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CHAMORRO, Luz Rocio Correa. Epidemiologia molecular da paracoccidioidomicose no
Paraguai 2025. 69 pags. Dissertacdo (Mestrado em Patologia Molecular) — Universidade de
Brasilia, Brasilia, 2025.

RESUMO
A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sist€émica endémica na América Latina, com
elevada prevaléncia no Brasil, Argentina, Venezuela e Colombia. No Paraguai, apesar da
proximidade geografica com essas areas endémicas, a PCM no Paraguai ¢ frequentemente
negligenciada, com mais de 400 casos registrados, porém com escassas informagdes sobre sua
epidemiologia e diversidade de espécies de Paracoccidioides. Este estudo descreve aspectos
epidemioldgicos e moleculares da PCM no Paraguai entre 2014 e 2024, por meio de uma analise
retrospectiva de casos diagnosticados no Centro de Especialidades Dermatoldgicas (CED) em
San Lorenzo. Dados clinicos e epidemiologicos foram obtidos do banco de dados da Secao de
Micologia, e o sequenciamento completo do genoma de nove isolados clinicos foi realizado,
identificando polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) utilizando o pipeline NASP. Uma
arvore filogenética de Maxima Verossimilhanca foi construida com o IQ-TREE v2.1.1 para
analise das relagdes evolutivas. Foram confirmados 66 casos de PCM no periodo,
predominando homens com a forma cronica da doenca. A maioria dos casos (69,7%) ocorreu
em trabalhadores agricolas, evidenciando alto risco ocupacional. O comprometimento
pulmonar e mucoso foi frequente, principalmente em homens de 40 a 60 anos, com apenas dois
casos em mulheres. A analise de densidade de Kernel revelou alta concentragao de casos no
Litoral Central e Chaco Umido, corroborada pela modelagem de nicho ecoldgico, que indicou
maior probabilidade de ocorréncia na Regido Oriental, especialmente em San Pedro e
Caaguazu. A caracterizagdo gendmica revelou a predominancia de Paracoccidioides
brasiliensis S1B no Paraguai, além da primeira detec¢ao de P. brasiliensis S1A e de um isolado
com perfil genético misto S1A/S1B, indicando uma diversidade genética até entdo nao
documentada no pais. Um Este estudo fornece a primeira caracterizacdo epidemiologica e
molecular abrangente da PCM no Paraguai, evidenciando a predominéncia de casos cronicos,
o risco ocupacional em trabalhadores rurais e uma diversidade genética previamente nao

documentada.

Palavras-chave: Paracoccidioidomicose, Paraguai, Epidemiologia, Georreferenciamento,
Tipagem Gendmica.

VIII



CHAMORRO, Luz Rocio Correa. Molecular epidemiology of paracoccidioidomycosis in
Paraguay. 2025. 69 pages. Thesis (Msc. in Molecular Pathology) — University of Brasilia,
Brasilia, 2025.

ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic mycosis endemic to Latin America, with
a high prevalence in Brazil, Argentina, Venezuela, and Colombia. In Paraguay, despite its
geographical proximity to these endemic areas, PCM is often neglected, with more than 400
recorded cases but scarce information regarding its epidemiology and the diversity of
Paracoccidioides species. This study describes the epidemiological and molecular aspects of
PCM in Paraguay between 2014 and 2024 through a retrospective analysis of diagnosed cases
at the Centro de Especialidades Dermatoldgicas (CED) in San Lorenzo. Clinical and
epidemiological data were obtained from the Mycology Section database, and whole-genome
sequencing of nine clinical isolates was performed, identifying single nucleotide
polymorphisms (SNPs) using the NASP pipeline. A Maximum Likelihood phylogenetic tree
was constructed with IQ-TREE v2.1.1 to analyze evolutionary relationships. A total of 66 PCM
cases were confirmed during the period, predominantly in men with the chronic form of the
disease. Most cases (69.7%) occurred in agricultural workers, highlighting a high occupational
risk. Pulmonary and mucosal involvement was frequent, mainly in men aged 40 to 60 years,
with only two cases occurring in women. Kernel density analysis revealed a high concentration
of cases in the Central Littoral and Humid Chaco, which was corroborated by ecological niche
modeling, indicating a higher probability of occurrence in the Eastern Region, particularly in
San Pedro and Caaguazi. The genomic characterization revealed the predominance of
Paracoccidioides brasiliensis S1B in Paraguay, as well as the first detection of P. brasiliensis
S1A and a strain with a mixed SIA/S1B genetic profile, indicating a previously undocumented
genetic diversity in the country. This study provides the first comprehensive epidemiological
and molecular characterization of PCM in Paraguay, highlighting the predominance of chronic

cases, the occupational risk for rural workers, and a previously undocumented genetic diversity.

Key-words: Paracoccidioidomycosis, Paraguay, Epidemiology, Georeferencing, Genome
Typing.
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1. INTRODUCAO

1.1 Micoses endémicas na América Latina e paracoccidioidomicose

As micoses endémicas sdo infecgdes causadas por fungos dimorficos térmicos, capazes
de provocar tanto doengas primarias quanto infeccdes oportunistas (LOCKHART et al., 2021;
QUEIROZ-TELLES et al., 2017). Essas infec¢des ocorrem em regides geograficas especificas,
influenciadas por fatores ambientais como o clima, a vegetacdo e as caracteristicas do solo
(ASHRAF et al., 2020; DE ALMEIDA et al., 2018). Na América Latina, a rica diversidade
ecologica favorece o crescimento de uma ampla variedade de fungos patogénicos, incluindo as
espécies pertencentes a géneros como Coccidioides, Histoplasma, Paracoccidioides e
Sporothrix (ALVES; BORGES; ALMEIDA, 2024; ASHRAF et al., 2020; FALCI;
PASQUALOTTO, 2019; QUEIROZ-TELLES et al., 2017), responsaveis pelas principais
micoses endémicas da regido: coccidioidomicose, histoplasmose, paracoccidioidomicose

(PCM) e esporotricose, respectivamente (THOMPSON; PASQUALOTTO, 2021).

Essas infec¢des constituem um grave problema de satide publica na América Latina,
devido a sua elevada capacidade de provocar incapacitagdes fisicas, além de estarem associadas
a um risco significativo de morte prematura, especialmente em casos ndo diagnosticados e/ou
tratados de forma inadequada (LOCKHART et al., 2021). A predominancia de atividades rurais
na regido aumenta a exposicao a habitats fingicos e o risco de infec¢@o, onde a exposi¢ao aos
fungos ocorre predominantemente por inalagdo de estruturas fiingicas infecciosas presentes no

solo ou pela inoculagdo através de traumas cutdneos (COLOMBO et al., 2011).

Além disso, as doengas fungicas com porta de entrada pulmonar frequentemente
apresentam sintomas semelhantes aos de outras patologias, como infec¢des bacterianas ou
virais, retardando o diagnostico e o tratamento adequado. Em muitos casos, micoses s sao
consideradas como possibilidades de diagndstico apods falha no tratamento empirico para
pneumonias adquiridas na comunidade (PAC) como tuberculose e infecgdes virais
(PASQUALOTTO, 2024; SALZER et al., 2018). A auséncia de notificacdo obrigatoria dessas
infeccdes fingicas contribui para a subestimacdo de sua real prevaléncia, dificultando a

implementagdo de politicas publicas eficazes para o seu controle (MILLINGTON et al., 2018).

As micoses sistémicas, de modo geral, afetam primariamente o sistema respiratorio,
mas, podem disseminar-se para outros Orgdos em casos mais graves, especialmente em
individuos com o sistema imunoldgico comprometido (TIRADO-SANCHEZ; GONZALEZ;

BONIFAZ, 2020). Entretanto, a real prevaléncia dessas infeccdes ¢ frequentemente
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subestimada, ja que ndo sdo doencas de notificacdo obrigatoria e os dados epidemioldgicos
disponiveis muitas vezes se baseiam em estudos isolados ou relatos de casos (MILLINGTON

etal., 2018).

Dentre as micoses endémicas, a PCM se destaca como a micose sistémica de maior
importdncia na América Latina, sendo endémica principalmente no Brasil, Venezuela,
Colombia e Argentina (COLOMBO et al., 2011) (Figura 1). Recentemente, a Organizagao
Mundial da Satde (OMS) reconheceu a PCM como uma doenca tropical negligenciada (DTN)
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020). Essa inclusdo revela o impacto acentuado
sobre populagdes socialmente e economicamente vulnerdveis, que tém menos acesso a
diagnostico e tratamento adequados. Também evidencia a escassez de investimentos em novas
abordagens diagnoésticas e terapéuticas (ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2014). O impacto
socioecondmico da PCM ¢ significativo, pois acomete principalmente adultos em idade ativa
de trabalho. Seu alto potencial incapacitante representa um grande desafio para a saude publica,
afetando a qualidade de vida dos pacientes e aumentando a pressdo sobre o sistema de saude

(FALCAO et al., 2024; MARTINEZ, 2015).

A PCM ¢ causada por espécies de fungos pertencentes ao género Paracoccidioides. Foi
descrita pela primeira vez em 1908 pelo médico Adolfo Lutz, que relatou em uma micose grave
associada a lesdes ulceradas na boca e comprometimento ganglionar, identificando um fungo
distinto de Coccidioides immitis. Observando semelhancas morfoldgicas com outras micoses
descritas na América do Sul, classificou a doenca no grupo das "hifoblastomicoses americanas"
(LUTZ; 1908). Posteriormente, em 1912, Splendore aprofundou os estudos sobre a morfologia
do fungo e propds a denominagdo Zymonema brasiliensis (LACAZ, et al., 1982). J4 em 1930,
Almeida identificou o agente etioldgico como Paracoccidioides brasiliensis, frequentemente
confundida com C. immitis, confirmando as diferengas entre a PCM e a coccidioidomicose nos

Estados Unidos (ALMEIDA, 1930).

Com a identificacdo de casos isolados da doenca em outros paises da América do Sul,
a PCM passou a ser conhecida por diferentes denominagdes, como blastomicose sul-americana,
doenga de Lutz e doenca de Lutz-Splendore-Almeida (ALMEIDA, 1930). No entanto, o termo
paracoccidioidomicose foi oficialmente estabelecido em 1971, durante uma reunido de
micologistas em Medellin, Colombia, sendo amplamente aceito desde entdo (LACAZ et al.,

2002).



Apesar dos avancos no diagndstico e tratamento, a PCM continua sendo um desafio para a
saude publica na América Latina, sendo necessario um maior investimento em estratégias de
vigilancia epidemiologica, diagnostico precoce e tratamento adequado para reduzir sua

morbidade e mortalidade (MARTINEZ, 2017).

[ ]Baixo
[ ] Moderado
B Alto e

Figura 1. Regides endémicas da paracoccidioidomicose (PCM).

Fonte: Adaptado de Thompson et al., 2021.

1.2 Epidemiologia

A PCM ¢ uma micose endémica restrita ao continente americano, com distribui¢ao
geografica que se estende desde o sul do México, na América do Norte, atravessando a América
Central e alcancando a América do Sul, até o norte da Argentina e o Uruguai. A maioria dos
casos diagnosticados fora da América Latina ocorre em pacientes com historico de viagens a

areas endémicas (ASHRAF et al., 2020).

Sao reconhecidas areas de alta, média e baixa endemicidade, entre os paises com maior
numero de casos, observa-se uma alta endemicidade da PCM na Brasil Venezuela, Colombia e
Argentina (MARTINEZ, 2017). O Brasil concentra aproximadamente 80% dos casos, enquanto
os demais paises sul-americanos, como Colombia, Venezuela e Argentina, apresentam uma
menor propor¢do (PRADO et al., 2009). Pesquisas evidenciam que a PCM ¢ a principal causa

de morte entre as micoses sist€émicas no Brasil (DAMASCENO et al., 2021; PRADO et al.,
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2009), figurando também entre as dez principais causas de obito por doengas infecciosas e

parasitarias, cronicas e recorrentes no pais, segundo o Ministério da Saude (COUTINHO et al.,
2002).

Assim como ocorre com outras micoses endémicas, a PCM é comumente relatada em
regides de floresta tropical ou subtropical, caracterizadas com solo acido (particularmente em
areas de cultivo de café, algoddo e tabaco), altitude média, vegetacdo abundante, média de
temperatura entre 17 e 28°C, precipitagdo anual média entre 1100 e 2500 mm e alta umidade
relativa do ar (CAVALLO et al., 2002; LONDERO et al., 1972; RESTREPO; MCEWEN;
CASTANEDA, 2001). Essas caracteristicas geograficas e climaticas sdo frequentemente
observadas em ambientes rurais, onde favorecem a ocorréncia de Paracoccidioides spp. no solo
latino-americano. Nessas regides, a doenca afeta principalmente trabalhadores rurais com
acesso limitado a informacdo e aos servicos de saude, incluindo diagnostico e tratamento

(GOES et al., 2014).

<10 casos importados
210 casos importados
Area endémica

Casos endémicos
com alta prevaléncia

El RN

Figura 2. Distribuicao global estimativa de casos paracoccidioidomicose (PCM).

Fonte: Adaptado de Pecanha et al. (2022).

Além das areas endémicas, casos importados de PCM causados por Paracoccidioides
spp. ja foram relatados na América do Norte, Africa, Europa e Asia. Os pacientes afetados sio,
principalmente, viajantes e imigrantes de locais endémicos (AJELLO; POLONELLI, 1985;
KAMETI et al., 2003; PASQUALOTTO, 2024; PECANHA et al., 2022; SOUSA et al., 2022;

WAGNER et al., 2021). No entanto, os sintomas podem levar anos ou até décadas para se



manifestarem, frequentemente quando o paciente j& estad vivendo em areas urbanas ou em outros

paises fora das regides endémicas (PALHETA-NETO et al., 2003).

Quanto aos individuos afetados, a literatura evidencia uma predominancia de casos em
individuos do sexo masculino, com faixa etaria entre 30 ¢ 60 anos (DE MATOS et al., 2012;
FRANCISCO COUTINHO et al., 2002b; PANIAGO et al., 2003; VIEIRA et al., 2014).
Mulheres, criangas e idosos representam uma minoria dos casos, embora possa haver um viés
de subdiagnostico nesses grupos (ROMANELI et al., 2019). Como mencionado anteriormente,
trabalhadores rurais compdem o grupo de risco para esta doenga, considerando a constante
exposicao ao solo contaminado com particulas fungicas de Paracoccidioides spp. (CHAVES

etal., 2021; PALHETA-NETO et al., 2003).

1.3 Ciclo de vida e transmissao de Paracoccidioides spp.

O nicho ecologico especifico de Paracoccidioides spp. ainda € pouco conhecido devido
a raridade de seu isolamento em amostras ambientais, o que dificulta a identificacdo precisa de
sua localizac¢do e das caracteristicas do micronicho (ARANTES et al., 2016; FRANCO et al.,
2000). No entanto, acredita-se que esse fungo prolifere naturalmente em solos com condigdes
bioticas e abidticas favoraveis ao seu desenvolvimento (RESTREPO et al., 2000; RESTREPO;
MCEWEN; CASTANEDA, 2001). Na natureza, Paracoccidioides spp. estd presente
predominantemente na forma miceliana e saprofitica, produzindo propagulos infectantes

(LACAZ, 2018).

O fungo pode ser encontrado em solos com altos teores de matéria organica, umidade e
temperatura moderadas, caracteristicas comumente observadas em regides rurais. Atividades
humanas que perturbam o solo, como praticas agricolas, desmatamento e escavagoes,
favorecem a dispersdo dos propagulos fungicos em aerossol, aumentando o risco de inalacdo e
infeccdo (BOCCA et al., 2013). Os tatus desempenham um papel relevante na ecologia do
fungo, pois suas atividades de escavagdo expdem esporos presentes no solo, facilitando sua
dispersao pelo ar (SILVA VERGARA; MARTINEZ, 1998). Além disso, hd uma coincidéncia
geografica entre as areas de ocorréncia dos tatus e as regides com maior prevaléncia da doenca
em humanos, sugerindo uma interagao ecoldgica entre esses mamiferos, o fungo e a transmissao

ambiental (MARTINEZ, 2015; RESTREPO-MORENO, 2018).



Forma filamentosa de
Exposicao a propagulos infectantes Paracoccidioides spp

do fungo presente no solo de
regides endémicas.

Formas levaduriformes
de Paracoccidioides spp

Figura 3. Exposi¢do a propagulos de Paracoccidioides spp. e transi¢do para a forma patogénica.

Fonte: Adaptado de Araujo et al. (2023).

O ciclo de vida de Paracoccidioides spp. envolve a transi¢do entre duas fases
morfoldgicas distintas. Na fase micelial, predominante no ambiente, o fungo apresenta
morfologia filamentosa, formando coldonias cotonosas e brancas (BONIFAZ TRUJILLO,
2012). Microscopicamente, apresenta hifas finas, hialinas, septadas e ramificadas, que podem
se fragmentar em artroconidios, considerados os principais propagulos infecciosos (SIL;
ANDRIANOPOULOQS, 2015). A transicao dimorfica ocorre apos a inalacdo dos propagulos,
que se instalam nos alvéolos pulmonares de hospedeiros mamiferos, onde sofrem conversao
para a fase leveduriforme devido a temperatura corporal elevada (~37°C) e a alteragdes

metabolicas (NUNES et al., 2005).

Essa transicao ¢ essencial para a patogenicidade do fungo, permitindo sua sobrevida no
hospedeiro e sua disseminacdo pelo organismo infectado (STURME et al., 2011). Na fase
leveduriforme, observada em hospedeiros mamiferos, o fungo apresenta colonias cremosas, de
coloracdo bege, com aspecto cerebriforme e verso incolor (Figura 4, A) (SIQUEIRA et al.,
2016). Microscopicamente, as células sdo arredondadas, parede celular espessa e refringente,

didmetro variando entre 10 e 40 pm, e podem apresentar multiplos brotamentos de 2 a 6 pum,
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formando estruturas conhecidas como "timao de navio" ou, quando com apenas dois brotos, a

figura do "Mickey Mouse" (Figura 4, B) (PECANHA-PIETROBOM et al., 2023).

