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RESUMO

Os fungos do género Paracoccidioides, sdo 0s agentes causadores da
Paracoccidioidomicose (PCM), uma infecdo prevalente na América Latina que atinge
principalmente trabalhadores que tem como atividade laboral o manejo da terra.
Paracoccidioides spp. possuem suas paredes celulares durante a fase leveduriforme,
constituida principalmente por quitina, um polimero formado por ligagbes B-1,4-
glicossidicas. Os humanos sdo capazes de produzir a quitotriosidase (CHIT-1),
enzima que possui a capacidade de hidrolisar essas ligacGes presentes na quitina. A
CHIT-1 é uma enzima codificada pelo gene CHIT1, com importante papel na defesa
imune contra patégenos que contém quitina, tais como os fungos. Polimorfismo
contendo a duplicacéo de 24 pares de bases no éxon 10 do cromossomo 1, vem sendo
associado a diminuicdo da producédo de CHIT-1. Assim, este estudo visou avaliar a
prevaléncia do polimorfismo de duplicagdo de 24 pb em CHIT1 em 138 individuos,
divididos em quatro grupos. Grupo I: pacientes atendidos no Hospital Estadual de
Doencas Tropicais — Dr. Anuar Auad (HDT) em Goiania com diagnostico confirmado
para a PCM, Grupo II: pesquisadores que durante suas pesquisas manipularam o
fungo e sem diagndstico confirmado para PCM. Grupo lllI: trabalhadores rurais sem
diagnéstico confirmado para PCM. Grupo IV: pessoas sem diagndstico confirmado
para PCM. A identificacdo do polimorfismo do gene foi realizada por meio da técnica
de reacédo da polimerase em cadeia (PCR) observando o tamanho dos amplicons em
gel de agarose. A prevaléncia da duplicacéo de 24 pb no éxon 10 do gene CHIT1 na
populacdo total foi de 55,1% para o gendétipo homozigoto selvagem, 40,6% para

heterozigoto e de 4,3% para o0 gen6tipo homozigoto mutante.

PALAVRAS-CHAVES: Infeccédo fungica, Paracoccidioides spp., Quitotriosidase.



ABSTRACT

Fungi of the genus Paracoccidioides are the causative agents of
Paracoccidioidomycosis (PCM), an infection prevalent in Latin America that mainly
affects workers whose work activity is land management. Paracoccidioides spp. have
their cell walls during the yeast phase, consisting mainly of chitin, a polymer formed by
B-1,4-glycosidic bonds. Humans are capable of producing chitotriosidase (CHIT-1), an
enzyme that has the ability to hydrolyze these bonds present in chitin. CHIT-1 is an
enzyme encoded by the CHIT1 gene, with an important role in immune defense against
chitin-containing pathogens, such as fungi. Polymorphism containing the duplication of
24 base pairs in exon 10 of chromosome 1 has been associated with decreased CHIT-
1 production. Therefore, this study aimed to evaluate the prevalence of the 24 bp
duplication polymorphism in CHIT1 in 138 individuals, divided into four groups. Group
I: patients treated at the State Hospital for Tropical Diseases — Dr. Anuar Auad (HDT)
in Goiania with a confirmed diagnosis of PCM, Group Il: researchers who during their
research manipulated the fungus and without a confirmed diagnosis of PCM. Group
[I: rural workers without a confirmed diagnosis of PCM. Group IV: people without a
confirmed diagnosis of PCM. The identification of the gene polymorphism was carried
out using the polymerase chain reaction (PCR) technique, observing the size of the
amplicons in agarose gel. The prevalence of the 24 bp duplication in exon 10 of the
CHIT1 gene in the total population was 55.1% for the homozygous wild genotype,

40.6% for the heterozygous and 4.3% for the homozygous mutant genotype.

KEYWORDS: Fungal infection, Paracoccidioides spp., Chitotriosidase.
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1. INTRODUCAO

Os fungos sdo organismos eucariontes, pertencentes ao reino Fungi, que
podem ser encontrados nos mais variados ambientes, sdo seres capazes de degradar
matéria organica e podem existir como saprofitos, simbiontes, comensais ou parasitas
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2017; OLIVEIRA; STARCK; OLIVEIRA, 2021). Existem
mais de 100 mil espécies de fungos conhecidas, com cerca de 200 sendo
responsaveis por causar doencas em humanos e animais (OLIVEIRA; STARCK;
OLIVEIRA, 2021).

