nas
areas de provavel ocorréncia desses fungos e suas infeccdes, para que um diagnostico
mais rapido e eficiente ocorra, proporcionando uma melhor qualidade de vida para os

individuos infectados.
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Conclusao

Este estudo mostra o potencial da utilizacdo da deteccdo molecular em amostras
ambientais. Foi possivel identificar molecularmente a presenca de C. posadasii e P.
brasiliensis no Nordeste brasileiro utilizando amostras de solo obtidas em tocas de tatus.
Com esses dados, modelos de nicho ecoldgico foram obtidos para ambos os fungos. Os
modelos que Coccidioides tém maior presenca em ambientes de Caatinga e Cerrado,
enquanto Paracoccidioides tem preferéncia por ambientes de Cerrado, Floresta
Amazonica e Mata Atlantica.

Foi observado para P. brasiliensis um agrupamento das amostras de solo com
sequéncias de amostras de solo ja depositadas nos bandos de dados. A detecgédo
molecular, pela primeira vez, utilizando amostras de solo mostrou que existem areas de
sobreposicdo de Coccidioides e Paracoccidioides no Nordeste brasileiro (Ceard,
Maranhéo e Piaui) e no Tocantins.
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