A patogenicidade de Paracoccidioides spp. € regulada por diversos fatores moleculares
(MALDONADO LIRA, 2001). Esses mecanismos sdo essenciais para a adapta¢cdo do fungo ao
ambiente intracelular e sua disseminagdo sistémica. O conhecimento sobre o ciclo de vida e
transmissdo de Paracoccidioides spp. € essencial para a compreensdo da epidemiologia da
PCM. Embora o nicho ambiental do fungo ainda ndo esteja completamente elucidado, a
transicao dimorfica e fatores como interacdo com animais e perturbac¢ao do solo desempenham

um papel crucial na sua dispersao e transmissdo (CHAVES et al., 2021).

Figura 4. Morfologia macroscopica e microscopica da fase leveduriforme de Paracoccidioides spp.: (A) Aspecto
macroscopico observado em meio BHI a 37°C, destacando as colonias cerebriformes caracteristicas do fungo; (B)
Aspecto microscopico, observado em lamina com coloragd@o de azul de lactofenol, evidenciando células esféricas
com multiplos brotamentos, tipicas do fungo.

Fonte: o autor.

14 Taxonomia

Desde sua identificagdo até 2006, o género Paracoccidioides era considerado como uma
unica espécie, P. brasiliensis, reconhecida como o unico agente etiologico da PCM (Restrepo
et al., 2019). No entanto, avancos na genética molecular, aliados ao desenvolvimento de
tecnologias de sequenciamento que evoluiram rapidamente nos ultimos anos, permitiram
redefinir essa classificacdo. Matute e colaboradores identificaram, em 2006, por meio de andlise
de sequéncia de multi-locus, as espécies filogenéticas S1, PS2 e PS3 dentro do complexo P.
brasiliensis (MATUTE et al., 2006). Posteriormente, foi possivel a identificagdo de um quarto
grupo genético, chamado de PS4, composto por isolados clinicos originarios da Venezuela

(SALGADO-SALAZAR et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2014; THEODORO et al., 2012).


https://books.google.com.py/books?hl=es&lr=&id=8pKqDwAAQBAJ&oi=fnd&pg=PP1&dq=Restrepo+A,+Tob%C3%B3n+AM,+Gonzalez+A+(2019)+Chapter+267:+Paracoccidioidomycosis.+In:+Bennett+JE,+Dolin+R,+Blaser+MJ+#v=onepage&q=Restrepo%20A%2C%20Tob%C3%B3n%20AM%2C%20Gonzalez%20A%20(2019)%20Chapter%20267%3A%20Paracoccidioidomycosis.%20In%3A%20Bennett%20JE%2C%20Dolin%20R%2C%20Blaser%20MJ&f=false
https://books.google.com.py/books?hl=es&lr=&id=8pKqDwAAQBAJ&oi=fnd&pg=PP1&dq=Restrepo+A,+Tob%C3%B3n+AM,+Gonzalez+A+(2019)+Chapter+267:+Paracoccidioidomycosis.+In:+Bennett+JE,+Dolin+R,+Blaser+MJ+#v=onepage&q=Restrepo%20A%2C%20Tob%C3%B3n%20AM%2C%20Gonzalez%20A%20(2019)%20Chapter%20267%3A%20Paracoccidioidomycosis.%20In%3A%20Bennett%20JE%2C%20Dolin%20R%2C%20Blaser%20MJ&f=false

Em 2008, diversos estudos identificaram diferengas genéticas em um isolado de P.
brasiliensis proveniente do estado de Goids (Pb01), levando a proposi¢do de uma nova variante
genética dentro do complexo, denominada "PbO1-like". Posteriormente, essa variante foi
reclassificada como uma nova espécie, Paracoccidioides lutzii, e reconhecida como distinta do
complexo P. brasiliensis. (CARRERO et al., 2008; DE MELO TEIXEIRA et al., 2014;
TEIXEIRA et al., 2009; THEODORO; BAGAGLI; OLIVEIRA, 2008).

Em 2017, Turissini e colaboradores propuseram elevar as quatro espécies filogenéticas
do complexo P. brasiliensis ao status de espécies formais. Dessa forma, foram estabelecidas as
seguintes denominagdes: P. brasiliensis sensu stricto para S1, P. americana para PS2, P.
restrepiensis para PS3 e P. venezuelensis para PS4_(TURISSINI et al., 2017). Atualmente, a
filogenia do género Paracoccidioides indica que este ¢ composto por sete espécies distintas

(FERNANDE-Z et al., 2024).

Entre as espécies cultivaveis, que causam predominantemente doengas pulmonares,
estdo: P. brasiliensis sensu stricto (composta por S1A e S1B), P. americana (PS2), P.
restrepiensis (PS3), P. venezuelensis (PS4), e P. lutzii (MAVENGERE et al., 2020; TEIXEIRA
et al., 2020, 2014). Por outro lado, duas espécies de Paracoccidioides nao cultivaveis,
associadas predominantemente a manifestagdes cutaneas, foram recentemente incorporadas ao
género. A primeira, Paracoccidioides lobogeorgii (anteriormente Lacazia loboi), ¢ o agente
etioldgico da lobomicose, também conhecida como doenga de Jorge Lobo, uma infec¢do de
carater cutaneo e subcutaneo. A segunda, Paracoccidioides ceti, corresponde a uma linhagem

que causa infec¢do em golfinhos (VILELA et al., 2016, 2021; VILELA; MENDOZA, 2018).

Quanto a distribuicdo geografica das espécies mencionadas, a espécie filogenética P.
brasiliensis ¢ encontrada predominante na América do Sul, especialmente no sudeste do Brasil
e Argentina (GIUSIANO et al., 2018; TEIXEIRA et al., 2020). Casos de P. americana sé foram
relatados na Venezuela e no Brasil, P. restrepiensis ¢ endémica na Colémbia, P. venezuelensis
¢ endémica e exclusiva na Venezuela, enquanto P. /utzii ¢ distribuida principalmente no centro-
oeste do Brasil (COCIO et al., 2020; MUNOZ et al., 2016a; PINHEIRO et al., 2020; TEIXEIRA
et al., 2009). Em relagdo as duas novas espécies, propde-se que a distribuicao de P. lobogeorgii
inclua vérios paises da América Latina (México, Argentina, Brasil) mas com maior prevaléncia
nas regides da floresta amazonica. A distribuicdo de P. ceti também abrange véarios paises da

América Latina e se espalha infectando golfinhos (VILELA et al., 2021).
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Figura 5. Distribuicao geografica das espécies do género Paracoccidioides spp. € seus respectivos hospedeiros.

Fonte: Adaptado de Rodrigues et al. (2023)

1.5  Aspectos clinicos

Diferentes classificagdes clinicas da PCM foram propostas ao longo do tempo,
refletindo distintas abordagens para compreender a evolugdo e apresentagdo da doenga. De
acordo com o II Consenso Brasileiro em Paracoccidioidomicose (2017), a PCM ¢ classificada
em trés categorias principais: A) Infec¢do paracoccidididica; B) Paracoccidioidomicose
(doenga), subdividida em: B.1) Forma aguda/subaguda (juvenil), classificada em moderada e
grave; B.2) Forma cronica, classificada em leve, moderada e grave; C) Forma residual
(SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

A forma aguda ou subaguda da PCM, também denominada tipo juvenil, acomete
principalmente criancas e jovens adultos, representando entre 5% e 25% dos casos
diagnosticados (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). Essa apresentacdo clinica caracteriza-se
por uma evolucdo rapida e agressiva, apresentando a manifestacdo mais grave da doenga, com
alta taxa de letalidade, especialmente em criangas e adolescentes, devido a ineficicia da

resposta imunoldgica celular nesses individuos (DE MACEDO et al., 2017).



A patogénese dessa forma estd associada a uma resposta imunologica desregulada de
célulass Th2, o que compromete a capacidade do hospedeiro em controlar a carga fungica,
favorecendo a disseminagdo sistémica do patégeno (DE MACEDO et al., 2017). Essa forma
clinica acomete ambos os sexos, com uma prevalénciasemelhante entre homens e mulheres. A
evolucao da PCM aguda ¢ frequentemente fulminante, com manifestagdes clinicas surgindo
semanas ou meses apos a exposi¢do primaria ao P. brasiliensis. (SHIKANAI-YASUDA et al.,

2017).

Os principais sinais e sintomas incluem febre persistente, perda de peso significativa e
linfadenomegalia generalizada, frequentemente associada a hepatomegalia e esplenomegalia.
Além disso, o aumento dos ganglios linfaticos, muitas vezes evoluindo para supuracio e
formagao de fistulas, pode ocasionar atraso no diagnostico. Essas manifestagdes clinicas sdo as
caracteristicas predominantes dessa forma clinica da doenga (SHIKANAI-YASUDA et al.,
2017). Diferentemente da PCM cronica, o comprometimento pulmonar € raro na apresentacao
aguda, o que a diferencia de outras formas da doenga. Embora lesdes em 6rgdos como pele,
0ssos, cavidade oral e intestinos possam ocorrer, elas sio menos frequentes nesta forma clinica

(MARQUES et al., 2007).

J& a forma cronica ou adulta da PCM corresponde a 80% a 95% dos casos da doenga.
Afeta predominantemente homens acima de 30 anos, em uma razao de aproximadamente 10:1
em relagdo as mulheres, e tem como principal caracteristica o comprometimento pulmonar e do
trato respiratorio superior (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). As mucosas orais e a pele
perioral também sdo frequentemente acometidas, resultando em lesdes ulceradas e
inflamatoérias ao redor da boca ¢ do nariz afetadas (MARQUES et al., 2007). Além disso, a
dissemina¢@o hematogénica do fungo pode levar ao envolvimento de 6rgaos como as glandulas
adrenais, 0ssos e, em alguns casos, o sistema nervoso central individuos (DE ALMEDIA et al.,

2004).

O periodo de laténcia da PCM cronica pode ser bastante variavel, podendo se estender
de anos a décadas, o que contribui para sua evolugdo insidiosa e progressiva (HAHN et al.,
2022). Clinicamente, essa forma pode se manifestar de duas maneiras principais: unifocal,
quando acomete apenas um Orgdo ou sistema, sendo os pulmdes o principal local de
envolvimento; e multifocal, quando hd acometimento simultaneo de multiplos o6rgdos e
sistemas, como pele, mucosas, pulmdes e glandulas suprarrenais. As manifestagdes clinicas

mais frequentes incluem lesdes ulceradas nas mucosas oral, faringea e laringea, além de
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comprometimento cutdneo caracterizado por lesdes ulceradas ou verrucosas (HAHN et al.,

2022).

Entre as diferentes propostas de classificacdo, destaca-se a abordagem de Benard
(BENARD etal., 2021), que revisita os conceitos tradicionais da PCM ao sugerir uma transi¢ao
gradual entre a forma pulmonar primaria (PP-PCM) e a forma cronica, em contraste com a visao
convencional de reativagdo abrupta de focos latentes. Essa proposta amplia a compreensao dos
desfechos clinicos da PCM, fornecendo novas perspectivas sobre sua patogénese e manejo, o
que pode influenciar futuras abordagens terapéuticas e estratégias de acompanhamento dos

pacientes.

1.6  Diagnostico

O diagnostico da PCM ¢ realizado por meio da integracdo dos dados clinicos,
epidemiologicos e laboratoriais (ALMEIDA-PAES et al., 2022). No aspecto laboratorial, se
baseia principalmente na identificag@o e no isolamento do fungo, realizados por meio de exames
microscopicos e cultivo micoldgico, que sdo considerados o "padrao-ouro" para confirmar a

doenga (ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2014).

No entanto, a citopatologia e a histopatologia também sdo ferramentas de grande valor
no diagnostico da PCM (ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2014). Adicionalmente, outras técnicas,
como os testes soroldgicos, sdo utilizadas como ferramentas complementares, permitindo a
deteccdo de anticorpos especificos circulantes. Entretanto as técnicas sorologicas apresentam
limitacdes relacionadas a sensibilidade e especificidade (DA SILVA et al., 2016). Nesse
cenario, as técnicas moleculares, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) “in house”
vém ganhando relevancia como ferramentas diagnosticas, permitindo a detec¢do especifica e
sensivel do agente etiologico, mesmo em amostras com baixa carga fungica (ROCHA-SILVA

etal., 2017).

1.6.1 Exame microscopico direto e cultivo

Para a realizacdo do exame microscépico direto, podem ser utilizados diferentes tipos
de amostras clinicas, como raspados de lesdes na pele e mucosas, escarro, lavado
broncoalveolar, aspirados de linfonodos, liquido cefalorraquidiano, entre outras (RESTREPO;
GOMEZ; TOBON, 2012). Essas amostras sdo processadas e posteriormente montadas em

laminas, as quais se adiciona hidréxido de potassio (KOH) a 10% ou hidréxido de sodio
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NaOH) a 4%, permitindo a clarificacdo do material para analise microscopica em aumentos de
p ¢ p P

40x a 100x (ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2014).

Esse procedimento permite a visualizagdo das células fungicas caracteristicas de
Paracoccidioides sp., que sdo leveduriformes, arredondadas, de parede celular espessa e
refringente, com tamanhos variados (4—40 pum) e vactiolos lipidicos proeminentes. Também ¢
possivel observar células-mde de grande tamanho, rodeadas por varias células-filhas,

13

apresentando brotamento multiplo em forma de " “timdo de navio”. Em outros casos, algumas
células apresentam apenas dois brotos, adquirindo uma aparéncia semelhante ao "Mickey

Mouse" (Figura 6) (PECANHA-PIETROBOM et al., 2023).

—~

Figura 6. Microscopia com NaOH observando as células com multibrotamentos.
Fonte: Adaptado de Restrepo et al., (2019).

Para o isolamento do fungo, o cultivo pode ser realizado em diferentes meios, como
agar Sabouraud (SAB), 4gar Sabouraud suplementado com antibidticos como cicloheximida e
cloranfenicol (SCC), agar Infusdo Cérebro e Coragdo (BHI), agar Glicose-Peptona-Extrato de

Levedura (GPY) e meio de Fava-Netto, entre outros (GOMEZ; TOBON; GONZALEZ, 2024).

Paracoccidioides sp. ¢ um fungo de crescimento lento e dificil. Por essa razdo, utiliza-
se meios enriquecidos com nutrientes essenciais e antibioticos, para inibir a proliferacdo de
bactérias da microbiota comum, que podem crescer mais rapidamente e competir com o fungo,

dificultando seu isolamento (RESTREPO; GOMEZ; TOBON, 2012).

Em laboratério, as amostras sdo cultivadas simultaneamente nas duas temperaturas,

mencionadas a seguir. A temperatura ambiente de 25- 28°C, o fungo Paracoccidioides sp.
12



cresce na forma filamentosa, sendo possivel observar o desenvolvimento de colonias irregulares
de cor branca a creme e superficie elevada ap6s um periodo de incubacdo de 15 a 30 dias
(TELES; MARTINS, 2011). Ja a 35-37°C, com um periodo de incubag¢do entre 10 e 15 dias,
apresenta-se na forma leveduriforme, caracterizando-se por colonias cremosas, cerebriformes
de coloracdo bege . O tempo de desenvolvimento das coldnias ¢ varidvel, podendo levar

semanas ou até¢ meses (NUCCI; COLOMBO; QUEIROZ-TELLES, 2009).

1.6.2 Exame Citopatoldgico e histopatoldogico

O exame citopatologico € realizado por meio da andlise de células isoladas provenientes
de diversas amostras, como escarro, lavado broncoalveolar, pun¢do aspirativa por agulha fina
(PAAF) de linfonodos, além de raspados de lesdes cutaneas e mucosas. Essas amostras podem
ser coradas com coloragdes como Giemsa, Papanicolaou, impregnacdo pela prata Gomori-
Grocot (GMS), acido periddico de Schiff (PAS), permitindo a identificagdo das formas
leveduriformes caracteristicas de Paracoccidioides sp. (DE SOUZA VIANNA et al., 2013;
SIVIERI DE ARAUJO; SOUSA; CORREIA, 2003).

O exame histopatologico, por sua vez, ¢ baseado na andlise de biopsias de tecidos
afetados, como pele, mucosas, linfonodos e pulmdes. As amostras sdo processadas, incluidas
em parafina e coradas principalmente com Hematoxilina-Eosina (HE), PAS e GMS, o que
permite uma melhor visualizagdo das estruturas fingicas e da resposta inflamatoria tecidual. A
formacao de granulomas com células gigantes multinucleadas, infiltrado polimorfonuclear e as
células de levedura caracteristicas de Paracoccidioides sp. sdo marcantes da doenga nos
estagios avancados. Esse tipo de exame também possibilita a avaliacdo da gravidade da infec¢ao

(AMEEN; TALHARI; TALHARI, 2010; JENSEN, 2021).

1.6.3 Testes Sorologicos

Os testes sorologicos disponiveis para o diagndstico da PCM podem detectar tanto
anticorpos quanto antigenos circulantes em diversos fluidos bioldgicos (MENDES et al., 2017).
No entanto, os mais utilizados sdo aqueles que identificam anticorpos especificos contra
antigenos do Paracoccidioides spp. (DE CAMARGO, 2008). Esses testes apresentam
limitagdes, pois sdo influenciados pela variabilidade da resposta imune do hospedeiro,
especialmente em individuos imunossuprimidos. Os testes soroldgicos para a deteccdo de
anticorpos sao amplamente utilizados como método complementar em laboratdrios de regides

endémicas e desempenham um papel essencial no prognostico da doenga, permitindo o
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monitoramento dindmico dos titulos de anticorpos ao longo do tratamento. Essa abordagem
auxilia na tomada de decisdo clinica sobre a continuidade ou interrup¢ao da terapia antifungica,
contribuindo para um manejo mais preciso e eficaz da doenca, especialmente em pacientes

imunossuprimidos (TELES; MARTINS, 2011).