Na microbiologia médica os fungos ganharam muito destaque nas Ultimas
décadas, principalmente devido ao aumento na incidéncia de infecBes flungicas
oportunistas, provenientes do aumento de individuos imunossuprimidos (RAYENS;
NORRIS, 2022). Em pacientes nestas condi¢cdes as infec¢cdes fungicas podem
rapidamente se tornar graves e, conseguentemente, resultar em alta taxas de
morbidade e mortalidade (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017; OLIVEIRA; STARCK;
OLIVEIRA, 2021; RAYENS; NORRIS, 2022).De acordo com dados levantados pelos
Centros de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC), muitas das infeccdes
oportunistas em pacientes HIV/AIDS sao causadas por agentes fungicos (CENTERS
FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2020).

As infeccdes fungicas representam um problema relevante para a saude global,
de acordo com estimativas levantadas por Bongomin e colaboradores, as infec¢des
fungicas atingem mais de um bilhdo de pessoas ao redor do mundo, levando a 6bito
cerca de 1,5 milhdo por ano (BONGOMIN et al., 2017; TORTORA; FUNKE; CASE,
2017). No Brasil véarias dessas infe¢des fungicas acabam néo entrando na lista das
doencas com notificagdo compulsoria, o que dificulta na precisdo dos dados
epidemiologicos (SHIKANAI-YASUDA et al., 2018). Porém, com a ajuda de estudos
como o realizado por Giacomazzi e colaboradores, estima-se que, no ano de 2016,
mais de 3,8 milhdes de brasileiros sofreram com infec¢bes fangicas graves
(OLIVEIRA; STARCK; OLIVEIRA, 2021).

Desde o fim de 2019 o mundo passou por uma crise causada pelo novo

coronavirus, nomeado SARS-CoV-2, foi o0 agente causador da pandemia de COVID-
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19 (SOUZA et al.,, 2021). Com o avanco da pandemia, as infeccbes fungicas
aumentaram significativamente. Durante um estudo realizado por pesquisadores do
CDC utilizando como base de dados, servicos de saude dos Estados Unidos, entre os
anos de 2020 e 2021, 13,4% das hospitalizacbes causadas por infeccbes fungicas
foram associadas a COVID-19, essas infec¢des associadas a COVID-19, tiveram um
aumento de =2 vezes nas taxas de internacdo em UTI e de =4 vezes nas taxas de
internacdo hospitalar (GOLD et al., 2023).

1.1 PARACOCCIDIOIDOMICOSE

A Paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica ocasionada por
fungos de caracteristicas termodimoérficas, que possui como agente etioldégico as
espécies: Paracoccidioides brasiliensis (S1), P. americana (PS2), P. restrepiensis
(PS3), P. venezuelensis (PS4), P. lutzii, P. cetii e P. loboi (TURISSINI et al., 2017,
VILELA et al., 2021; WAGNER et al., 2021).

A PCM é endémica na América Latina, com alta incidéncia nos paises Sul
Americanos (MENDES et al., 2017). A espécie P. brasiliensis como demonstrado pela
Figura 1, pode ser encontrada no, Brasil, Argentina, Peru, Bolivia, Paraguai, Uruguai,
Venezuela. Ja a espécie P. americana é encontrada na Argentina, Brasil, Uruguali,
Peru e Venezuela, a espécie P. venezuelensis € restrita a Venezuela. Ja a espécie P.
loboi podem ser encontradas em paises localizados na bacia amazbdnica como o Brasil
e Colémbia (RODRIGUES et al., 2023).
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Colombia

Bolivia

Paraguai

O P brasiliensis
@ P, restrepiensis
@ P. venezuelensis

@ P lutzii
@ P, loboi
@ P. americana

Figura 1: Distribuicdo geogréfica das espécies de Paracoccidioides pela América Latina.

Fonte: Imagem adaptada de Rodrigues et al. (2023).

Os casos de PCM se estendem por toda a América Latina, do México a
Argentina. Porém, a maioria dos casos se concentram no Brasil com cerca de 80% do
total, seguido pela Colémbia, Venezuela, Equador e Argentina (MARTINEZ, 2015;
PECANHA et al., 2022). Ha também registros de PCM fora da América Latina, tendo
sido registrados mais de 100 casos na Europa, Estados Unidos, Canada, Africa e Asia.
Esses casos correspondem a pacientes imigrantes ou viajantes de areas
endémicas(PECANHA et al., 2022).
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Dentro do territorio brasileiro a incidéncia da PCM varia de 1 a 4 casos por
100.000 habitantes por ano, em areas endémicas presentes nas regides Sul e
Sudeste. Areas de recente habitacdo no Norte do pais, possuem maior incidéncia
subindo para 9 a 40 casos por 100.000 habitantes (PECANHA et al., 2022). No ano
de 2015 em um estudo realizado por Coutinho e colaboradores, no qual foi avaliada a
morbidade hospitalar por PCM no Brasil no periodo de 1998 a 2006, foram registradas
6.732 internacdes hospitalares por PCM, com taxa de admissao de 4,3 internacoes
por um milhdo de habitantes (COUTINHO et al., 2015). Dados mais recentes mostram
que a taxa de mortalidade esta diminuindo nas regides Sul e Sudeste do pais e
aumentando na regiao Norte e Centro Oeste (HAHN et al., 2022; PECANHA et al.,
2022). E importante ressaltar que estes dados apresentados refletem apenas uma
parte do panorama da PCM em areas endémicas, baseados principalmente em
estudos de levantamentos epidemiolégicos. A subnotificagdo emerge como um
desafio substancial, uma vez que a notificacdo da doenca ndo € compulséria em
muitas regifes afetadas. A falta de obrigatoriedade na comunicacdo dos casos pode