Entre as principais técnicas sorologicas empregadas no diagnostico da PCM, destacam-
se a imunodifusdo dupla em gel de agar (IDD), a contraimunoeletroforese (CIE), os
tratamento(ELISA), a técnica de Western blotting e o teste de aglutinagdo do latex (LA)
(CAMARGQO; DE; 2000, [s.d.]; PECANHA et al., 2022).

Por outro lado, os testes soroldgicos sdo uteis na avaliagdo da gravidade da doenga, uma
vez que os titulos de anticorpos na PCM correlacionam-se com a gravidade do quadro clinico,
sendo mais elevados nas formas disseminadas e na apresentacdo aguda/subaguda. Ademais,
essas técnicas sdo empregadas no monitoramento da resposta ao tratamento, permitindo
acompanhar a reducdo progressiva dos titulos de anticorpos ao longo do tempo (ALMEIDA-

PAES et al., 2022; MENDES et al., 2017).

A IDD tem sido o método mais amplamente utilizado no contexto laboratorial-
hospitalar para a PCM, devido a sua simplicidade e ao fato de ndo exigir equipamentos de alto
custo (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). No entanto, esta técnica apresenta desvantagens,
como a ocorréncia de resultados falso-negativos, especialmente em pacientes gravemente
imunocomprometidos Apesar dessas limitagdes, a IDD apresenta uma alta taxa de eficiéncia,
variando entre 65% e 100%, sendo seu desempenho influenciado pela preparacdo antigénica
utilizada (ALMEIDA-PAES et al., 2022; CANO; RESTREPO, 1987; SHIKANAI-YASUDA
et al., 2017).

A padronizacao dos antigenos utilizados nos ensaios sorologicos representa um desafio
nessas técnicas, uma vez que diferentes espécies do complexo Paracoccidioides apresentam
variagdes na composi¢do antigénica (DE MACEDO et al., 2019; MATTOS et al., 2021). A
glicoproteina GP43 ¢ o principal antigeno imunorreativo de Paracoccidioides spp.; no entanto,
sua producdo varia entre as espécies do fungo, especialmente em P. [utzii, que secreta gp43 em
menores quantidades e pode apresentar uma organizagdo molecular alterada (CAPELLA

MACHADO et al., 2013; LEITAO et al., 2014).

Essas diferengas nos perfis antigénicos das espécies de Paracoccidioides induzem
distintas respostas imunes humorais no hospedeiro, impactando diretamente a sensibilidade dos
testes sorologicos (DA SILVA et al., 2016; HIGUITA-GUTIERREZ et al., 2019).
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1.6.4 Testes Moleculares

Considerando as limitagdes dos métodos convencionais de diagndstico descritas nas
secdes anteriores, destacam-se fatores como a necessidade de profissionais experientes para a
andlise dos exames, o0 longo tempo necessario para o cultivo, a ocorréncia de reagdes cruzadas
e resultados falso-negativos, além do polimorfismo da proteina glicoproteina de 43 kDa (gp43),
que pode desaparecer da circulagdo durante o tratamento (DEL NEGRO et al., 1995; MORALIS
et al., 2000; PUCCIA; TRAVASSOS, 1991; TELES; MARTINS, 2011). Ademais, esses
métodos ndo permitem a diferenciagdo entre as espécies do género Paracoccidioides (TELES;

MARTINS, 2011).

Em resposta a essas limitagdes, métodos moleculares vém sendo desenvolvidos para
auxiliar no diagnéstico da PCM, complementando os métodos microbiologicos,
histopatologicos e imunologicos (WICKES; WIEDERHOLD, 2018). O diagnostico molecular
baseia-se na detec¢do direta do material genético do fungo em diferentes tipos de amostras,
incluindo isolados fingicos em cultivo, fluidos biolégicos, bidpsias e amostras ambientais, sem
a necessidade de isolamento prévio do microrganismo (GAVIRIA et al., 2015; KOISHI et al.,
2010; PINHEIRO et al., 2021, 2023; ROCHA-SILVA et al., 2017, 2018).

A principal técnica utilizada € a reagdo em cadeia da polimerase (PCR), que permite a
amplifica¢do de sequéncias-alvo do DNA fungico, conferindo alta sensibilidade ao diagnostico,
mesmo quando a carga fungica na amostra ¢ reduzida (HAHN et al., 2022; MENDES et al.,
2017). Diferentes variacdes da PCR sdo empregadas para aprimorar a especificidade e a
sensibilidade da deteccdo, incluindo duplex PCR, nested PCR, semi-nested PCR, PCR em
tempo real (QPCR) e PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) (HAHN et al.,
2022).

Entre os alvos moleculares mais estudados para a identificacdo de Paracoccidioides
estdo as regides espacadoras internas transcritas (ITS) do DNA ribossomal e o gene da gp43,
que tém sido amplamente utilizados no desenvolvimento de primers especificos para a detec¢ao
de P. brasiliensis, tanto em culturas quanto diretamente em amostras clinicas de pacientes com
PCM (GOMES et al.,, 2000; IMAI et al., 2000). Além da PCR, técnicas baseadas em
amplificacdo isotérmica (LAMP - Loop-Mediated Isothermal Amplification) surgiram como
alternativas promissoras, permitindo a detec¢do rapida e especifica de Paracoccidioides sem
necessidade de equipamentos sofisticados, sendo viaveis para aplicagdo em laboratorios com

infraestrutura limitada (ENDO et al., 2004). Recentemente, estratégias de metagenomica e
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sequenciamento de nova geragdao (NGS) também tém sido exploradas para identificar o fungo
diretamente em amostras clinicas e ambientais, permitindo a caracterizagdo da diversidade
genética e a diferenciacdo entre espécies do complexo P. brasiliensis e P. lutzii sem necessidade

de cultivo prévio (PINHEIRO et al., 2020).

O desenvolvimento continuo de testes moleculares especificos e de alto desempenho ¢é
essencial para aprimorar o diagnostico da PCM, especialmente em regides endémicas, onde a
detec¢do precoce pode impactar diretamente a conducdo do tratamento e o prognéstico dos
pacientes (ZANCOPE-OLIVEIRA et al.,, 2014) Apesar dos avangos significativos no
desenvolvimento de testes moleculares para o diagndstico da PCM, ainda ha um desafio crucial
a ser superado: a validacdo em cendrios clinicos reais. Muitos dos métodos descritos
demonstram alta sensibilidade e especificidade em estudos experimentais e laboratoriais, mas
sua aplicacdo rotineira na pratica clinica ainda requer avaliagdo padronizada em diferentes
populagdes, condi¢des ambientais e tipos de amostras (PINHEIRO et al., 2020). Além disso, a
falta de consenso sobre alvos genéticos ideais, a necessidade de comparacdo com métodos
diagndsticos convencionais e a disponibilidade limitada desses testes em areas endémicas sao
fatores que dificultam sua ampla implementa¢do. Assim, embora os testes moleculares
representem uma abordagem promissora para o diagndstico rapido e preciso da PCM, mais
estudos clinicos e multicéntricos sdo necessarios para validar sua aplicabilidade, confiabilidade

e impacto na tomada de decisdes médicas.

1.7 Tratamento

A abordagem terapéutica da PCM deve considerar sua caracteristica sistémica, levando
em conta o estado geral do paciente, a forma de apresentacdo da doenca (subaguda ou cronica)
e os orgdos afetados (RESTREPO A; TOBON AM; GONZALEZ A, 2019). A definigdo do
tratamento e sua duracdo deve considerar a gravidade do caso, antecedentes de falhas
terapéuticas, viabilidade do uso de medicacdo oral, existéncia de comorbidades, gestagdo e
adesao do paciente ao regime proposto no II Consenso Brasileiro em Paracoccidioidomicose

(SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

Além do tratamento antifiingico, ¢ essencial adotar medidas de suporte, como o controle
da triade desnutri¢do-imunossupressao-infec¢do. A interrup¢ao do consumo de alcool e tabaco,
habito frequente entre pacientes com PCM, também contribui significativamente para a

recuperagdo (RESTREPO A; TOBON AM; GONZALEZ A, 2019). O tratamento da PCM
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baseia-se em trés principais classes de antifngicos: sulfonamidas, polienos (anfotericina B) e

derivados dos azdis. As opgdes terapéuticas incluem:

Sulfonamidas de eliminacdo lenta: A dose recomendada de sulfametoxazol-
trimetoprima para adultos ¢ de 800/160 mg duas vezes ao dia, enquanto para criancas varia
entre 40-50 mg/kg de sulfametoxazol e 8-10 mg/kg de trimetoprima, também duas vezes ao dia

(Tabela 7) (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

A terapia deve ser mantida por até dois anos, embora a longa duracdo esteja associada
a altas taxas de abandono. Essa combinacdo destaca-se pela boa eficicia, baixo custo e
possibilidade de administragdo oral ou parenteral quando necessario, tornando-se uma opg¢ao

valiosa devido a sua acessibilidade ¢ boa tolerabilidade (MARQUES, 2013).

O principal efeito adverso ¢ a mielotoxicidade, que pode ser controlada com acido
folinico sem comprometer a eficicia do tratamento. Além disso, essa terapia pode ser usada
inicialmente em associagdo com anfotericina B (AmB) (GOMEZ; TOBON; GONZALEZ,
2024).

Az6is sistémicos: O azdl de escolha para essa micose e o itraconazol , que apresenta
uma eficacia em até 95% dos casos, com poucos efeitos colaterais, e a taxa de recidiva ¢ de
aproximadamente 5% (GOMEZ; TOBON; GONZALEZ, 2024). Como terapia priméria para
casos mais brandos, recomenda-se o itraconazol, que induz uma melhora clinica mais rapida e

uma cura sorologica superior em comparagao a outros (CAVALCANTE et al., 2014).

A dose usual para adultos varia entre 200 e 400 mg/dia por até seis meses. Para criancas
com mais de 5 anos e peso inferior a 30 kg, a dose recomendada ¢ de 5 a 10 mg/kg/dia,
ajustando-se conforme os parametros de cura (Tabela /). Em casos graves de PCM em adultos,

doses mais altas podem ser administradas (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

Para melhor biodisponibilidade e absor¢do, recomenda-se a formulacdo em solugdo
orale no caso sejam utilizadas cépsulas de itraconazol, deve-se evitar medicamentos que

reduzam a acidez gastrica (GOMEZ; TOBON; GONZALEZ, 2024).

De maneira geral, os azois apresentam bons resultados e baixas taxas de recidiva.
Estudos recentes indicam que o voriconazol (800 mg/dia, isolado ou em combinagio) pode ser
uma alternativa eficaz. Diferentemente das sulfonamidas, os azéis possibilitam a cura clinica e

micologica em aproximadamente seis a oito meses (MUKHERJEE et al., 2005).
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Anfotericina B: A dose da anfotericina B desoxicolato varia entre 0,5 e 0,7 mg/kg/dia.
Para as formulacdes lipidicas, a dose padrdao ¢ de 3 mg/kg/dia, podendo variar entre 3 e 5

mg/kg/dia (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

Esse antifungico ¢ a terapia de escolha para casos graves e disseminados, sendo
geralmente administrado em ambiente hospitalar devido aos seus efeitos adversos (GOMEZ;
TOBON; GONZALEZ, 2024). A duragio do tratamento varia de 2 a 4 semanas, dependendo
da melhora clinica do paciente. Apds esse periodo, a terapia deve ser continuada com

antifungicos orais (PECANHA et al., 2016).

Devido a alta toxicidade da anfotericina B desoxicolato, pode-se optar por formulacdes
lipidicas, como a anfotericina B lipossomal, que reduz o risco de nefrotoxicidade. Além disso,
outras formulacdes lipidicas, como a anfotericina B em dispersdao coloidal (ABCD) e o
complexo lipidico de anfotericina B (ABLC), foram desenvolvidas e estdo disponiveis em

diversos paises (PECANHA et al., 2016).

Tabela 1. Medicamentos e doses recomendadas para o tratamento da paracoccidioidomicose (PCM).

Medicamento | Dose Duragao média

200mg didrios
*¥*Criangas com <30 kg e >5 anos - 5 a 10mg/kg/dia; ajustar dose sem abrira cdpsula

Itraconazol* 9-18 meses

Trimetoprim, 160mg +

Sulfametoxazol, 800mg (VO 8/8 h ou 12/12h)
Cotrimoxazol® 18-24 meses***
(riangas - trimetoprim, 8 a 10mg/kg
Sulfametoxazol, 40 a 50mg/kg, V0 12/12h

Desoxicolato, 0,5 a 0,7 mg/kg/dia
Formulagoes lipidicas, 3 a 5 mg/kg/dia

Anfotericina B

2-4 semanas**** (até melhora)

Nota:

* Nao wsar concorritantemente com astemmizol, antiécdos e bloqueadoses de receptor H,, barbitiricos, dsapride, ddousporina, didanosina, diganina, fentanil, fenitoina, rifampicing, dsaprida e terfenadina.
** Maior experiénda em criangas ~ com sutfametoxazol/timetopam.

*** Prolonga a duracdo do tratmestd Quando hd emolvimento de sistema nervoso central.

**** Requer tratamento d2 manetensdo com itraconazol ou cotrimoxaol.

Fonte: Adaptado de Shikanai-Yasuda et al., 2017.

1.8  Resposta Imune e fatores de viruléncia

A PCM ¢ uma micose sist€émica cuja evolucdo da doenca depende da complexa
interagdo entre os fatores de viruléncia do Paracoccidioides e a resposta imunoldgica do
hospedeiro. A progressdo da infec¢do pode resultar na eliminagdo do patégeno sem sequelas ou
na disseminagdo da doenga, levando a manifesta¢des cronicas e debilitantes (BURGER et al.,

2021).

A resposta imune mediada por células T auxiliares do tipo 1 (Tal) desempenha um

papel fundamental na contencdo da infec¢do, promovendo a ativagdo de macrofagos e a
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formacao de granulomas organizados (BURGER et al., 2021). Além disso, as células célulass
T auxiliares do tipo 17 (Tal7), também contribuem para a prote¢do contra infec¢des fungicas.
Foi demonstrado que essas células estimulam a produ¢do de citocinas pro-inflamatdrias e
quimiocinas, recrutando neutréfilos e outras células para controlar os patdogenos no local da
infeccdo (VELDHOEN, 2017). No entanto, Paracoccidioides possui diversos mecanismos de
evasdo imunoldgica que favorecem sua persisténcia no hospedeiro, contribuindo para a

cronicidade da doenca e suas complica¢des clinicas (CAMACHO; NINO-VEGA, 2017).

A resposta imunoldgica contra Paracoccidioides inicia-se com a ativa¢ao da imunidade
inata, que reconhece o patdgeno e desencadeia mecanismos de defesa essenciais para conter a
infeccdo. Esse processo envolve o reconhecimento de padrdes moleculares fungicos e a
ativacao celular, promovendo uma resposta inicial contra o microrganismo (CALICH et al.,

2008).

A resposta imune adaptativa contra Paracoccidioides ¢ mediada por célulass T e B,
sendo a imunidade celular essencial para o controle da infeccado (CEZAR-DOS-SANTOS et al.,
2020). Como mencionado anteriormente, a ativa¢do das respostas Tal e Tal7 promove a
ativacdo de macrofagos e a formagdo de granulomas organizados, restringindo a disseminagao
do fungo. Em contraste, uma resposta predominante de perfil de células T auxiliar do tipo 2
(Ta2) ou perfil de células T auxiliar do tipo 9 (Ta9) esta associada a maior susceptibilidade,

favorecendo a progressao da doenca (BURGER et al., 2021).

Embora os anticorpos ndo constituam a principal via de defesa, eles desempenham um
papel na neutraliza¢do do patdgeno e na modulagdo da resposta imune. Evidéncias sugerem que
anticorpos monoclonais especificos podem inibir o crescimento fingico e reduzir a carga da

infec¢do, demonstrando potencial terapéutico (TOLEDO et al., 2010).

Os fatores de viruléncia de Paracoccidioides spp. modulan la respuesta inmune
protectora de varias maneras, desempenham um papel crucial na adesdo, invasdo, evasdo da
resposta imune e adaptacdo ao hospedeiro, promovendo a sobrevivéncia do fungo e a

progressao da doenga (DE OLIVEIRA et al., 2015).

A adesdo e invasdo sdo mediadas por adesinas, como a glicoproteina de 43 kDa (gp43)

e enzimas glicoliticas enolase (ENO), frutosose-bifosfato aldolase (FBA), gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH) e triose-fosfato isomerase (TPI), que facilitam a fixacdo do
fungo as células do hospedeiro e induzem apoptose em células epiteliais, favorecendo sua
disseminagao (LOPES et al., 1994; MARCOS et al., 2014; MENDES-GIANNINI et al., 2000)
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Para evadir o sistema imune, Paracoccidioides emplea varias estratégias como
enmascaramiento de padrdes moleculares associados a patogenos (PAMP) estimulatorios e na
forma patogena levaduriforme substitui $-(1,3)-glucano por a-(1,3)-glucano na parede celular,
dificultando o reconhecimento pelos fagocitos (CAMACHO; NINO-VEGA, 2017). Além
disso, a melanizagdo das leveduras e a inibicdo da liberagdo de 6xido nitrico (NO) por
macrofagos reduzem a resposta inflamatoria e aumentam a resisténcia ao estresse oxidativo

(POPI; LOPES; MARIANO, 2002; SANTOS et al., 2020).

A adaptacio ao hospedeiro ¢ garantida pelo dimorfismo térmico, regulado por proteinas
de choque térmico (HSPs), além da acdo de enzimas antioxidantes, como superdxido dismutase
(SOD) e catalase, que protegem o fungo contra espécies reativas de oxigénio (DE ARRUDA
GROSSKLAUS et al.,, 2013). Outros fatores, como a glicoproteina de 70 kDa (gp70),
hemolisinas e hemaglutininas, contribuem para a resisténcia fingica, obtencdo de ferro e
persisténcia no organismo, tornando Paracoccidioides um patdgeno altamente adaptado ao

ambiente intracelular (CEZAR-DOS-SANTOS et al., 2018, 2020; MARICATO et al., 2010).

1.9  Paracoccidioidomicose no Paraguai

A PCM, ¢ a principal micose sist€émica registrada no Paraguai (MINISTERIO DE
SALUD PUBLICA Y BIENESTAR SOCIAL. PARAGUAY, 2016)(MUNOZ et al., 2016b;
RICHINI-PEREIRA et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2020)

Os primeiros registros da PCM no pais datam em 1920, quando a doenga foi mencionada
em uma revisdo publicada em uma revista médica paraguaia, sendo referida como

“blastomicose sul-americana” (ESCOMEL et al., 1920).

Anos depois, em 1933, casos de PCM foram descritos em prisioneiros de guerra
bolivianos no territério paraguaio, embora ndo tenham sido considerados autoctones
(BOGGINO et al., 1934; BOGGINO et al., 1935). O primeiro caso autéctone de PCM no
Paraguai foi documentado em 1935 por Juan Boggino, que diagnosticou a infec¢do em um
soldado paraguaio, Ele se referiu & doenga como "granuloma coccidididico" e descreveu
estruturas compativeis com Paracoccidioides spp. (BOGGINO et al., 1935). Desde entdo, a
doenca tem sido objeto de estudo no pais. Posteriormente, Boggino também foi responsavel
pela publicagdo dos primeiros relatos de casos confirmados no Paraguai (Figura 7)

(INSAULRRALDE et al., 1938; GONZALEZ et al., 1944).
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Em uma revisdo sistematica, Araujo e colaboradores compilaram os casos de PCM
adquiridos no Paraguai entre 1934 e 2023, identificando um total de 479 casos. Quanto ao perfil
clinico, relataram que a PCM no Paraguai afeta principalmente homens adultos, com uma idade
média de 45,78 anos, que trabalham na agricultura. A forma clinica predominante ¢ a cronica,
com acometimento pulmonar e sintomas semelhantes aos da tuberculose. A distribuicao
geografica da doenga ¢ ampla, com a maioria dos casos concentrando-se na Regido Oriental do
Paraguai, mas com relatos em quase todos os estados do pais. A coexisténcia com outras
doengas, especialmente a tuberculose, representa um desafio diagnostico e terapéutico. Além
disso, a PCM frequentemente afeta individuos em condi¢des socioecondmicas desfavorecidas,
refletindo as desigualdades em satde no Paraguai (Figura 7) (ARAUJO et al., 2016).

Adolf Lutz
1908 Q 5 P o
1° caso é descrito —— A paracoccidioidomicose

(PCM) foi descrita inicialmente
no Brasil em 1908 por Adolf
Lutz.

pela primeria vez

s Splendor e Almeida
1930 é ¢ Splendor estudou a

Identificagdo e morfologia do fungo e

descrigao Almeida o denonominou
Paracoccidioides
brasiliensis.
1935 (a9 ) Juan Boggino
1° caso autéctone s = Descreveu o primeiro caso de
no Paraguai PCM autéctone no Paraguai.

1944 - 1964 sg Chirife; Castillo e Ramirez;

g Caballero, Maas.
21 casos publicados

1976 - 1985 ss — Rolon; Ortiz da Silva.

152 casos publicados

Rivelli et al.; Rodriguez;

2001 - 2021

299 casos publicados

2023

7 casos publicados

ss :

Total de 479

casos publicados no Paraguai
de 1944 a 2023

sg Farifa et al.; Di Martino;
e

Pérez, Oviedo e Gill; Araujo
et al,; Lambaré et al,
Veldzquez e Lovera.

Montiel et al.; Rolon-Lopez
et al,; Scudeller et al.

Figura 7. Historico da paracoccidioidomicose (PCM) e casos no Paraguai.

Fonte: Autoria propria utilizando recursos visuais do Google Imagens.
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1.10 Organizacao geografica do Paraguay

Em termos politico-administrativos Paraguai esta dividido em 17 estados como
ilustrado na Figura 8: I Concepcion, 11 San Pedro, Il Cordillera, IV Guaira, V Caaguazu, VI
Caazapa, V11 Itapua, VIII Misiones, I1X Paraguari, X Alto Parana, X1 Central, XII Neembucil,
XIII Amambay, XIV Canindeyu, XV Presidente Hayes, XV1 Boqueron, XVII Alto Paraguay e
o Distrito Capital: Assuncdo (“Ordenamiento Territorial de la Republica del Paraguay :

Repertorio Normativo de la Division Politica y Administrativa.”)

BOLIVIA

L
Rio Paraguay

Figura 8. Mapa do Paraguai: Divisdo politico-administrativa
Fonte: Adaptado do site ABC digital

O Paraguai possui duas regides naturais diferenciadas pelo rio Paraguai. A direita do rio
localiza-se a regido Ocidental ou Chaco, com um clima que varia desde o tipo "umido"
(préoximo ao rio), semiarido até arido, a medida que se avanca em dire¢@o a fronteira com a

Bolivia. As chuvas s3o escassas e sazonais, as temperaturas sao elevadas, os solos sdo salinos
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e quase ndo ha agua subterranea. Esses fatores impdem limitagdes a producdo agropecudria e

ao estabelecimento populacional, ambos escassos e dispersos (TORRES et al., 2018).

A esquerda do rio Paraguai localiza-se a regido Oriental, com uma area de 159.827 km2.
Apresenta relativa homogeneidade em termos de fatores climaticos, com chuvas bem
distribuidas ao longo do ano, temperatura média de 23,3 °C, solos profundos e aptos para a
agricultura; ndo possui zonas montanhosas. A flora e a fauna sdo muito variadas, com florestas

e pradarias naturais, além de uma diversificada rede de recursos hidricos (TORRES et al., 2018)

60.

Territorio
Nacional

\ Regiao Omdenta

“Chaco Paraguaio”

3.

Popul¢do
nacional

Regido Oriental

Populacao
Nacional

Figura 9. Mapa do Paraguai, regides naturais.

Fonte: Adaptado do site da Embaixada do Paraguai no Japao.

1.11 Epidemiologia molecular
A epidemiologia molecular e a modelagem de nicho ecoldgico (MNE) sdo ferramentas
fundamentais no estudo de doencas infecciosas. O avango das técnicas de sequenciamento de

nova geragdo (NGS) permitiu uma caracterizacdo genética mais precisa das espécies do género
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Paracoccidioides, enquanto a modelagem ecoldgica pode contribuir para a compreensdo dos
fatores ambientais que influenciam sua distribui¢ao geografica.

Esses métodos podem ser aplicados para esclarecer padrdes epidemiologicos da PCM,
principalmente em areas pouco exploradas e de dificil acesso. A epidemiologia molecular da
PCM avancou significativamente com a genOmica comparativa € o sequenciamento de
linhagens isoladas de pacientes e do meio ambiente (MUNOZ et al., 2016; RICHINI-PEREIRA
et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2020).

Esses avancos tém permitido monitorar a evolucdo genética das espécies de
Paracoccidioides em diferentes regides geograficas, identificar clusters epidemiologicos que
possam indicar surtos localizados ou novas variantes emergentes, analisar a variabilidade
genética intraespecifica, diferenciando P. brasiliensis de P. lutzii e outras variantes genéticas,
além de avaliar a relagdo entre isolados clinicos e ambientais, determinando possiveis rotas de
transmissado e fatores que influenciam a infecgao.

O uso de NGS em isolados de Paracoccidioides permite a identificacdo de elementos
transponiveis, mutacdes em genes relacionados a viruléncia e adaptacdo ao ambiente, além da
compreensdo da diversidade genética entre diferentes regides endémicas (Muiioz et al., 2016).
Além disso, a epidemiologia molecular tem sido essencial para compreender a distribuicao
geografica das espécies do complexo P. brasiliensis, que inclui diferentes gendtipos, € a
diferenciagdo com P. lutzii, cuja epidemiologia ¢ distinta e concentra-se principalmente no
Centro-Oeste do Brasil (Teixeira et al., 2020).

A modelagem de nicho ecologico (MNE) ¢ uma ferramenta essencial para prever a
distribuicdo geografica potencial de Paracoccidioides, especialmente em regides pouco
exploradas. Métodos como Maxima Entropia (MaxEnt) € Random Forest sao amplamente
utilizados para correlacionar dados de ocorréncia de espécies com varidveis ambientais,
incluindo clima, tipo de solo, vegetacdo e altitude (ESCOBAR; CRAFT, 2016; STEVENS;
PFEIFFER, 2011). Enquanto o MaxEnt estima a distribui¢ao potencial do patdgeno com base
na maximiza¢do da entropia (YANG et al., 2025), o Random Forest, um modelo de
aprendizado de maquina, combina multiplas arvores de decisdo para identificar padrdes
ambientais que favorecem a presenca do fungo e sua transmissdo (AAWAR; SRIVASTAVA,
2022). A aplicagdo desses métodos possibilita uma analise mais robusta, contribuindo para a
identificacdo de 4reas de risco e para o aprimoramento das estratégias de vigilancia

epidemiologica.
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Os estudos prévios, sugerem que a presenca de Paracoccidioides esta altamente
correlacionada com fatores ambientais especificos, tais como temperatura e umidade do solo,
J& que regides com temperaturas médias entre 18-26°C e alta umidade favorecem o crescimento
do fungo no ambiente. Além disso, o uso do solo e o desmatamento sdo fatores determinantes
para a dissemina¢do da PCM, pois a doenga ¢ frequentemente associada a atividades como
agricultura, pecuaria e construgao civil, que expdem o solo contaminado com conidios do fungo
(Queiroz-Telles et al., 2017). A altitude e a vegetacdo também influenciam a ocorréncia da
PCM, sendo mais prevalente em areas de Mata Atlantica e Cerrado, geralmente entre 500 e
1.500 metros de altitude, onde as condig¢des sdo favoraveis para o desenvolvimento do fungo
no ambiente.

Estudos recentes demonstram que a aplicagdo da Modelagem de Nicho Ecolégico
(MNE), associada a analise gendmica, pode prever novos focos de doengas fingicas, incluindo
regides anteriormente consideradas de baixa endemicidade. Recentemente, nosso grupo
identificou areas de expansdo de micoses endémicas, como coccidioidomicose e histoplasmose,
bem como diferentes padroes de endemicidade dessas doencas em diversas regioes,
evidenciando a necessidade de estratégias aprimoradas de vigilancia epidemiologica e controle
(EULALIO et al., 2024).

Modelos baseados em dados climaticos de longo prazo indicam que mudancas
ambientais podem expandir a drea de ocorréncia do fungo, aumentando o risco de infecc¢do para
populagdes expostas. Além disso, estudos usando dados de sensoriamento remoto tém
permitido uma maior precisdo na estimativa de areas de risco. Isso ¢ particularmente util para
prever o impacto de mudangas climaticas na distribuicdo do fungo e antecipar futuras areas
endémicas. A combinagdo de epidemiologia molecular e modelagem de nicho ecologico ¢ uma
abordagem promissora para aprofundar a compreensdo da PCM.

Enquanto a gendmica revela informagdes sobre a diversidade genética do patogeno e
sua evolugdo, a modelagem ecologica fornece insights sobre os fatores ambientais que
influenciam sua distribuicdo. Algumas das principais aplicacdes dessa abordagem integrada
incluem a identificacdo de hotspots de transmissdo da PCM em regides pouco estudadas, a
correlacdo entre gendtipos de Paracoccidioides e fatores ambientais, ajudando a entender a
ecologia do patdgeno, além da vigilancia epidemioldgica direcionada, permitindo que medidas
preventivas sejam implementadas em areas de alto risco. Isso possibilita ainda o
desenvolvimento de politicas de saide publica baseadas em dados ambientais e genéticos,

melhorando a detec¢do precoce e a resposta a surtos.
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O avanco das técnicas de epidemiologia molecular e modelagem de nicho ecoldgico
tem revolucionado o estudo da PCM, permitindo uma compreensdo mais detalhada da sua
distribuicdo, fatores de risco e diversidade genética. O uso dessas ferramentas fornece
informagdes criticas para a prevengdo e controle da doenga. A medida que novas tecnologias
continuam a evoluir, espera-se que a integracdo dessas abordagens possibilite um

monitoramento mais eficiente da PCM, especialmente em areas pouco exploradas.

2. JUSTIFICATIVA

Apesar de a PCM ter sido descrita hd mais de 100 anos (LUTZ, 1908), ela ainda ¢ pouco
conhecida, tanto pela populagdo em geral quanto por muitos profissionais de saude. Essa falta
de conhecimento dificulta o diagnostico precoce, atrasando o tratamento e prejudicando o
progndstico dos pacientes. No Paraguai, a auséncia de estudos detalhados sobre as regides
endémicas da PCM comprometia o entendimento de sua distribui¢do geografica e de seu
impacto na satude publica.

Recentemente incluida na lista de doengas tropicais negligenciadas pela Organizagdo
Mundial da Sauide, a relevancia da PCM para a satide publica permanece subestimada devido a
falta de dados epidemiologicos consistentes. Essa lacuna de informagdes esteve associada, em
parte, a auséncia de notificagdo obrigatéria da doenca no Paraguai e em outros paises da
América Latina com areas endémicas. Como consequéncia, a prevaléncia da PCM foi
frequentemente subestimada, contribuindo para sua baixa visibilidade como problema de satide
publica.

Apesar de existirem relatos de casos de PCM no Paraguai, ainda ndo haviam sido
realizados estudos abrangentes que explorassem multiplos isolados do agente etioldgico,
investigassem suas espécies, analisassem suas relagdes genéticas com isolados de outros paises,
bem como caracteristicas clinicas e epidemiologicas. Além disso, sabia-se pouco sobre a
relag@o entre os isolados paraguaios e os de outras regides, bem como sobre a ocorréncia da
doenga em animais, como os tatus, reconhecidos como possiveis reservatorios naturais do
fungo.

Nesse contexto, a implementa¢do de técnicas moleculares para a identificacdo das
espécies do género Paracoccidioides e a realizacdo de analises de epidemiologia molecular
mostraram-se fundamentais. Essas ferramentas possibilitaram a obten¢do de informagdes

inovadoras, ampliando o conhecimento sobre a PCM, contribuindo de forma significativa para
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o campo da micologia clinica e fornecendo subsidios relevantes para o desenvolvimento de
estratégias de satde publica.

Este estudo buscou preencher essas lacunas de conhecimento existentes por meio da
identificagdo molecular das espécies que circulam no Paraguai. A pesquisa realizada ndo apenas
representou um avango cientifico no pais, como também constituiu uma contribui¢ao

importante para a compreensdo da PCM na América Latina.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
-Descrever os aspectos epidemiologicos e moleculares da PCM com base nos casos

registrados no Centro de Especialidades Dermatoldgicas do Paraguai.

3.2 Objetivos especificos
-Identificar as caracteristicas clinicas e epidemioldgicas dos casos diagnosticados de

PCM no Centro de Especialidades Dermatolégicas.

-Analisar a distribui¢do geogréfica e prevaléncia da PCM no Paraguai mediante o
georreferenciamento das localidades de residéncia dos casos registrados no Centro de

Especialidades Dermatolédgicas e no Laboratorio Central de Saude Publica.

- Realizar a modelagem de nicho ecoldgico (MNE) para prever a distribuicao geografica

potencial de Paracoccidioides no Paraguai, utilizando o método de Random Forest Modeling.

-Conhecer a diversidade gendmica sobre as espécies de Paracoccidioides no Paraguai
através de sequenciamento completo do genoma, andlises filogenéticas e genéticas de

populagdes e caracterizagdo morfoldgica.

-Comparar os gen6tipos observados no Paraguai com os observados em outros paises
da América Latina, principalmente os que fazem fronteira com o Paraguai como Brasil,

Argentina e Bolivia.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1  Aspectos éticos
Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Laboratério Central de
Satde Publica do Paraguai (c6digo de dictamen Nro. 255-2024), seguindo as diretrizes éticas

nacionais e internacionais, incluindo a Declaracdo de Helsinque e as recomendagdes da
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Organizacao Pan-Americana da Satde (OPS) e da Organizagdo Mundial da Satide (OMS)
(Mundial, A. M. 2013 ; CIOMS, 2016). Os dados foram anonimizados para realizacdo dos

estudos, garantindo a confidencialidade e seu uso exclusivo para fins cientificos.
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Figura 10. Fluxograma do processo de trabalho: Extracao de Dados, Elaboragdo de Mapas, Recuperacdo, Extragdo
e Analises Genéticas de Isolados de Paracoccidioides sp. O fluxograma descreve o processo de trabalho realizado,
iniciando com a extragdo de dados dos prontudrios, seguido pela recuperacdo de isolados, extracdo de DNA e
analises filogenéticas e de genética populacional de 9 genomas de Paracoccidioides sp. provenientes da micoteca
do CED San Lorenzo-Central. A recuperacdo dos isolados foi conduzida em meios de cultura GPY e BHI,
totalizando 14 amostras. Destas, 10 amostras vidveis foram submetidas a extracdo de DNA, com subsequente
sequenciamento genomico de 9 amostras. Para as andlises de bioinformatica, os genomas dos isolados do CED
foram comparados com outros 75 genomas de Paracoccidioides sp. disponiveis em estudos publicados, incluindo
a identificagio de SNPs (Polimorfismos de Nucleotideo Unico) e a inferéncia filogenética. O processo também
abrangeu etapas de georreferenciamento, modelagem de distribuicao de espécies e analises da composigao genética
das populagdes, proporcionando uma visdo abrangente da diversidade e distribuicdo genética dos isolados
estudados.

4.2 Coleta de dados clinicos e sociodemograficos de pacientes com
paracoccidioidomicose no CED.
O estudo foi realizado no Laboratorio de Microbiologia do Centro de Especialidades
Dermatologicas (CED), que atua como centro de referéncia em micologia para diagnostico de

PCM no sistema publico de saude do Paraguai. Esta etapa foi desenvolvida como um estudo
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retrospectivo, utilizando dados extraidos de prontudrios médicos, tanto fisicos quanto

eletronicos, de pacientes diagnosticados com PCM entre 2014 e 2024.