levar a uma subestimacao significativa da verdadeira incidéncia da PCM.

Em areas endémicas, a PCM ndo apenas representa um desafio médico
significativo, mas também exerce um impacto econdmico e social abrangente. A
cronicidade inerente a PCM imp&e uma carga consideravel aos sistemas de saude
locais, uma vez que o0s tratamentos prolongados e a necessidade de
acompanhamento constante demandam quantias altas de recursos financeiros
(SHIKANAI-YASUDA et al.,, 2018). A longa duracdo do tratamento ndo apenas
sobrecarrega os sistemas de saude, mas também afeta diretamente a qualidade de
vida dos pacientes, uma vez que a PCM frequentemente deixa sequelas que
persistem mesmo apos a finalizagéo do tratamento, o que pode incapacita-los para o
trabalho e contribuir para um ciclo de pobreza em éareas ja vulneraveis (MARTINEZ,
2006). Além disso, compreender a maneira como a PCM se propaga é fundamental
para enfrentar seus desafios.

A infeccdo acontece atraves das vias respiratorias, quando ha a inalacéo de

particulas ou propagulos infectantes. Os propagulos invadem os bronquiolos terminais
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e os alvéolos. A partir dessas areas, se espalha utilizando as vias linfaticas
principalmente para linfonodos, mucosa oral, laringe, pele, trato digestivo e sistema
nervoso central (MENDES et al., 2017; SHIKANAI-YASUDA et al., 2018; FRANZ et
al., 2022).

A doenca pode evoluir para as formas aguda/ subaguda, cronica e sequelar
(Figura 2). A forma aguda/ subaguda, atinge principalmente criancas, adolescentes e
adultos jovens, de ambos os sexos (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006, 2018) e
representa cerca de 5 a 25% dos casos, nesta forma, a doenca tem rapida evolucao,
e alta disseminagdo do fungo para varios 6rgios e sistemas. E caracteristico desta
forma o comprometimento do sistema fagocitico-mononuclear, sistema responséavel
por grande parte da imunidade celular, que compBem a defesa contra
microorganismos. Nesta forma ocorre o surgimento de linfadenomegalia, ascite, e
hepatoesplenomegalia, como € possivel observar na (Figura 2A), além de sintomas
digestivos, cutaneos e osteoarticulares, com presenca de febre, perda de peso,
anemia leve ou moderada e ictericia obstrutiva (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006,
2018).

A forma crbnica acomete principalmente adultos do sexo masculino na faixa
etéria entre 30 e 60 anos e constitui cerca de 74 a 96% dos casos, a PCM tende a se
desenvolver de modo silencioso nesta forma, o que pode levar o diagndstico ser feito
depois de anos de infeccdo (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006, 2018). A forma crbnica
pode se apresentar restrita a somente um 6rgado, chamada de unifocal, com até 25%
dos casos afetando somente os pulmdes, ou se apresentar como multifocal,
acometendo varios 6rgdos simultaneamente, tais como pulm&es, mucosas e pele
(Figura 2B), sendo estes os locais mais atingidos pela infec¢cao (SHIKANAI-YASUDA
et al., 2006; WANKE; AIDE, 2009; SHIKANAI-YASUDA et al., 2018). Nesta forma da
doenca, € comum o comprometimento pulmonar, das vias aerodigestivas superiores
e da pele, com o surgimento de fraqueza, emagrecimento, febre, tosse, dispneia,
infiltrado reticulonodular e hipertransparéncia distal bibasal (SHIKANAI-YASUDA et
al., 2006; WANKE; AIDE, 2009; SHIKANAI-YASUDA et al., 2018).
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A doenca pode evoluir para a chamada forma residual ou sequelar (Figura 2C),
caracterizada pela presenca de alteracdes anatdmicas e funcionais causadas pelas
cicatrizes ao fim do tratamento. Pode ocorrer surgimento de sequelas cutaneas
responsaveis pelo aparecimento de alteracfes estéticas e da mucosa oral, e
possivelmente o aparecimento da microstomia, uma reducdo na abertura oral
decorrente de cicatrizagdo hipertrofica, um processo anormal de cicatrizacdo que €
formado devido a deposicéo excessiva de matriz extracelular, em especial o coladgeno
(WANKE; AIDE, 2009; BORGES; VIEIRA; BARRETO, 2011; SHIKANAI-YASUDA et
al., 2018). As sequelas podem se apresentar como lesdes cicatriciais nas vias aéreas
superiores, dispneia proveniente da fibrose e enfisema pulmonar. As sequelas
fibréticas alteram a funcdo respiratoria dos pacientes dificultando até mesmo, a
realizacéo de atividades normais do cotidiano (TOBON et al., 2003; WANKE; AIDE,
2009; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).
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Figura 2: imagens representando as formas clinicas da paracoccidioidomicose. Forma
aguda/subaguda (A), paciente com acometimento linfatico-abdominal, ascite (condicdo caracterizada
pelo acimulo de liquido livre com origem patolégica na regido da cavidade abdominal), e

hepatoesplenomegalia (condigdo na qual ocorre o aumento do tamanho do figado e do bago). Forma

cronica (B), paciente apresentando lesdes cutaneas papulosas e ulcerocrostosas na face. Forma
sequelar (C), paciente apresentando microstomia como resultado das lesdes periorais.
Fonte: Imagem adaptada de Shikanai-Yasuda et al. (2017).

O desenvolvimento da infeccdo depende de varios fatores como a quantidade
de indculos, a patogenicidade, a viruléncia do fungo e o estado imunolégico dos
individuos (WANKE; AIDE, 2009; SHIKANAI-YASUDA et al., 2018). Profissdes nas
quais faz parte 0 manejo do solo, constitui um alto fator de risco para a aquisicéo da
infeccdo, ja que o fungo esta presente no solo de forma comensal em areas
endémicas (MARTINEZ, 2006; SHIKANAI-YASUDA et al., 2018).

Individuos imunodeprimidos também compreendem um alto fator de risco, ja
que a PCM é uma doenca que tem carater oportunista nestes pacientes, afetando
cerca de 1,5% dos casos de AIDS no Brasil. Em pacientes infectados pelo
Paracoccidioides spp. juntamente ao HIV, as lesdes e 0 avanco da doenca tendem a
evoluir mais rapidamente, o que pode levar o paciente a 6bito (WANKE; AIDE, 2009;
SHIKANAI-YASUDA et al., 2018).

O controle da infec¢do depende principalmente da resposta imune celular do
hospedeiro, tendo como mediador os linfécitos T. Individuos infectados que nédo
desenvolvem a doencga, apresentam resposta imune do tipo T-helper 1 (Th), com
producdo de citocinas que ativam macrofagos e linfocitos TCD4+ e TCD8+. Essa
resposta imune é caracterizada pelo controle da replicacdo do fungo, por meio da
formacao de granulomas compactos (RAMOS-E-SILVA; SARAIVA, 2008; SHIKANAI-
YASUDA et al., 2018; WAGNER et al., 2021).

Em individuos que apresentam a forma crdnica, a resposta Th-1 é deficiente,
ocorrendo as respostas do tipo Th-17 e Th-22, que promovem resposta inflamatoria
de mucosas e intensa participacdo de neutréfilos. Nesta resposta imune também

ocorre a formacao de granulomas que restringem o fungo (BENARD et al., 2001; DE
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CASTRO et al., 2013; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). As formas mais graves como
a forma aguda, também séo caracterizadas pela deficiéncia em Th-1, com predominio
da resposta Th-2 e Th-9, ativacdo de linfécitos B, e altos titulos de anticorpos
(BENARD et al., 2001; DE CASTRO et al., 2013; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).
Um dos fatores de risco mais importantes sado as profissdbes ou atividades
relacionadas ao manejo do solo contendo o fungo, como as atividades agricolas,
preparo do solo, terraplanagem (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

O sexo masculino também é considerado fator de risco ja que € predominante
mais afetado pela doenca, isso ocorre pelo efeito protetor que o horménio B estradiol
confere as mulheres, apesar de possuirem a mesma capacidade de ser infectadas
gue os homens, os hormbnios estrogénios sdo capazes de afetar a transicdo do
micélio para levedura. Outro fator importante é a capacidade destes horménios em
aumentar a secrecao de interferon-y e também os niveis de células Thl, além de
diminuir os niveis de interleucina (IL) -10 (BRITO et al., 2021; TRINDADE et al., 2022).