Os casos clinicos foram diagnosticados seguindo as diretrizes brasileiras para o manejo
da PCM. As bidpsias foram primeiramente pré-tratadas com gentamicina, antes de prosseguir
para os testes microbioldgicos, que incluiram a observa¢ao microscopica e o cultivo fungico. O
exame direto das biopsias ou biofluidos envolveu a visualiza¢ao de células leveduriformes com
multiplos brotamentos sob microscopio de luz, utilizando KOH a 10%, identificando células de
levedura (440 pum) com parede espessa e refringente e formagdes caracteristicas de
brotamento, lembrando uma "roda de piloto" ou a aparéncia de "Mickey Mouse". O cultivo
fungico foi realizado em 4gar Infusdo Cérebro-Coragdo (BHI) suplementado com 10% de
sangue de ovelha, incubado a 37°C de 10 a 20 dias, resultando em colonias de levedura do tipo
cerebriforme. Além disso, o material foi semeado em 4agar Sabouraud (SAB) a 28°C e 37°C por

15 a 30 dias.

As informagoes clinicas, epidemioldgicas e sociodemograficas foram organizadas em
uma planilha do programa Microsoft Excel, versdo 16.94. Os dados registrados incluiram o
hospital de origem do caso, o ano do diagnostico, idade, sexo bioldgico, ocupagao, distrito de
residéncia, forma clinica da doenga, 6rgdo afetado, presenca de envolvimento pulmonar,
localizagdo e tempo de evolucdo da lesdo, histérico de tabagismo, consumo de dalcool,

coinfec¢des, comorbidades e detalhes do tratamento, incluindo dose e duragao.

4.3  Georreferenciamento

Os dados referentes ao local de residéncia dos casos de PCM, obtidos a partir dos
registros do CED, foram complementados com a inclusdo de casos de PCM diagnosticados
entre 2004 a 2014 no Laboratério Central de Saude Publica do Paraguai (LCSP). Esse conjunto
de dados foi utilizado para a elaboragdo de trés tipos de mapas: a) Mapas de distribuicao
geografica dos casos de PCM no Paraguai, representados por municipio e estado, gerados por
meio do software QGIS versao 3.36.3 b) Mapas de prevaléncia da PCM no Paraguai, gerados
no QGIS versdo 3.36.3. A prevaléncia foi calculada como a razdo entre o nimero de casos por
estado e a populacdo total, multiplicada por 100.000 habitantes c¢) Mapas de estimativa de
densidade Kernel (KDE) foram desenvolvidos no QGIS versdao 3.36, com o objetivo de
identificar areas de maior concentracdo da doenca. Esses mapas estdo relacionados com as
ecorregides do Paraguai, cujos arquivos no formato shapefile foram solicitados através do

Portal Unificado de Acesso a Informagao Publica do Paraguai
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(https://informacionpublica.paraguay.gov.py/#!/), sob o nlimero de solicitagdo Solicitud Nro.:
89337. A solicitacdo foi respondida pelo Ministério do Meio Ambiente e Desenvolvimento
Sustentavel (MADES), por meio da Dire¢do de Geomatica, que emitiu um memorando com a
referéncia Prov. Geo N° 15/2025 e disponibilizou os arquivos via e-mail. As coordenadas
geograficas correspondes ao local de residéncia, seja em nivel distrital ou estadual, foram
aleatorizadas dentro do estado correspondente por meio da fungdo randomPoints do Google
Earth Engine (GORELICK et al.,, 2017). Amostras sem informacdes geograficas foram

excluidas da analise.

4.4  Recuperacio dos isolados clinicos de Paracoccidioides sp. da micoteca do
CED

Da micoteca do CED, tivemos acesso a 14 isolados. Esta etapa foi realizada no
laboratério de Nivel de Biosseguranga 2 (BSL2). Para recuperar esses isolados, utilizamos alcas
de inoculacdo estéreis para transferir uma por¢ao das coldnias para dois meios de cultura, tanto
liquidos quanto s6lidos: Infusdo Cérebro-Cora¢ao (BHI) e Extrato de Glicose-Peptonas-Extrato
de Levedura (GPY). As placas contendo o meio sdlido foram incubadas a 37°C por 20 dias,
enquanto os tubos com o meio liquido foram mantidos em um agitador a 37°C por 20 dias,

ajustados para uma rotacdo de 150 rotagdes por minuto (RPM).

O controle de crescimento e contaminagdo foi realizado por meio de observagdo
microscopica, utilizando ldminas coradas com azul de lactofenol, permitindo a visualizagao das
estruturas morfoldgicas caracteristicas, conforme previamente descrito. Esse procedimento
garantiu que as coldnias isoladas fossem identificadas corretamente, sem contaminacdo. Quatro

isolados foram descartados devido a auséncia de crescimento ou a presenca de contaminagao.

As coldnias foram repicadas até o isolamento de uma coldnia com biomassa suficiente
de Paracoccidioides sp. para uma extracao eficaz de 4dcido desoxirribonucleico (ADN), seguida
de sequenciamento genomico, identificacio de SNPs e andlises filogenéticas e genéticas de

populagdes.

4.5  Extracido de DNA dos isolados clinicos de Paracoccidioides spp.

O procedimento de purificagdo do DNA teve inicio com uma etapa de pré-tratamento
da amostra devido a espessa parede celular do fungo, o que exigiu a aplicagdo de disrup¢ao
mecanica para garantir uma lise celular eficiente. A amostra foi manipulada sob condi¢des
assépticas, em uma cabine de seguranga bioldgica Classe II, onde aproximadamente 500 mg de

material leveduriforme fungico foram cuidadosamente transferidos, utilizando uma alca de
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inoculacdo estéril, para um pildo e almofariz pré-resfriados. A amostra foi entdo submetida a
disrupcdo mecanica e, em seguida, a maceragdo criogénica com nitrogénio liquido,
promovendo a quebra celular eficaz e resultando em um pé homogéneo e finamente triturado.
O material fingico processado foi transferido para um tubo microcentrifugo estéril de 1,5 mL,

dando continuidade a extracdo do DNA gendmico.

A purificagdo do DNA foi realizada utilizando o kit PureLink™ Microbiome DNA
Purification Kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific), seguindo as especificagdes do
fabricante, porém com uma modificacdo na etapa de elui¢do, reduzindo o volume de 100 pL.

para 50 pL, a fim de obter uma maior concentrag¢do de material genético do fungo.

Ao final do processo, 50 uL de DNA puro de cada isolado foram devidamente rotulados

e armazenados a -20°C para analises moleculares posteriores.

4.6 Sequenciamento genémico e genotipagem dos isolados clinicos de
Paracoccidioides spp.

A concentracdo e pureza do DNA foram avaliadas utilizando um espectrofotometro
NanoDrop® 1000 (Thermo Fisher Scientific), por meio da medi¢do da absorbancia a 260/280
nm, garantindo a integridade ideal dos acidos nucleicos. A integridade dos DNAs extraidos foi
verificada por eletroforese em gel de agarose a 1%. Para a confirmagao molecular da presenga
de Paracoccidioides spp., foi realizada uma reacdo em cadeia da polimerase em tempo real
(qPCR), direcionada ao gene Pb27, que possui um tamanho de 157 pares de base (pb) e ¢
exclusivamente expresso por espécimes do género Paracoccidioides. A amplificagdo foi
conduzida utilizando os seguintes oligonucleotideos: Primer forward (Pb255): 5'-
GCACACCATTCCCGCATACA-3, Primer reverse (Pb411): 5'-
TTTGACCTTCTGACCGTTGA-3' e Sonda Para-FAM: 5'-
TGACTACCAAAGCTGGCCGCA-3' (fluoroforo FAM com quencher nao fluorescente). O
protocolo seguiu as diretrizes validadas descritas por Rocha Silva et al. (2017) e as reagdes
foram conduzidas em um termociclador BIO-RAD CFX-96 Touch Real-Time PCR Detection
System.

O sequenciamento do genoma completo (WGS) foi realizado para avaliar a variagdo
gendmica entre as cepas de Paracoccidioides. As bibliotecas de sequenciamento de nove cepas
do Paraguai foram preparadas utilizando 1 ug de DNA gendmico de alta qualidade, seguindo o
protocolo do KAPA HyperPrep Library Preparation Kit (Roche, Basel, Suiga) para plataformas

de sequenciamento Illumina®. Cada biblioteca foi indexada com cddigos de barras
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nucleotidicos exclusivos de 8 pb, e a concentracdo final das bibliotecas foi quantificada
utilizando o KAPA Library Quantification Kit (Kapa Biosystems) em um sistema de PCR em
tempo real 7900HT (Life Technologies). As bibliotecas foram entdo submetidas ao
sequenciamento paired-end com um comprimento de leitura de 250 pb, utilizando a quimica
v3 ou v4 no sistema Illumina NovaSeq 6000 (Illumina, San Diego, CA), garantindo alta

profundidade de sequenciamento e precisao.

Para caracterizar a variabilidade genética das cepas circulantes no Paraguai e regides
vizinhas, os nove genomas recém-sequenciados de Paracoccidioides foram comparados com
75 genomas disponiveis publicamente (MUNOZ et al., 2016a; TEIXEIRA et al., 2020).
Utilizamos a cepa Paracoccidioides lutzii Pb0l como genoma de referéncia (GenBank
ABKHO00000000.1). A identificacdo de polimorfismos de nucleotideo unico (Single Nucleotide
Polymorphisms, SNPs) foi realizada utilizando o Northern Arizona SNP Pipeline (NASP)
(SAHL et al., 2016), garantindo um rigoroso processamento dos dados e deteccao de variantes.
Inicialmente, as sequéncias de adaptadores e bases de baixa qualidade foram removidas
utilizando Trimmomatic v0.36. As leituras filtradas foram alinhadas ao genoma de referéncia
Pb01 utilizando o Burrows-Wheeler Aligner (BWA) v0.7.7, garantindo um mapeamento de alta
fidelidade. Para refinar a deteccdo de variantes, o realinhamento de indels foi realizado
utilizando os modulos RealignerTargetCreator € IndelRealigner do Genome Analysis Toolkit
(GATK) v3.3-0. A chamada de SNPs foi conduzida utilizando o GATK UnifiedGenotyper,
empregando parametros de filtragem rigorosos estabelecidos para espécies de Paracoccidioides
(TEIXEIRA et al., 2020) QD > 2.0, FS < 60.0, MQ > 30.0, MQ Rank Sum > —12.5 e
Read Pos Rank Sum > —8.0. Para minimizar variantes falso-positivas, os sitios de SNP com
cobertura inferior a 10x em todas as amostras ou que excediam o percentil 99 da distribuicao

de cobertura gendmica foram excluidos, eliminando possiveis artefatos de duplicagao.

Para inferir as relagcdes evolutivas entre as cepas de Paracoccidioides, uma arvore
filogenética de maxima verossimilhanca (Maximum Likelihood, ML) foi construida utilizando
IQ-TREE2 (Nguyen et al., 2015) com SNPs de alta confianca. O modelo de substitui¢cao ideal
foi selecionado automaticamente pelo ModelFinder (-m TEST), que avalia multiplos modelos
e os classifica de acordo com o Critério de Informacao Bayesiano (BIC). O suporte dos ramos
foi avaliado por meio da aproximagdo de bootstrap ultrarrapida (UFBoot) com 1.000 réplicas
(-B 1000) e do teste de razao de verossimilhang¢a aproximada (aLRT) com 1.000 réplicas (-alrt
1000) para fornecer robustez estatistica. A transformagdo Bayesiana do teste SH-aLRT

(aBayes) foi adicionalmente aplicada para melhorar a estimativa da confianca dos ramos. O
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calculo paralelo foi realizado utilizando a versdo multi-threaded (MPI) do 1Q-TREE2 com
otimizag¢do automatica de CPU (-T AUTO) para aumentar a eficiéncia computacional. A arvore
filogenética resultante foi visualizada e anotada utilizando FigTree v1.4.4

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Para melhor caracterizar a estrutura populacional de P. brasiliensis, analisamos um
subconjunto de SNPs de alta confianga especificos para essa espécie. Uma Andlise de
Coordenadas Principais (Principal Coordinate Analysis, PCA) foi realizada utilizando o pacote
Adegenet (JOMBART; BATEMAN, 2008) no R, permitindo a visualizagdo da variagdo
genética entre os isolados com base em distancias genéticas euclidianas. Para delinear ainda
mais a subestrutura populacional, aplicamos o fastSTRUCTURE (RAJ; STEPHENS;
PRITCHARD, 2014), um algoritmo Bayesiano de agrupamento que estima probabilidades de
atribuicao populacional e propor¢des de mistura. O nimero 6timo de grupos genéticos (K) foi
determinado utilizando a funcdo chooseK.py, que identifica a complexidade do modelo que

melhor explica a estrutura populacional.

4.7 Comparacio das areas das células

As imagens microscopicas das laminas preparadas para cada isolado foram obtidas
utilizando o microscopio Zeiss Primo Star Trinocular acoplado a cdmera AxioCAM ERcSs.
Subsequentemente, as imagens foram processadas no software Zen ZEISS, onde foi inserida
uma escala de 50 um (Figura 11) para a posterior quantificagdo da area celular por meio do
software ImageJ. Os dados obtidos foram analisados no GraphPad Prism (versdo 10.3.1) para

a constru¢ao do grafico de pontos (Dot Plot) com barra de erros.
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Figura 11. Mosaico de imagens representativas obtidas por microscopia para cada isolado fingico analisado.

Fonte: O autor.

4.8  Modelamento de nicho ecolégico de Paracoccidioides

As coordenadas geograficas dos distritos e estados das amostras clinicas, disponiveis
nos registros do CED e LCSP, foram obtidas por meio do Google Earth totalizando 182
entradas. Amostras com metadados detalhados, contendo a localizag@o exata do hospital, foram
classificadas como de alta confianga e inseridas no raster do perimetro urbano com suas
coordenadas precisas. O raster ¢ um formato geoespacial que representa informagdes do terreno
em uma estrutura matricial, onde cada célula contém valores associados a caracteristicas

ambientais, como elevacdo ou temperatura.
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Para amostras com dados (n= 182), os pontos foram aleatorizados dentro dos respectivos
estados utilizando o Google Earth Engine (GORELICK et al., 2017) e a fun¢do randomPoints.
J& as amostras sem qualquer informagao geografica foram excluidas da analise de Kernel e do
modelamento de distribui¢do de espécies. As informagdes de presenga geografica foram obtidas

a partir do centro médico onde cada caso foi identificado.

A modelagem da distribui¢do potencial de Paracoccidioides foi realizada utilizando o
algoritmo Random Forest, um método de aprendizado de maquina baseado em multiplas
arvores de decisdo. O modelo foi treinado com varidveis ambientais (como temperatura,
precipitacdo, tipo de solo e vegetacdo) e dados de presenca confirmada do patéogeno. A
probabilidade de ocorréncia foi estimada em uma escala continua de 0 a 1, onde valores
proximos a 1 indicam 4areas com condi¢des ambientais altamente favoraveis a presenca do
fungo. Para a constru¢do dos mapas preditivos, os dados foram divididos em conjunto de treino
e teste, e a acuracia do modelo foi avaliada por métricas como erro fora da amostra (out-of-bag
error) € AUC (area under the curve). Os resultados finais foram representados em mapas

rasterizados, destacando as areas de maior risco para a presenga do fungo.

S. RESULTADOS

5.1 Estudo retrospectivo da paracoccidioidomicose no CED

O estudo retrospectivo identificou 66 casos de PCM no CED. O diagndstico foi
realizado por microscopia direta e cultivo, com confirma¢do documentada no periodo de 2014
a 2024. Os dados resumidos do estudo retrospectivo encontram-se na Tabela 1. A andlise dos
prontuérios médicos revelou que os casos foram encaminhados por diferentes institui¢des de
saude. Do total, 19,7% (13/66) dos pacientes foram atendidos diretamente no CED, enquanto

43,9% (29/66) foram encaminhados pelo Hospital de Clinicas.

Os demais casos tiveram origem nas seguintes institui¢des: Hospital Nacional de
Itaugua (HNI) (10,6%; 7/66), Instituto de Medicina Tropical (IMT) (6,1%; 4/66), Hospital
Menonita Km 81 (1,5%; 1/66), Hospital Pediatrico "Nifios de Acosta Nu" (1,5%; 1/66),
Hospital Regional de Encarnacion (1,5%; 1/66), Hospital Regional de Coronel Oviedo (1,5%;
1/66), Instituto Nacional do Cancer (INCAN) (1,5%; 1/66), Instituto de Previsao Social (IPS)
(1,5%; 1/66), Instituto Nacional de Doencas Respiratérias e do Meio Ambiente Juan Max
Boettner (INERAM) (1,5%; 1/66), Laboratdrio Central de Saude Publica (LCSP) (1,5%; 1/66),
Hospital de Lambaré (1,5%; 1/66) e Servigo Nacional de Erradicacdo da Malaria (SENEPA)
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(1,5%; 1/66). Em contrapartida, em 4,5% (3/66) dos casos, a instituicdo de origem nao foi

informada.

Todos os pacientes tiveram o sexo biologico registrado, observando-se uma
predominancia de homens, com 64 casos masculinos (97,0%) e apenas 2 femininos (3,0%).
Entre 2020 e 2022, foi observado um aumento significativo na deteccdo de casos,
principalmente no sexo masculino, enquanto os casos no sexo femininos permaneceram

escassos, com apenas dois registrados: um em 2021 e outro em 2024, conforme ilustrado na

Figura 12.
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Figura 12. Numero de casos de paracoccidioidomicose (PCM) por ano e sexo biolégico no CED (2014-2024). A
linha azul representa os casos do sexo masculino, enquanto a linha laranja indica os casos do sexo feminino.
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Quanto a ocupacdo dos pacientes, as informagdes estavam disponiveis para 95,5%
(63/66) dos casos de PCM. Em 4,5% (3/66) dos casos, a informagao foi classificada como nao
informado (N/I). Os trabalhadores do setor agricola representaram 69,7% (46/66) dos casos,
sendo o grupo mais afetado. O segundo grupo mais atingido foi o dos trabalhadores da
construcdo civil, correspondendo a 10,6% (7/66). Outras ocupagdes, incluindo carpinteiros,
domésticas, vendedores, nutricionistas, aposentados, motoristas e estudantes, representaram

coletivamente 15,2% (10/66) (Figura 13).
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Figura 13. Perfil ocupacional dos pacientes dos pacientes com paracoccidioidomicose atendidos entre 2014 e 2024,
no CED. O grafico apresenta as ocupagdes mais frequentes entre os pacientes, com destaque para a agricultura,
que representa 70% dos casos. Em menor porg¢do, estdo dispostas as demais ocupagdes, englobando atividades
variadas, como carpintaria, servigos domésticos, vendas e outras profissoes.