1.1.1 AGENTE ETIOLOGICO

Os fungos Paracoccidioides spp. quando em temperatura ambiente se
apresentam na forma micelial (Figura 3A), encontrada no ambiente, principalmente In
vitro. Quando estdo a 37 °C se desenvolvem na forma de leveduras esféricas. mesma
forma encontrada nos tecidos humanos infectados (Figura 3B) (PALMEIRO et al.,
2005; GOES et al., 2014). A forma micelial quando observada microscopicamente, é
caracterizada pela presenca de hifas finas e septadas, que podem apresentar
artroconidios infecciosos, que variam de tamanho e abundancia, conforme as
espécies cripticas do Paracoccidioides spp. (GOES et al., 2014; BOSCO; BAGAGLI,
2018). A forma leveduriforme € caracterizada pela presenca de células arredondadas
medindo entre 6 e 30 pm de didmetro, com paredes celulares espessas,
birrefringentes, com presencga de brotamentos que variam em numero e tamanho
(GOES et al., 2014; BOSCO; BAGAGLI, 2018). A presenca de células grandes,
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cercadas por numerosos brotamentos, € conhecida comumente como “roda-de-leme”
ou “timao” (PALMEIRO et al., 2005; BOSCO; GOES et al., 2014; BAGAGLI, 2018).

Figura 3: Imagens das formas morfoldgicas do fungo Paracoccidioides spp. (A) Forma micelial, que se

apresenta em temperatura ambiente, em torno de 24 °C, com destaque para presenca de artroconidio,
indicado pela seta branca. Imagem obtida a partir do aumento 400 X. (B) Forma leveduriforme, que se
apresenta em temperatura de 36 °C, com presenca de leveduras em brotamento, indicadas pelas setas,
conhecidas como roda-de-leme. Imagem obtida a partir do aumento 400 X. Fonte: Imagens cedidas

pela Dra. Livia do Carmo Silva (Laboratério de Genética Molecular e Citogenética da Universidade
Federal de Goids — LGMC/UFG).

O Paracoccidioides spp. assim como outros fungos, possuem a parede celular
constituida por polissacarideos, proteinas e lipidios. A parede celular passa por
constante mudanca em sua composicao e organizacao estrutural. O termodimorfismo
€ um importante fator para que essas mudancas ocorram garantindo ao fungo a
capacidade de se adaptar a nichos ecoldgicos distintos (SAN-BLAS et al., 2000;
TEIXEIRA et al., 2014).

Entre os polissacarideos presentes na parede celular dos fungos se destaca a
quitina, um polimero formado por N-acetilglucosamina ligada a B-1.4 (GIcNAc)
(SANTANA et al., 2012; ARANTES et al., 2015), componente essencial, que garante
integridade estrutural a parede celular do Paracoccidioides spp. (SCHUTTELKOPF et
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al., 2010). Na forma micelial, ¢ menos abundante que os polissacarideos glucanos.
Porém, durante a forma leveduriforme, a quitina representa quase metade do peso
total da parede celular (FREE, 2013; CHAVES et al., 2021). No P. brasiliensis a quitina
presente na parede celular, pode variar de 7-18% em hifas e de 37-48% em leveduras
(SANTANA et al., 2012). A rigidez da quitina acaba dificultando nos processos de
divisao celular e morfogénese. Em resposta a isto, 0os fungos sao capazes de produzir
enzimas chamadas de quitinases, que conseguem hidrolisar parcialmente a camada
de quitina (SCHUTTELKOPF et al., 2010).

1.1.2 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

O diagnéstico da PCM ¢ feito a partir da identificacdo de elementos fungicos
indicativos da presenca de Paracoccidioides spp., por meio de exame a fresco de
escarro, raspado de lesdo, aspirado de linfonodos, e até mesmo de biopsia de 6rgaos
acometidos(SHIKANAI-YASUDA et al., 2017, 2018). Podendo ser realizado também
o isolamento fungico por meio de cultura, exames hematolégicos, soroldgicos, de
deteccdo de antigenos, de biologia molecular, funcionais e de imagem (SHIKANAI-
YASUDA et al., 2006, 2017).

O tratamento da PCM depende de varios fatores, como o estado imunolégico
dos pacientes, idade, avaliacdo das lesdes e a forma clinica (SHIKANAI-YASUDA et
al., 2006, 2017). Os antifungicos mais utilizados sé&o, itraconazol, o cotrimoxazol
(associacao sulfametoxazol/trimetoprim) e a anfotericina B (MALUF et al., 2003;
SHIKANAI-YASUDA et al.,, 2018). Para as formas mais leves e moderadas o
itraconazol é o mais recomendado. A duracao do tratamento com esse farmaco pode
variar de 9 a 18 meses, sendo essencial a avaliacdo dos critérios de cura clinicos,
imunoldgicos e radioldgicos (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006, 2017, 2018).

O itraconazol pertence a classe dos azois, € um farmaco antifingico que exerce
acao fungistatica (MARTINEZ, 2006; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). Age
diretamente sobre as enzimas do citocromo P450 dos fungos, ocasionando o blogueio

da demetilacdo do lanosterol e também da sintese do ergosterol (MARTINEZ, 2006;
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LEWIS, 2011). Sua acgédo é responsavel pela alteragcdo da membrana fungica (Figura
4), por modificar a sintese de lipideos e inativar as enzimas que participam do
processo oxidativo dos fungos (LEWIS, 2011; MARTINEZ, 2006).
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Figura 4: Imagem representando os locais de acdo dos principais antifingicos utilizados no tratamento
da PCM. A anfotericina B age diretamente na membrana celular fungica, interferindo na permeabilidade
e as fungBes de transporte, formando poros na membrana. Os az6is agem inibindo a enzima flngica

responsavel pela conversdo do lanosterol em ergosterol, o principal esterol na membrana celular

fungica. Fonte adaptada: Rang e Dale., 2012.

O co-trimoxazol, associacdo de sulfametoxazol e trimetoprim, vem sendo
empregado no Brasil com distribuigdo gratuita pelo sistema Unico de Saude (MALUF
et al., 2003; SHIKANAI-YASUDA et al., 2018). Porém, a principal desvantagem do uso
do cotrimoxazol & o tempo de tratamento, sendo necessario tratamentos de longa
duracdo, com mais de 12 meses de uso em casos leves e moderados (MALUF et al.,
2003; SHIKANAI-YASUDA et al., 2006, 2018).

Para as formas graves e disseminadas, a anfotericina B em desoxicolato ou em

formulacéo lipidica (lipossomal ou em complexo lipidico) € o mais recomendado
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Saude (MALUF et al., 2003; SHIKANAI-YASUDA et al., 2018). Porém, devido a acdo
nefrotdxica da anfotericina B, a duracdo do tratamento € limitada, visando a
estabilidade clinica do paciente. O tratamento deve ocorrer no menor tempo possivel,
com a média de duas a quatro semanas (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006, 2018). A
anfotericina B € um farmaco fungicida que se liga ao ergosterol, que esta presente na
membrana flngica, sendo capaz de alterar a permeabilidade e ocasionar a perda de
constituintes citoplasmaticos. Ocorre assim uma lesdo oxidativa, que prejudica o
funcionamento celular (MARTINEZ, 2006; SHIKANAI-YASUDA et al., 2006, 2018).
Devido a composicao da parede celular fungica, novas abordagens ao tratamento de

infecgbes fungicas vém sendo discutidas, como o uso de quitinases.

1.2 QUITINASES

As quitinases sdo enzimas capazes de hidrolisar as liga¢des [3-1,4-glicossidicas
presentes na quitina (Figura 5) (YOO; CHOI, 2014). Possuem tamanhos que variam
entre 20 kDa a 90 kDa (HAMID et al., 2013). E uma enzima que esta presente em
Varios organismos, como as bactérias, fungos, virus, plantas e mamiferos (RATHORE;
GUPTA, 2015).
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Figura 5: Imagem ilustrativa representando a capacidade das quitinases em romper as ligagdes p-1,4

da quitina, liberando assim (GIcNAc). Fonte adaptada: Chang et al. 2020.

As quitinases podem ser classificadas de acordo com os seus locais de
clivagem (DU et al., 2021). As endoquitinases que clivam os sitios internos da quitina
de forma aleatéria, e consequentemente acabam formando o dimero dicetilquitobiose
e multimeros solUveis de baixa massa molecular de GIcNAc, como a quitotriose e a
quitotetraose (HAMID et al., 2013; CARDOZO et al., 2019). E as exoquitinases que
podem ser subdivididas em duas subcategorias: as quitobiosidases, que comegcam
clivando a extremidade nao redutora da microfibrila de quitina, participando na
liberacdo progressiva de diacetilquitobiose (HAMID et al.,, 2013) e as 1-4-3-
glucosaminidases que clivam os produtos oligoméricos das endoquitinases e
quitobiosidases que consequentemente geram mondémeros de GIcNAc (COTTAZ;
BRASME; DRIGUEZ, 2000; HAMID et al., 2013).

Outra forma de classificar as quitinases é de acordo com a sua sequéncia de
aminoacidos, agrupando-as em trés familias diferentes (18, 19 e 20) (VELIZ;
MARTINEZ-HIDALGO; HIRSCH, 2017; SINGH; SINGH; PANDEY, 2019). Com as
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familias 18 e 19 subdivididas em classes (Tabela 1). As classes |, Il e IV fazendo parte
da familia 19 enquanto as classes lll e V a familia 18 (HAMID et al., 2013; RATHORE;
GUPTA, 2015).