A idade média no momento do diagndstico de PCM foi de 56 anos, sendo 15 anos a
menor idade registrada e 78 anos a maior. Trés pacientes ndo apresentavam dados de idade
registrados. A maioria dos pacientes se encontraram da faixa etdria 40 de 79 anos (Tabela 2).

No que se refere aos 6rgdos afetados, os pulmdes foram os mais frequentemente
envolvidos (54 casos), seguidos pelas mucosas (36 casos) e pela pele (23 casos). No contexto
das lesdes cutineas, localizagdes pouco frequentes, como lesdes no pé, foram relatadas em 11
casos. Além disso, no grupo de outros 6rgios afetados (7 casos), foram documentadas
manifestagdes atipicas, incluindo abscessos cerebrais (2 casos), infec¢do ganglionar (2 casos),
envolvimento renal (1 caso), doenca gastrointestinal (1 caso), hipertrofia adrenal (1 caso) e
insuficiéncia adrenal (1 caso). Cinco pacientes ndo tiveram informagdes registradas sobre os

orgdos afetados (Tabela 2).

37



Tabela 2. Dados sociodemograficos dos casos de paracoccidioidomicose (n=66), diagnosticados no CED de 2014
a2024.

Idade Sexo biologico Formas Clinicas Orgios Afetados
Faixa Out
etaria Feminino  Masculino N/I  Aguda Cronica N/L Pulmdes Mucosas Pele utros N/L

) orgaos
0-19 - 1 - 1 - - - - 1 1 -
20-39 - 4 - - 4 - 4 - 3 - -
40-59 - 30 - - 30 - 24 19 11 3 2
60-79 2 26 - - 28 - 26 17 8 3 -
N/ - 3 - - - 3 - - - - 3
*Total 2 64 ) 1 62 3 54 36 23 7 5

ota (3,0%)  (97,0%) (1,5%) (94,0%) (44%) (82%) (55%) (35%) (11%) (8%)

N/I = Nao informado
Fonte: prontuarios médicos do CED.
* As porcentagens estdo calculadas com respeito ao numero total de casos n=66.

Os medicamentos empregados no tratamento incluiram itraconazol, anfotericina B (nas
formulagdes lipossomal e desoxicolato) e sulfametoxazol-trimetoprim (TMP-SMX), com
variagdes nas doses e duracdes dos regimes terapéuticos. O itraconazol foi administrado
predominantemente na dose de 200 mg/dia, com durac¢des que variaram entre 6 € 12 meses. Em
60% dos casos, a duragdo do tratamento foi de até 6 meses, enquanto em 40%, o tratamento
estendeu-se por até 12 meses. Em um caso, observou-se o uso de doses mais elevadas (400
mg/dia) por um periodo inicial de um més, seguido de redugdo para 200 mg/dia por 11 meses
como terapia de manuten¢do. Em outro caso de dose inicial de 400 mg/dia por 2 meses, houve
reducdo progressiva da dose, iniciando com 200 mg/dia por 6 meses e, posteriormente, 100

mg/dia por 4 meses.

A anfotericina B, foi utilizada em uma dose acumulada de 1,5 g, seguida de
consolida¢do com itraconazol 200 mg/dia por periodos que variaram entre 6 e 12 meses. Em
um caso, registrou-se a combinacdo de anfotericina B lipossomal, itraconazol 200 mg/dia por
6 meses ¢ TMP-SMX (160/800 mg/dia) também por 6 meses. No entanto, em 9 casos, nao

houve descri¢do detalhada do tipo de tratamento administrado.

5.2 Georreferenciamento

Os dados sobre o local de residéncia dos casos de PCM foram inicialmente obtidos a
partir dos registros do CED, abrangendo o periodo de 2014 a 2024 (N=66). No entanto, quatro
casos foram excluidos devido a auséncia de informagdes sobre a localidade, resultando em um

total de 62 casos (N=62). Posteriormente, esses dados foram complementados com 120 casos
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adicionais diagnosticados entre 2004 e 2014 no Laboratério Central de Saude Publica do
Paraguai (LCSP) (N=120). Assim, o conjunto total de dados sobre a localidade dos casos foi de
182 (N=182), referentes ao periodo de 2004 a 2024.

Em termos politico-administrativos, o Paraguai esta dividido em 17 estados e o Distrito
Capital, Assuncdo. Dos 17 estados que compdem o Paraguai, os pacientes analisados eram
provenientes de 16 estados, com exce¢iio de Neembucii, onde ndo foram registrados casos. O
maior numero de casos foi identificado no estado de Central (31 casos), seguido por San Pedro

(28 casos) e Caaguazu (25 casos).

Entre os estados com prevalénciaintermedidria, destacam-se Cordillera (16 casos),
seguido por Alto Parana (11 casos), Caazapa (10 casos) e Paraguari (10 casos). Canindeyu

apresentou (9 casos), enquanto Assun¢do, Concepcion e Guaira registraram oito casos cada.

Por outro lado, os estados com menor numero de casos foram Amambay e Itapuia com
(4 casos) cada, seguidos por Misiones (2 casos). O menor registro de casos foi observado nos

estados de Alto Paraguay e Boqueron, com apenas (1 caso) cada.
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Figura 14. Distribuicdo geografica dos casos de paracoccidioidomicose (PCM) por estado no Paraguai. A
quantidade de casos varia de 0 a 31, representada por uma escala de cores que vai do branco (zero casos) ao
vermelho escuro (maximo de casos registrados).
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A prevaléncia da PCM no Paraguai, representada na Figura 15, variou entre 0,1 e 6,81
casos por 100.000 habitantes. As maiores prevaléncias foram registradas em San Pedro (6,81
casos/100.000 hab), seguido por Alto Paraguay (5,38 casos/100.000 hab, Caazapa (5,14
cas0s/100.000 hab), Cordillera (5,07 casos/100.000 hab), Presidente Hayes (4,61
caso0s/100.000 hab), Caaguazu (4,56 casos/100.000 hab) e Paraguari (4,34 casos/100.000 hab),

evidenciando uma elevada concentracdo de casos nessas regides.

Os estados de Canindeyu (3,76 casos/100.000 hab), Guaira (3,48 casos/100.000 hab) e
Concepcion (3,09 casos/100.000 hab) apresentaram prevaléncias intermediarias, superiores as

observadas em grande parte do pais.

As menores prevaléncias foram observadas em Amambay (2,29 casos/100.000 hab,
Misiones (1,54 casos/100.000 hab), Assuncao (1,53 casos/100.000 hab), Boqueron (1,47
casos/100.000 hab) e Central (1,38 casos/100.000 hab). Os valores mais baixos ocorreram em
Alto Parana (1,31 casos/100.000 hab) e ltapua (0,64 casos/100.000 hab), conforme ilustrado

no mapa.
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Figura 15. Mapa de prevaléncia da paracoccidioidomicose (PCM) no Paraguai. As areas em tons mais escuros de
azul indicam uma maior prevaléncia da doenga, enquanto as areas mais claras representam uma menor prevaléncia

A andlise de densidade estimativa de Kernel revelou distintos padrdes espaciais de

concentragdo de casos de PCM no Paraguai, os quais foram associados as ecorregides do pais.
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As éareas de alta densidade de casos foram identificadas predominantemente na ecorregiao
Litoral Central, com uma extensdo secundaria na regido do Chaco Umido. Regides de
concentragdo intermediaria foram observadas na Selva Central, Aquidabdn, em uma porcao do

Alto Paranad e em uma area reduzida de Neembucui.

Por outro lado, as menores densidades de PCM foram registradas nos biomas Chaco
Seco, Chaco Umido e Pantanal, além de pequenas areas no Alfo Parand, Neembucii e Amambay.

N3do foram observados casos nos biomas Cerrado € Médanos.
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Figura 16. O mapa ilustra a distribuicdo espacial dos casos de paracoccidioidomicose (PCM) no Paraguai,
utilizando a técnica de Estimativa de Densidade de Kernel (KDE). A técnica foi aplicada com um raio de
suaviza¢do de 0,5° (aproximadamente 55 km), o que permite uma visualizagdo detalhada dos padrdes de
distribui¢do da doenga. As areas em tons de vermelho e laranja indicam uma alta concentragio de casos, enquanto
as areas em verde e azul representam regides com menor densidade de ocorréncia. No canto inferior esquerdo, é
apresentado um mapa complementar das ecorregides do Paraguai.
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A modelagem de nicho ecoldgico sugere uma distribuig¢@o espacial heterogénea da PCM
no Paraguai. A maior probabilidade de ocorréncia concentra-se na Regido Oriental do pais,
com destaque para os estados de San Pedro, Caaguazu, Cordillera, Central, Caazapa,
Canindeyii e Guaird, enquanto os estados de Alto Parand, Itapiia, Misiones, Neembucii e
Concepcion apresentam uma probabilidade intermediaria. Em contrapartida, a Regido

Occidental, correspondente ao Chaco Paraguaio e abrangendo os estados de Boqueron, Alto
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Paraguay e Presidente Hayes, demonstra uma probabilidade extremamente baixa de ocorréncia

da doenga.
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Figura 17. Modelagem de nicho ecoldgico para paracoccidioidomicose (PCM) no Paraguai (2004-2024)
Utilizando Random Forest Modeling.. As areas em tons amarelos ¢ alaranjados indicam alta probabilidade de
ocorréncia da doencga, enquanto as regides em tons roxos € escuros apresentam menor probabilidade. A modelagem
foi realizada com base aos registros das localidades de casos confirmados entre 2004 e 2024 (n=182), considerando
variaveis ambientais e climaticas associadas a presenga do patdogeno Paracoccidioides spp.

5.3 Recuperacio de isolados clinicos, sequenciamento genémico, analises
genéticos: arvore filogenética, PCA e fast structure.
Dos 14 isolados iniciais, 10 foram recuperados com sucesso em meio GPY (isolados 2,
3,4,5,6,9,11, 12, 13 e 14). A extracao de DNA foi bem-sucedida para todos os 10 isolados;

no entanto, os padrdes de sequenciamento foram alcangados apenas para nove deles. A Tabela
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2 apresenta os resultados da quantificagdo e pureza do DNA extraido dos isolados de
Paracoccidioides, obtidos por meio de qPCR e espectrofotometria. As amostras foram
avaliadas quanto a concentragdo de DNA (ng/uL), aos indices de pureza (A260/280 e
A260/230) e aos valores de Ct (Ciclo Limiar, do inglés Threshold Cycle), obtidos na qPCR.

Todos os isolados apresentaram curva de amplificagdo na PCR, com valores de Ct
variando entre 16 (isolados 4, 6 ¢ 11) e 33 (isolado 12). A concentracdo de DNA variou entre
11,0 ng/uL (isolado 9) e 104,9 ng/uL (isolado 2), indicando uma ampla variagdo na quantidade
de DNA extraido entre os isolados. Os indices de pureza A260/280 variaram de 1,35 (isolado
5) a 1,83 (isolado 9). O intervalo ideal para este indice ¢ de 1,8 a 2,0, e a maioria das amostras
apresentou valores proximos ao ideal, com excecdo do isolado 5, que apresentou um valor
significativamente abaixo do esperado. Os indices A260/230 variaram de 0,54 (isolado 5) a
7,68 (isolado 9), sendo o intervalo ideal de 2,0 a 2,2. Todos os isolados apresentaram valores
fora desse intervalo, indicando a possivel presen¢a de contaminantes organicos. Além disso, a
integridade do DNA extraido foi avaliada por meio de eletroforese em gel de agarose. A maioria
das amostras apresentou integridade adequada, com excecdo do isolado 12, que demonstrou

baixa cobertura gendmica e, por isso, foi excluido das analises subsequentes.

Tabela 3. Quantificagdo e pureza do DNA extraido de isolados de Paracoccidioides por qPCR e
Espectrofotometria.

qPCR Quantificacao
Isolado
Ct ng/ uL A260/280 A260/230
2 18 104,9 1,45 0,55
3 18 35,8 1,66 1,85
4 16 88,2 1,73 1,27
5 25 35,8 1,35 0,54
6 16 79,3 1,73 1,19
9 20 11,0 1,83 7,68
11 16 78,0 1,73 1,22
12 33 28,8 1,76 2,59
13 20 17,6 1,68 0,87
14 18 42,5 1,64 0,99

Ct= Ciclo Limiar (Threshold Cycle), ng/uL= nanogramas por microlitro.
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Dos genomas incluidos na arvore filogenética, nove correspondem a isolados clinicos
do Paraguai, analisados neste estudo e denominados como PbPyl11, PbPy13, PbPy2, PbPy3,
PbPy9, PbPyS5, PbPy4, PbPyl4 e PbPy6, destacados em vermelho na Figura 18. Os demais
genomas utilizados para a construgdo da arvore filogenética correspondem a dados previamente

publicados em outros estudos e disponiveis no GenBank.

A andlise filogenética revelou que, dos nove genomas de isolados clinicos paraguaios,
seis agruparam-se ao genotipo S1B (PbPy3, PbPy9, PbPy5, PbPy4, PbPyl14, PbPy6), dois ao
genotipo SIA (PbPyll, PbPyl3), enquanto o genoma PbPy2 posicionou-se de forma
intermediaria entre os genotipos S1A e S1B. Além disso, foi possivel identificar a formagao de
subgrupos dentro do genotipo SIB, nos quais os genomas paraguaios agruparam-se
distintamente dos genomas argentinos, que formaram um subgrupo separado. Essa distin¢ao

evidencia um forte isolamento filogeografico entre as populagdes analisadas.
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Figura 18. Arvore filogenética de nove isolados de Paracoccidioides do Paraguai. A arvore filogenética foi construida
pelo método de maxima verossimilhanga, considerando a relagdo evolutiva entre os genomas analisados. Os ramos
sdo proporcionais ao numero de mutagdes, os nos da arvore filogenética representam os ancestrais comuns, enquanto
os pontos de ramificagdo indicam eventos de especiagdo e divergéncia entre as linhagens. As extremidades das
ramificagdes correspondem aos isolados de Paracoccidioides, cuja origem geografica foi identificada e destacada em

diferentes cores, refletindo os agrupamentos genéticos observados. As denominagdes dos genomas do Paraguai estdo
destacados em vermelho.

A Anilise de Componentes Principais (PCA) foi realizada para verificar a composi¢ao
populacional dos genomas de P. brasiliensis a partir da variagdo genética. A composicao

populacional foi calculada por meio da Andlise de Coordenadas Principais (PCA) a fim de
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avaliar a distribuicdo populacional dos mesmos conjuntos de dados com base na variagao

genética distribuida entre duas coordenadas, PC1 e PC2.

O grafico resultante ¢ composto por dois eixos principais: o eixo X, que representa o
primeiro componente principal (PC1), e o eixo Y, correspondente ao segundo componente
principal (PC2). A maior parte da variacdo genética observada ¢ explicada pelo primeiro
componente principal (PC1), que representa 67% da variacdo total e separa os isolados dos
grupos S1A e S1B. O segundo componente principal (PC2) contribui com 5,8% da varia¢ao
observada, relativa a variagao intra populacional. Os pontos no grafico representam os genomas
analisados. A partir destes, ¢ possivel observar a formacdo de dois agrupamentos principais,
que correspondem aos gendtipos S1A e S1B. Entretanto, os genomas ao centro, destacados com
um asterisco vermelho (T19F291, T20B131, Pbl113 e PbPy2), apresentam caracteristicas
genotipicas diferenciadas em comparagdo aos demais genomas, com mistura de genotipos SIA

e S1B. Logo, a nomenclatura S1A/S1B foi atribuida a esses isolados (Figura 19).
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Figura 19. Analise de componentes principais (PCA) da distribuicdo dos gendtipos S1A, S1B e S1A/S1B O eixo
X (PC1) explica 67% da varia¢do genética entre as populagdes, enquanto o eixo Y (PC2) explica apenas 5,8%
dessa variagdo. Os agrupamentos principais sdo destacados por areas delimitadas, permitindo uma visualizagdo
clara da separagdo entre os genotipos. Além disso, isolados de transi¢do ou atipicos aparecem dispersos entre 0s
grupos principais, indicando variagdes gendmicas que ndo se ajustam perfeitamente a nenhum dos grupos
definidos.

Para validar os agrupamentos previamente observados nas analises filogenéticas e de
PCA, e investigar a possivel existéncia de populagdes cripticas dentro dos genotipos S1A e

S1B, realizamos uma inferéncia da estrutura populacional utilizando o software
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fastSTRUCTURE. O grafico resultante ¢ composto por dois eixos: o eixo X, que representa os
genomas analisados, e o eixo Y, que indica a proporcao de ancestralidade genética. A analise
revela a presenca de dois gendtipos principais: SIA (representado pela cor cinza) e S1B
(representado pela cor vermelha). Cada barra no grafico corresponde a um genoma, com a
proporcao de cores refletindo o grau de ancestralidade genética associada a cada grupo. Os
isolados T20B131, T19F29, PbPy2 e Pb113 destacados com asteriscos, apresentam padrdes

genéticos distintos, caracterizados por uma mistura dos dois gendtipos (Figura 20).
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Figura 20. Andlise da estrutura populacional dos genomas de Paracoccidioides spp. utilizando o software
FASTSTRUCTURE. A figura, gerada pelo sofiware FASTSTRUCTURE, foi construida com base em variantes
genéticas do tipo SNPs (Polimorfismos de Nucleotideo Unico). No eixo X, os genomas analisados sdo
representados, com destaque em vermelho para os genomas de origem paraguaia ¢ com asteriscos para aqueles
que apresentaram padrdes genéticos distintos. No eixo Y, as barras coloridas ilustram a distribuicdo da
ancestralidade genética, sendo cinza para o gen6tipo S1A e vermelho para o gendtipo S1B.