Tabela 1: Classificagdo das quitisanes de acordo com a sua ocorréncia em diferentes organismos. A
familia 18 engloba as classes |, Il e IV, e inclui as quitinases de virus, bactérias, fungos, animais e
plantas. A familia 19 engloba as classes lll e V, e inclui quitinases de plantas e bactérias do género
Streptomyces sp. A familia 20 inclui quitinases encontradas em bactérias fungos e humanos. Fonte:
Rathore et al. 2015.

Classificacéo Ocorréncia Classes
Familia 18 Virus, Bactérias, Fungos, Animais e Plantas L lelV
Familia 19 Plantas e Streptomyces sp lnev
Familia 20 Bactérias, Fungos e Humanos -

As quitinases desempenham fungdes distintas nos diferentes organismos. Nas
plantas, as quitinases demonstram participar na defesa contra patdgenos, estando
presentes nos caules, sementes, flores e tubérculos (PATIL; GHORMADE;
DESHPANDE, 2000; KUMAR; ZHANG, 2019). Estudos demonstram que 0 aumento
na expressao de genes de quitinases garante a planta maior resisténcia a agentes
agressores, como os fungos e insetos (BOAVA et al., 2010; KUMAR; ZHANG, 2019).

Nas bactérias, a funcdo das quitinases esta relacionada com a obtencao de
energia, sendo essas enzimas secretadas durante o processamento e digestdo de
macromoléculas contendo ligacbes glicosidicas (BHATTACHARYA; NAGPURE;
GUPTA, 2007). As quitinases bacterianas participam da degradacdo de quitina
liberando carbono e nitrogénio, elementos essenciais para esses microrganismos
(BHATTACHARYA; NAGPURE; GUPTA, 2007; RATHORE; GUPTA, 2015).

Para os fungos, as quitinases tem importancia na degradacéo e sintese da
parede celular (morfogénese) (DAHIYA; TEWARI; HOONDAL, 2006). Aléem de

participarem na germinacdo de esporos, crescimento de hifas e ramificagéo,
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desenvolvimento de micélio e estruturas, separacao celular e parasitismo (LOPES et
al., 2008; IKEDA; KAKIZAKI; MATSUMIYA, 2017).

Nos animais vertebrados, as quitinases podem ser encontradas em Varios
orgaos e tecidos, como por exemplo no trato digestivo de peixes que possuem como
fonte de alimentacéo crustaceos e insetos. As quitinases neste caso, participam do
metabolismo de carboidratos nestes animais (VEGA; KALKUM, 2012; IKEDA;
KAKIZAKI; MATSUMIYA, 2017). Os humanos expressam duas quitinases ativas:
quitotriosidase (CHIT-1) e quitinase acida de mamiferos (AMCase) (CSONGRADI et
al., 2021). Nos mamiferos a funcéo fisiolégica dessas enzimas esta relacionada
principalmente com a defesa contra patdogenos e parasitas que possuem a quitina em
sua composicdo (VEGA; KALKUM, 2012; CSONGRADI et al., 2021).

1.2.1 QUITOTRIOSIDASE

A CHIT-1 é classificada como quitinase pertencente a familia 18. Possui duas
formas principais: uma predominante na circulacdo sanguinea com 50 kDa e outra
predominante nos tecidos com 39 kDa (FUSETTI et al., 2002; ELMONEM; VAN DEN
HEUVEL; LEVTCHENKO, 2016). Iniciamente, a CHIT-1 foi classificada como uma
exoquitinase devido a sua capacidade de hidrolisar residuos de quitotriose; porém,
recentemente estudos revelaram que a enzima possui mais caracteristicas de
endoquitinase do que exoquitinases (ELMONEM; VAN DEN HEUVEL,
LEVTCHENKO, 2016).

Nos humanos, os macrofagos e neutréfilos sdo responsaveis pela sintese de
CHIT-1 e, mediante a uma estimulagéo apropriada, como a exposi¢cdo a quitina, um
potente ativador da expressdo da quitotriosidase, que pode ocorrer através da
fagocitose pelo macréfago de quitina presente na paredes celulares de diferentes
fungos e protozoarios. (ELMONEM; VAN DEN HEUVEL; LEVTCHENKO, 2016). os
macrofagos teciduais humanos sdo capazes de produzir grandes quantidades de
enzima (BOOT et al., 2005; ELMONEM; VAN DEN HEUVEL; LEVTCHENKO, 2016;
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KUUSK; S@RLIE; VALJAMAE, 2017). Além da associacdo da CHIT-1 com a
imunidade inata, esta enzima é considerada um biomarcador da ativacdo de
macrofagos, que pode estar aumentado em varias doencas lisossdmicas de
armazenamento de lipidios como a doenca de Gaucher, doenca de Niemann-Pick,
galactosialidose e doenca de armazenamento de éster de colesterol (ELMONEM,;
VAN DEN HEUVEL; LEVTCHENKO, 2016; KIMURA et al., 2020).