Além da distribui¢do dos casos, foi realizada uma correlagao entre os isolados clinicos
e suas respectivas localidades, uma vez que esses isolados sdo provenientes dos casos incluidos
no estudo retrospectivo. Permitindo estabelecer uma relagdo entre a ocorréncia da doenca e a
diversidade genética de Paracoccidioides. A anélise da distribuicdo geografica dos casos de
PCM revelou que, dos 261 distritos do Paraguai, 86 registraram casos da doenc¢a. Nesta ocasido,
observou-se que a maior concentracdo de casos ocorre nas regides central e Oriental do pais,
com destaque para os seguintes distritos: Assuncdo (oito casos), San Pedro del Ycuamandiyu
(sete casos), Cidade del Este (seis casos), Luque (seis casos), Caaguazii (cinco casos),

Curuguaty (cinco casos) e San Estanislao (cinco casos).

Entre os distritos com quatro casos cada, destacam-se: Capiata, Lambaré e Pedro Juan
Caballero. Seguem-se, com trés casos cada, os distritos de Encarnacion, Limpio, San Lorenzo,
Villarrica, Villeta e Yuty. Com dois casos cada, foram registrados: Altos, Benjamin Aceval,
Caacupé, Caapucu, Caazapa, Capiibary, Carayao, Choré, Fernando de la Mora,

Hernandarias, Horqueta, Ita, Jasy Kany, Paso Barreto, Repatriacion, Saltos del Guaird, San
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Juan Nepomuceno, Santa Rosa del Aguaray, Santa Rosa del Mbutuy, Valenzuela, Villa Hayes
e Yby Yau.

Por fim, os distritos com 1 caso cada incluem: Antequera, Arroyos y Esteros, Atyra,
Ayolas, Bahia Negra, Caraguatay, Coronel Martinez, Coronel Oviedo, Cruce Liberacion,
Doctor Raul Peiia, Emboscada, Escobar, Eusebio Ayala, General Isidro Resquin, Hohenau,
Independencia, Itacurubi de la Cordillera, Itakyry, Itapé, Itaugua, Iturbe, Juan de Mena, La
Colmena, Liberacién, Loma Plata, Nemby, Piribebuy, Puerto Falcén, Quiindy, Raiil A. Oviedo,
Rio Verde, San Ignacio, San José Obrero, San Lazaro, San Roque Gonzdlez, Sapucai, Simon
Bolivar, Tacuati, Tavai, Tembiapord, Vaqueria, Villa del Rosario, Ybycui, Yhu, Ypacarai,
Ypané e Yrybucua.

A tipagem dos genomas revelou a seguinte distribuicdo geografica nos diferentes
distritos: o isolado 2, correspondente ao gendtipo hibrido S1A/S1B, foi detectado em Santa
Rosa del Mbutuy; enquanto os isolados 9, 5, 14 e 4, pertencentes ao gendtipo S1B, foram
identificados nos distritos de San Pedro del Ycuamandiyu, General Isidro Resquin, San
Estanislao e Villa del Rosario, respectivamente. Esses distritos estdo localizados em areas
proximas a regido noroeste da Argentina, sugerindo uma possivel conexdo geografica e

influéncia genética entre essas zonas.

Por outro lado, o isolado 13, classificado como S1A, foi encontrado em Pedro Juan
Caballero, proximo ao estado de Mato Grosso do Sul (Brasil), o que estd em conformidade com
a filogeografia proposta para esse genotipo. Esses resultados evidenciam a circulagdo de
diferentes variantes genéticas em areas geograficamente proximas, sugerindo a coexisténcia de

multiplos gendtipos em uma mesma regido (Figura 21).
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Figura 21. Distribuicdo geografica por distrito dos casos de paracoccidioidomicose (PCM) e dos isolados
genotipados no Paraguai. A intensidade da coloragdo vermelha indica o numero de casos por distrito, variando de
1 a > 8 que permite identificar as areas com maiores nimeros de casos reportados da doenga. Além disso, os
isolados genotipados sdo representados por circulos coloridos, de acordo com seu genoétipo: Isolados 9, 5, 14 ¢ 4:
Genotipo S1B. Isolado 2: Gendtipo S1A/S1B. Isolado 13: Gendtipo S1A.

5.4 Comparacio da area de células leveduriformes

A Figura 22 apresenta as areas médias das células leveduriformes dos isolados
analisados, expressas em micrometros quadrados (um?). No eixo vertical, os valores das areas
sdo representados em uma escala que se estende até 1000 pm?, enquanto, no eixo horizontal, os
nameros “11, 13, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 14” correspondem aos isolados, classificados conforme os
genotipos: S1A (isolados 11 e 13), STA/S1B (isolado 2) e S1B (isolados 3, 4, 5, 6,9 ¢ 14), com

cada genotipo identificado por uma cor distinta.

Os valores médios das areas celulares obtidos foram os seguintes: o isolado 11
apresentou 312,077 um?; o isolado 13, 427,416 um?; o isolado 2, 258,4275 um?; o isolado 3,
381,298 um?; o isolado 4, 408,252 um?; o isolado 5, 197,774 um?; o isolado 6, 567,0705 um?;
o isolado 9, 491,002 um?; e o isolado 14, 501,924 um?. A comparacao entre as médias das areas
celulares dos genotipos foi realizada por meio do teste Nested One-Way ANOVA, e os valores

de p>0,05, indicaram a auséncia de diferengas estatisticamente significativas entre os isolados.
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Figura 22. Variacdo das areas das células leveduriformes em gen6tipos de Paracoccidioides brasiliensis. O grafico
foi gerado através do programa GraphPad Prism v. 10.3.1. Os gendtipos estdo destacados por cores distintas, sendo
cinza para S1A, marrom para S1A/S1B e vermelho para S1B.

6.  DISCUSSAO

A PCM foi descrita pela primeira vez no Paraguai em 1935, sob a denominagdo de
granuloma coccidioidico (BOGGINO et al., 1935). Desde entdo, até 2023, um total de 479
casos foram documentados na literatura cientifica do pais, conforme revisdo sistematica (
ARAUIJO et al., 2024). Neste estudo, ampliamos o numero total de casos registrados,
detectando 66 casos no CED, e analisamos as principais caracteristicas clinico-epidemiologicas
da PCM no Paraguai. Complementarmente, elaboramos mapas da distribui¢do geografica dos
casos, mapas de estimativa de densidade de Kernel, estimamos a densidade de prevaléncia da
doenga e aplicamos modelagem de nicho ecoldgico por meio do algoritmo Random Forest para
avaliar potenciais areas de ocorréncia. Além disso, realizamos a primeira investigagdo de

epidemiologia molecular no pais, baseada na caracterizagdo genética de nove isolados clinicos.

O estudo retrospectivo realizado no CED identificou 66 casos de PCM ao longo de um
periodo de 10 anos (2014-2024). Observou-se que a maioria dos casos foi registrado em homens
(97,0%), com idade entre 40 e 70 anos. Em contrapartida, o nuimero de casos em mulheres foi
significativamente menor, com apenas dois casos observados (3,0%) (Figura 12), um padrao
amplamente descrito na literatura e consistente com a epidemiologia da PCM em paises de alta
prevaléncia, como Brasil, Venezuela, Colombia e Argentina. (ALVARADO et al., 2021;
GIUSIANO et al., 2023; KRAKHECKE-TEIXEIRA et al., 2022; SANABRIA PENA et al.,
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2018). Os dois casos reportados no sexo feminino corresponderam a mulheres em idade pos-
menopausica (acima de 60 anos). Esse achado est4 alinhado com uma das possiveis razdes para
o menor nimero de casos em mulheres, conforme indicado por estudos prévios, os quais
sugerem que os estrogénios exercem um efeito protetor durante o periodo reprodutivo, inibindo
a transicdo fingica do Paracoccidioides para sua forma patogénica (ARISTIZABAL et al.,
1998; RESTREPO et al., 1984; SALAZAR; RESTREPO; STEVENS, 1988; SHANKAR et al.,
2011). Em apoio a essa hipotese, estudos sugerem que, em mulheres poés-menopausicas, a
redug@o nos niveis de estrogénio pode elevar a suscetibilidade a PCM (ALMEIDA; JACKS;
SCULLY, 2003; KOEHLER et al., 2022).

Outro aspecto relevante observado na Figura 12 foi a diminui¢do na detec¢ao de casos
de PCM em 2020, coincidindo com o periodo da pandemia de COVID-19. Nesse contexto, o
Paraguai declarou quarentena total em margo de 2020, conforme estabelecido no Decreto N°
3442 (“Ministerio de Trabajo, Empleo y Seguridad Social :: Decreto N° 3442/2020) o que
limitou o acesso da populagdo aos servigos de saude para diagnésticos de rotina ou investigacao
de doengas ndo relacionadas a COVID-19. Além disso, os recursos hospitalares e laboratoriais
foram redirecionados prioritariamente para o enfrentamento da pandemia, resultando em uma
possivel subnotificacdo de outras doengas. Outro fator importante ¢ que os sintomas da PCM, ,
podem ter sido confundidos com as manifestagdes pulmonares da COVID-19, levando a um
atraso ou auséncia de diagnoéstico especifico (GIUSIANO et al., 2024; MESSINA; GIUSIANO;
SANTISO, 2022).

Alem disso o aumento do numero de casos de PCM depois do 2020, A partir desse ano,
observou-se um crescimento na deteccdo de casos de PCM no CED, fato que pode estar
associado a estruturagdo de uma unidade de biologia molecular no laboratério do CED (““Diario
HOY | Habilitan nuevo laboratorio de biologia molecular que ayudard a procesar mas pruebas
de COVID-19”, [s.d.]). Essa implementacao foi impulsionada pelas demandas da pandemia,
resultando na ampliacdo do niimero de profissionais e no incremento de amostras recebidas de

outros centros de saude.

Além disso, o dano pulmonar associado a COVID-19, combinado com o uso de terapias
imunossupressoras no tratamento de suas complicacdes, pode ter favorecido a manifestagao
clinica da PCM em individuos com infec¢des fingicas latentes, conforme relatado em outras

micoses endémicas, como a Histoplasmose (DE MACEDO et al., 2021, 2023).
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A maior parte dos casos de PCM incluidos no estudo retrospectivo (43,9%; 29/66) foi
encaminhada pelo Hospital de Clinicas, enquanto 19,7% (13/66) receberam atendimento
diretamente no CED. Os demais casos foram provenientes de outras instituigdes, como o HNI
(10,6%; 7/66), o IMT (6,1%; 4/66) e outras unidades de satude, cada uma representando 1,5%
(1/66) dos casos. Todas essas institui¢des estdo localizadas no estado Central, o que pode

explicar a maior concentracdo de casos registrados nessa regido, conforme ilustrado na Figura

14.

Em relagdo a analise geografica dos casos por estado, como evidenciado na Figura 14,
observou-se a maior concentracdao de casos no estado Central (31 casos). Embora essa regido
apresente condi¢des ambientais favordveis a endemicidade da PCM, ndo ¢ uma darea
predominantemente agricola. No entanto, devido a natureza cronica da doenca, ¢ possivel que
muitos pacientes tenham adquirido a infec¢do em zonas rurais e migrado posteriormente para
areas urbanas, o que pode retardar a manifestagdo dos sintomas (MARTINEZ, 2017). A
migracdo interna ¢ um fendmeno comum no Paraguai, impulsionado por fatores como
oportunidades de trabalho, melhores condi¢des de vida e acesso a servigos de satude, o que pode
explicar o maior nimero de casos registrados nesse estado (GALEANO, 2020; GALEANO et
al., 2017).

Em segundo e terceiro lugares, os estados de San Pedro (28 casos) e Caaguazu (25
casos) apresentaram os maiores numeros de casos. Diferentemente do estado Central, essas
regides correspondem predominantemente a areas rurais. Entre os estados com
prevalénciaintermedidria, destacam-se Cordillera (16 casos), seguido por Alto Parana (11
casos), Caazapa (10 casos) e Paraguari (10 casos). Canindeyu apresentou 9 casos, enquanto
Assuncdo, Concepcion e Guaira registraram oito casos cada, que também sao areas rurais com
exce¢do do distrito capital Assuncgdo. Por outro lado, os estados com menor numero de casos
foram Amambay e Itapua, com 4 casos cada, seguidos por Misiones (2 casos). Essas regides
possuem caracteristicas ambientais e ocupacionais propicias a transmissdo da PCM, incluindo

um clima favorével e o predominio de atividades agricolas (TORRES, 2005).

O menor registro de casos foi observado nos departamentos de Alto Paraguai e
Bogueron, com apenas um caso cada, os quais correspondem a regido ocidental, também
conhecida como Chaco. O Chaco caracteriza-se por precipitagdes escassas € sazonais,
temperaturas elevadas, solos salinos e uma disponibilidade quase nula de dgua subterranea.

Esses fatores impdem limita¢des significativas a produgdo agropecuaria e ao estabelecimento
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populacional, resultando em uma ocupag¢do humana reduzida na regido, devido as restrigdes

naturais ¢ a escassez de infraestrutura (TORRES, 2005).

Consistente com o fato de as regides de populagdes agricolas apresentarem o maior
numero de casos reportados, a ocupagdo predominante dos pacientes foi a de agricultor (69,7%),
seguida pela de construtor (10,6%). As demais ocupagdes representaram, no total, 15,2% dos
casos. Esses dados evidenciam que a exposi¢do ocupacional permanece um fator de risco
significativo como ja esta bem estabelecido na literatura (BARROZO et al., 2009). Como as
atividades agricolas incluem a movimentacao do solo, elas propiciam a dispersdo de conidios
infecciosos que, quando inalados, podem resultar em infec¢ao por Paracoccidioides (CHAVES

et al., 2021).

No Paraguai, a corroboracdo da associacdo entre a doenca e fatores ocupacionais de
risco ¢ de suma importancia, uma vez que a agricultura, principal atividade econdmica do setor
primario no pais, representa aproximadamente 7,7% do Produto Interno Bruto (PIB) (“Anexo

Estadistico del Informe Econémico - BCP - Banco Central del Paraguay™).

Outra possivel explicacdo para a diferenga na prevalénciada PCM entre os sexos ¢ que
as atividades agricolas, sdo majoritariamente desempenhadas por homens, com uma
participagdo significativamente menor de mulheres. Esse ¢ um fator comportamental e
ambiental a ser considerado, uma vez que estudos sugerem que o papel protetor do estrogénio
ndo deve ser considerado como Unico fator explicativo, pois ndo ¢ suficiente para justificar

completamente a menor prevalénciada doenga em mulheres (DE BRITO et al., 2021).

A forma clinica cronica foi a mais frequentemente relatada, representando (82%) dos
casos. Apenas um caso da forma aguda foi identificado, em um paciente de 15 anos. O
comprometimento pulmonar foi a manifestacio clinica mais comum, seguido pelo
envolvimento de mucosas (55%) e pele (35%), em concordancia com a literatura, que descreve
o envolvimento pulmonar como a principal caracteristica da PCM (QUEIROZ-TELLES;
ESCUISSATO, 2011). No caso agudo, ndo houve envolvimento pulmonar, mas o paciente
apresentou lesdes cutaneas e acometimento renal e gastrointestinal. Esses achados sao
compativeis com a literatura, que indica que a forma aguda raramente compromete os pulmoes,

enquanto pode envolver outros 6rgaos (HAHN et al., 2022).

Na forma cronica, observaram-se dois casos com abscessos cerebrais, um caso de
hipertrofia renal e um caso de insuficiéncia da glandula adrenal. Dentre as lesdes cutineas,
destaca-se o envolvimento dos pés em sete pacientes. Esses achados ressaltam o amplo espectro
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clinico da PCM e a importancia de reconhecer formas atipicas para um diagnostico e tratamento

precoces (BELLISSIMO-RODRIGUES et al., 2013).

Quanto ao regime de antifingicos empregado, o itraconazol, predominantemente na
dose de 200 mg/dia, constitui a principal op¢ao terapéutica, com duragdo variavel entre 6 ¢ 12
meses, dependendo da gravidade do quadro clinico e da resposta ao tratamento. O uso de doses
mais elevadas (400 mg/dia) por curtos periodos, seguido de redu¢do para a dose de manutencgao,
foi a segunda estratégia terap€utica mais adotada concordante com o regimen adoptado em

outros estudos (AQUINO., 2006).

Por sua vez, a anfotericina B foi empregada em casos de maior gravidade, sendo
administrada em uma dose acumulada de 1,5 g. Apos essa fase inicial, o tratamento foi
complementado com itraconazol na etapa de consolidagdo. Essa abordagem difere de outros
estudos, nos quais foi utilizada uma dose acumulada de 2 g de anfotericina B, evidenciando
variagdes nos protocolos terapéuticos conforme o contexto clinico e as diretrizes adotadas
(ROLON-LOPEZ et al., 2023). Adicionalmente, a associagdo com trimetoprima-
sulfametoxazol (TMP-SMX) foi descrita como uma terceira alternativa terapéutica, um regime
que estd em concordancia com os protocolos adotados em outros estudos (PECANHA et al.,

2016).

A analise da prevaléncia da paracoccidioidomicose (PCM) no Paraguai evidenciou uma
distribuigdo espacial heterogénea entre os estados do pais, conforme ilustrado na Figura 15. As
maiores taxas de prevaléncia foram registradas em regides com intensa atividade agricola, como
San Pedro (6,81 casos/100.000 habitantes), Caazapa (5,14), Cordillera (5,07), Caaguazu (4,56)
e Paraguari (4,34). Essas foram seguidas por Canindeyu (3,76) e Guaira (3,48 casos/100.000
habitantes).

Destaca-se que os estados de San Pedro, Caaguazu, Caazapa, Guaird, Canindeyu, Itapua
e Alto Parana estdo entre as principais regides de producdo agricola do pais, com énfase no
cultivo de soja, milho, arroz, trigo e cana-de-acucar, de acordo com dados oficiais do portal de
estatisticas agricolas do Paraguai (“Superficie y produccion por aiio agricola, segun cultivo.
Periodo 2020 al 2021 | Datos.gov.py”). A concentragdo de casos nessas areas
predominantemente rurais reforca a hipdtese da associacdo da PCM a fatores ocupacionais,

particularmente ao trabalho agricola.
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No que se refere aos valores de prevaléncia observados nos estados de Alto Paraguay e
Presidente Hayes, ¢ necessario esclarecer que essas regides concentram apenas cerca de 3% da
populagao total do pais . Devido a baixa densidade populacional, mesmo um numero absoluto
reduzido de casos pode resultar em taxas de prevaléncia aparentemente elevadas ou
intermediarias, como efeito direto da formula utilizada (razdo entre nimero de casos ¢
populacao total). Portanto, tais valores ndo indicam necessariamente uma alta endemicidade,

mas sim um artefato estatistico decorrente da baixa base populacional.

Os resultados da analise de densidade estimativa de Kernel na distribui¢ao de casos de
PCM no Paraguai, apresentaram uma clara associacdo com as ecorregioes do pais. A
identificacdo de areas de alta densidade de casos, concentradas principalmente na ecorregido
do Litoral Central e secundariamente no Chaco Umido, sugere que fatores ambientais e

ecologicos especificos dessas regides podem estar influenciando a ocorréncia da doenga.

O Litoral Central, caracterizado por sua topografia plana, solos saturados, lagoas,
pantanos e florestas iimidas, proporciona um ambiente ideal para a proliferacdo do fungo
Paracoccidioides. J4 o Chaco Umido, com suas florestas semideciduas e solos alagados,
também apresenta condigdes propicias para a dispersdo do fungo, embora em menor

intensidade.

As regides com concentragdo intermediaria de casos, como a Selva Central, Aquidaban,
parte do Alto Parand e uma érea reduzida de Neembucii, reforcam a hipotese de que a PCM
estd associada a ecorregides com condi¢des climdticas e geograficas especificas. A Selva
Central, com seu relevo acidentado, florestas subtropicais e solos vermelho-amarelados, oferece
habitats imidos e sombreados que podem favorecer a presenca do fungo. A Aquidaban, com
solos arenosos, argilosos e calcarios, e vegetacdo de transicdo entre florestas e campos,
apresenta microambientes umidos que podem sustentar a ocorréncia de Paracoccidioides. O
Alto Parana, com sua floresta subtropical pluvial e solos basalticos, também possui condi¢des
favoraveis, embora a densidade de casos seja menor devido a heterogeneidade do ecossistema.
Ja Neembucii, com suas savanas arborizadas e solos hidromérficos, representa uma zona de

transicdo com menor exposi¢cdo ao patdogeno.

Por outro lado, as baixas densidades de casos observadas nos biomas do Chaco Seco,
Chaco Umido, Pantanal, Alto Parand, Neembucii ¢ Amambay sugerem que condicdes
ambientais menos favoraveis podem limitar a presenca e a dispersdo de Paracoccidioides. O

Chaco Seco, com sua aridez e vegetacdo aberta, e o Pantanal, com sua sazonalidade e solos
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alagados, ndo oferecem condi¢des ideais para o fungo. O Amambay, apesar de sua rica
biodiversidade e florestas altas, possui solos arenosos e areas alagadas que podem ndo ser
propicias para a persisténcia do patdgeno. A auséncia de casos nos biomas do Cerrado e
M¢édanos pode ser explicada por fatores como a baixa umidade, a vegetacao aberta e a menor

atividade agricola, que reduzem a exposi¢ao humana ao fungo.

A modelagem de nicho ecoldgico realizada para a PCM no Paraguai revelou uma
distribuicdo espacial heterogénea da doenga, com padrdes que corroboram as observagdes
apresentadas no mapa de densidade de kernel. A maior probabilidade de ocorréncia concentra-
se na Regido Oriental do pais, abrangendo estados como San Pedro, Caaguazu, Cordillera,
Central, Caazapa, Canindeyu e Guaira. Essa distribui¢do estd alinhada com as caracteristicas
ecoldgicas e ambientais dessa regido, que incluem florestas subtropicais umidas, solos férteis e

alta biodiversidade, condigdes propicias para a proliferagdo do fungo Paracoccidioides.

Os estados de Alto Parand, Itapiia, Misiones, Neembucii e Concepcién apresentam uma
probabilidade intermediaria de ocorréncia da doenca. Essas areas, embora compartilhem
algumas caracteristicas com a Regido Oriental, como a presenca de florestas imidas e solos
basalticos, podem apresentar menor densidade de casos devido a heterogeneidade de seus
ecossistemas. Por exemplo, a ecorregido de Neembucii, com suas savanas arborizadas e solos
hidromorficos, pode ndo oferecer condigdes tdo favoraveis para o fungo quanto as florestas

densas do Litoral Central.

Por outro lado, a Regido Occidental, correspondente ao Chaco Paraguaio e abrangendo
os estados de Boqueron, Alto Paraguay e Presidente Hayes, demonstra uma probabilidade
extremamente baixa de ocorréncia da doenga. Essa regido ¢ caracterizada por climas aridos e
semiaridos, vegetagdo aberta e solos menos férteis, condi¢cdes que limitam a sobrevivéncia e
dispersdo de Paracoccidioides. A imagem reflete essa distribuicdo, mostrando uma clara
divisdo entre a Regido Oriental, com alta probabilidade de ocorréncia, e a Regido Occidental,

com probabilidade proxima a zero.

Esses resultados estdo em consondncia com as observacdes da imagem, que destaca a
concentragdo de casos na Regido Oriental e a auséncia significativa na Regido Occidental. A
modelagem de nicho ecoldgico, portanto, ndo apenas valida os padrdes espaciais observados,
mas também refor¢a a importancia das caracteristicas ambientais na distribuicdo da PCM A
distribuicdo observada no mapa de Kernel concorda com o random forest modeling

apresentando uma distribui¢do muito parecida.
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A andlise filogenética realizada com nove genomas de isolados clinicos de
Paracoccidioides do Paraguai, em conjunto com dados previamente publicados e disponiveis
no GenBank, revelou padrdes relevantes sobre a diversidade genética e a distribuicao
geografica do fungo. Dos nove genomas paraguaios analisados, seis agruparam-se ao genotipo
S1b (PbPy3, PbPy9, PbPyS5, PbPy4, PbPy14, PbPy6), corroborando os achados reportados por
(TEIXEIRA et al., 2020) que identificaram a presenga do genodtipo S1B no Paraguai. Este

estudo confirma que o S1B ¢ o gendtipo predominante em circulagdo no pais.

Adicionalmente, observou-se a formagdo de subgrupos dentro do gendtipo S1B, nos
quais os genomas paraguaios agruparam-se de forma distinta dos genomas argentinos, que
constituiram um subgrupo separado. Essa segregacao evidencia uma estruturagao populacional
marcante, sugerindo a existéncia de um isolamento filogeografico significativo entre as

populagdes analisadas.

Esse isolamento pode ser interpretado como uma consequéncia de processos evolutivos
que ocorreram ao longo do tempo, nos quais populacdes inicialmente conectadas tornaram-se
isoladas devido a mudangas no ambiente fisico, resultando em uma diferencia¢do genética mais
acentuada. Fatores como barreiras geograficas, diferencas ecoldgicas e climaticas entre as
regides, ou mesmo a adaptacdo do fungo a condigdes ambientais especificas de cada area,
podem explicar esse padrdo. Esses mecanismos refor¢am a ideia de que essas populagdes
evoluiram de forma independente, possivelmente impulsionadas por condi¢des ambientais

distintas ou eventos historicos que limitaram sua dispersdao (THEODORO et al., 2012).

A identificagdo de subgrupos geneticamente distintos pode ter implicagdes para a
epidemiologia e o manejo da PCM, ja que diferentes linhagens podem variar em viruléncia,
patogenicidade ou resposta a tratamentos como e visto com outros fungos como cdndida spp.

(KURAKADO; MATSUMOTO; SUGITA, 2023).

Continuando com as observagdes da Figura 18 , os genomas pertenciam ao gendtipo
S1A (PbPyll, PbPyl3), representando a primeira vez que esse gendtipo € reportado no
Paraguai. Além disso, o genoma PbPy2 apresentou uma posicdo intermediaria entre os
genotipos S1A e SIB. Essa posi¢do sugere que se trata de um genétipo hibrido, conforme
reportado por Bagali e colaboradores, onde, na figura, esse isolado agrupou-se com isolados de
tatus previamente descritos como hibridos (BAGAGLI et al., 2021). Esse padrdo indica uma
possivel variagdo genética dentro da espécie, reforcando a complexidade e a diversidade

genética de Paracoccidioides.
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A andlise de Componentes Principais (PCA) evidenciou a estrutura populacional de
Paracoccidioides, destacando a clara separacdo entre os genotipos S1A e S1B, bem como a
presencga de genomas com caracteristicas intermediarias. A formagao desses dois agrupamentos

principais reflete uma distingdo genética significativa entre os gendtipos S1A e S1B.

Além disso, destaca a presenga dos genomas (T19F291, T20B131, Pb113 e PbPy2).
distribuidos de forma intermediaria. Esses genomas exibem caracteristicas genotipicas
diferenciadas em comparagcdo aos demais, sugerindo uma possivel transi¢do ou variagdao
genética entre os gendtipos S1A e S1B. Em particular, a posi¢do intermediaria de PbPy?2 reforca

a hipotese de uma linhagem hibrida entre os dois gendtipos.

A inferéncia da estrutura populacional, realizada por meio do sofiware
fastSTRUCTURE, validou os agrupamentos previamente observados nas analises filogenéticas
e de PCA, confirmando a distingdo clara entre os genotipos SIA e S1B. Esses resultados
corroboram os achados das andlises anteriores, reforcando a existéncia de duas linhagens
genéticas principais. No entanto, os isolados T20B131, T19F291, PbPy2 e Pb113, apresentaram
padrdes genéticos distintos, caracterizados por uma mistura das duas cores. Essas analises
permitem inferir que P. brasiliensis sensu stricto apresenta gen6tipos hibridos. Esse fenomeno
pode ser resultado de fluxo génico entre as populagdes e de adaptacdo a diferentes condig¢des

ambientais.

Estudos morfométricos da fase leveduriforme foram conduzidos para testar a hipotese
de que os gendtipos de P. brasiliensis apresentam diferencas significativas na area das células
de levedura, o que permitiria distingui-los. Em um estudo, foram observadas diferencas
morfoldgicas entre as espécies P. lutzi e P. brasiliensis (TEIXEIRA et al., 2009). No entanto,
ao aplicar o mesmo teste em outra ocasido, ndo foram identificadas diferencas significativas
(THEODORO et al., 2012). O grafico apresenta as areas médias das células leveduriformes dos
isolados analisados, destacando a distribui¢do das areas celulares e sua classificacdo por
gendtipos. A comparagdo entre as médias das areas celulares dos genoétipos foi realizada por
meio do teste Nested One-Way ANOVA, e valores de p > 0,05 indicaram a auséncia de
diferencas estatisticamente significativas entre os isolados. A falta de diferencas relevantes
sugere que o tamanho das células leveduriformes ndo ¢ um fator determinante para a distingao
entre os gendtipos S1A e S1B. Esse achado indica que outras caracteristicas morfoldgicas,
fisioldgicas ou genéticas podem desempenhar um papel mais relevante na diferenciagdo entre

esses gendtipos (THEODORO et al., 2012).

57



A tipagem dos genomas revelou uma distribuicdo geografica distinta nos diferentes
distritos do Paraguai, destacando a circula¢do de variantes genéticas de Paracoccidioides em
areas proximas. O isolado 2, correspondente ao genétipo hibrido S1A/S1B, foi detectado em
Santa Rosa del Mbutuy, enquanto os isolados 9, 5, 14 e 4, pertencentes ao gen6tipo S1B, foram
identificados nos distritos de San Pedro del Ycuamandiyu, General Isidro Resquin, San
Estanislao e Villa del Rosario, respectivamente. Esses distritos estdo localizados em areas
proximas a regido noroeste da Argentina, sugerindo uma possivel conexdo geografica e

influéncia genética entre essas zonas.

Por outro lado, o isolado 13, classificado como S1A, foi encontrado em Pedro Juan
Caballero, proximo ao estado de Mato Grosso do Sul (Brasil), o que estd em conformidade com
a filogeografia proposta para esse genotipo. Esses resultados evidenciam a circulagdo de
diferentes variantes genéticas em areas geograficamente proximas, sugerindo a coexisténcia de

multiplos genétipos em uma mesma regido, conforme ilustrado na Figura 21.

As limitacdes deste estudo incluem o delineamento retrospectivo, baseado em
prontuédrios médicos ndo padronizados, frequentemente manuscritos com caligrafia de dificil
leitura ou tinta desbotada, o que compromete a consisténcia e a completude das informacdes
clinicas. Soma-se a isso a analise de cepas antigas, o nimero reduzido de amostras disponiveis
e a auséncia de uma coleta sistematica de isolados em todos os estados, o que dificulta uma
representacdo abrangente da distribuicdo geografica do fungo. Além disso, a localizagao
utilizada na elabora¢cdo dos mapas baseou-se em pontos aleatérios dentro da cidade ou estado
reportado, ndo necessariamente correspondendo ao local exato de exposi¢do ao fungo, o que

resulta em lacunas importantes na interpretacao espacial dos dados.

Apesar das limitacdes, este estudo representa uma abordagem multifacetada, que integra
caracteristicas clinicas, epidemioldgicas e demograficas, além do sequenciamento completo do
genoma, andlises filogenéticas e modelos de distribuigdo de espécies, para compreender a
distribuicao de Paracoccidioides e caracterizar a doenca no Paraguai. Além disso, possibilitou
uma compreensdo mais abrangente do cendrio epidemioldgico atual e da diversidade das

espécies causadoras da PCM e no América latina.
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7.  CONCLUSOES

Neste trabalho, realizamos contribui¢des relevantes para o entendimento da
epidemiologia molecular da paracoccidioidomicose (PCM) no Paraguai, um pais
historicamente negligenciado nos estudos sobre micoses endémicas, apesar de sua proximidade
com regides altamente endémicas da América do Sul. Por meio da andlise retrospectiva de
prontuarios médicos no Centro de Especialidades Dermatoldgicas (CED), identificamos 66
casos confirmados de PCM entre 2014 e 2024, com predominancia em homens adultos,
especialmente trabalhadores rurais, evidenciando o forte componente ocupacional da doenca.

A forma cronica foi a mais prevalente, com frequente comprometimento pulmonar e mucoso.

Utilizando ferramentas de georreferenciamento e andlise de densidade de Kernel,
mapeamos a distribuicdo espacial dos casos, revelando areas com maior concentracdo na
Regido Oriental do pais, especialmente nos departamentos de San Pedro e Caaguazi, bem como
no Chaco Umido. A modelagem de nicho ecolégico (MNE), por meio do algoritmo Random
Forest, indicou regides com alta probabilidade de ocorréncia do fungo Paracoccidioides,
corroborando os dados clinico-epidemioldgicos e apontando zonas ambientais propicias para a

agente etiologico.

Do ponto de vista molecular, realizamos o sequenciamento completo do genoma de
nove isolados clinicos, seguido da andlise de polimorfismos de nucleotideo inico (SNPs) e da
construcao de uma arvore filogenética utilizando o método de Maxima Verossimilhanga. Os
resultados indicaram a predominédncia de Paracoccidioides brasiliensis S1B no pais, além da
primeira detec¢do de P. brasiliensis S1A e de um isolado com perfil genético misto S1IA/S1B,
evidenciando uma diversidade genomica inédita até entdo no Paraguai. A comparagdo com
genodtipos provenientes de paises vizinhos, como Brasil e Argentina, permitiu identificar

conexdes evolutivas e delinear padrdes regionais de circulagao do patogeno.

Esses achados refor¢gam a necessidade urgente de fortalecer a vigilancia epidemioldgica
da PCM no Paraguai, implementar estratégias de diagnostico precoce, capacitar profissionais
da saude e promover a integragdo de agdes regionais para o controle efetivo da doenca. Este
estudo representa o primeiro esforgo sistematico de caracterizagdo epidemiologica e molecular
da PCM no pais e estabelece uma base solida para futuras investigagdes, contribuindo
significativamente para o avango do conhecimento sobre as micoses endémicas na América do

Sul.
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8. PERSPECTIVAS

As micoses endémicas no Paraguai representam um desafio significativo para a satude
publica, exigindo abordagens integradas que considerem os determinantes ambientais, sociais
e econdmicos envolvidos na sua epidemiologia. A cooperacdo regional e internacional, bem
como a realizacdo de estudos epidemiologicos e clinicos, sdo essenciais para aprimorar as
estratégias de prevencdo, diagndstico e tratamento dessas infecgdes no pais.

A vigilancia epidemioldgica ativa da paracoccidioidomicose no Paraguai ¢ essencial
para a implementacdo eficaz de estratégias de prevencdo e controle. A delimitacdo de areas
endémicas, associada a programas de educacdo em saude direcionados as populagdes em
situa¢do de risco, pode contribuir significativamente para a reducdo da prevaléncia dessas
infeccdes. Ademais, a capacitagdo continua de profissionais da satide para o diagndstico
precoce e o manejo clinico adequado ¢ crucial para minimizar as complica¢des associadas a

essas doencas.

Além dessas acdes, destacam-se a publicacdo de artigos cientificos, a apresentagdo de
resultados em congressos € o desenvolvimento de projetos complementares em andamento,

voltados ao aprofundamento do conhecimento sobre as micoses endémicas no Paraguai.
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