O gene CHITL1 é o responsavel por codificar a enzima CHIT-1, esse gene esta
localizado no cromossomo 1932 (GORDON-THOMSON et al., 2009). Engloba 12
exons e mede aproximadamente 20 kb. O polimorfismo neste gene, principalmente a
duplicacdo de 24 bp no éxon 10, uma deficiencia herdada recessivamente,
representado na Figura 6, vem sendo associado a sintese de proteina nao funcional,
devido a delecdo de dois aminoacidos 344-372 (ELMONEM; VAN DEN HEUVEL;
LEVTCHENKO, 2016; MAVRIKIOU et al., 2016). A presenca desse polimorfismo
promove a delecao in-frame (remoc¢ao de uma ou mais bases sem alteracao do quadro
de leitura), de 87 nucleotideos e a producdo de um mRNA anormal (GORDON-
THOMSON et al., 2009; MAVRIKIOU et al., 2016).
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Figura 6: Representacdo esquematica da duplicacdo de 24 bp no éxon 10 presente no gene CHIT1.

Fonte adaptada: EImonem et al. 2016.
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Estudos, como o realizado por Boot et al. (1998), indicam que os macrofagos
de sangue periferico, de individuos que possuem deficiéncia para CHIT-1, possuem
muito pouco mRNA e quase nenhuma secrecao desta proteina (BOOT et al., 1998).
Em individuos homozigotos para essa duplicacdo, a enzima chega a ser totalmente
inativa (PIRAS et al., 2007; OBER; CHUPP, 2009).

A literatura enfatiza que individuos portadores do alelo mutante exibem uma
maior suscetibilidade a patdgenos contendo quitina. Estes achados ressaltam que
CHIT1 é uma enzima com importancia para regular a suscetibilidade a infeccdo com
0S organismos que contém quitina como componentes estruturais (KANNEGANTI,
2012). Em estudos com criancas com asma grave e sensibilizacdo flungica, foi
possivel observar a presenca da duplicacdo dos 24 pb no éxon 10, tanto a forma

homozigota quanto a heterozigota do polimorfismo (VICENCIO et al., 2010).

Overdjik et al. (1996) ao observar cobaias infectadas com Aspergillus fumigatus
indentificaram aumento nos niveis de quitinases com decorrer do tempo (OVERDIJK;
VAN STEIJN; ODDS, 1996). Hector et al. (2016) observaram que pacientes com
fibrose cistica colonizados por Candida albicans também apresentaram niveis
elevados de quitinase. Assim como pacientes que possuiam alguma deficiéncia de
CHIT-1 proveniente de muta¢cdes genéticas, tiveram a maior sucetibilidade a infeccéo
por C. albicans (HECTOR et al., 2016). Por meio de estudo foi descoberto que
concentragdes de CHIT-1 humana recombinante era capaz de inibir o crescimento do
fungo Cryptococcus neoformans in vitro, degradando a sua parede celular (GORDON-
THOMSON et al., 2009).

Eijk et al. (2005) demonstraram que a CHIT-1 pode exercer atividade
quitinolitica nos fungos C. neoformans, Mucor rouxii e C. albicans, tanto in vitro quanto
in vivo. Nos experimentos in vivo 0s autores relataram que camundongos com
candidiase e aspergilose tratados com injecéo via intraperitoneal, contendo CHIT-1
recombinante humana, tiveram aumento consideravel na sobrevida (VAN EIJK et al.,
2005).

Além de infe¢Bes fungicas, a duplicacdo dos 24 pb no éxon 10, também parece

aumentar a suscetibilidade a infec¢cdes por outros patdégenos que contém quitina,
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como foi observado por Pant e colaboradores em pacientes com quiluria filarial (CHOI
etal., 2001). Na india, Choi e colaboradores relataram que pacientes com a duplica¢éo
dos 24 pb no éxon 10, eram mais suscetiveis a infeccdo por Wuchereria bancrofti
(CHOI et al., 2001).

2. JUSTIFICATIVA

A PCM é uma doenca que possui alta incidéncia na América Latina,
representando para essa regidao um grande desafio medico, social e econémico. A
cronicidade da doenca e os tratamentos prolongados, com necessidade de
monitoramento, sao fatores que levam a grandes gastos pela saude publica destes
paises. Além dos impactos financeiros, os tratamentos prolongados sdo responsaveis
pela desisténcia por parte dos pacientes, afetando diretamente a qualidade de vida
dos mesmos, ja que a PCM é capaz de deixar sequelas persistentes, os incapacitando

de realizar suas atividades laborais e cotidianas.

Diversos fatores de risco tém sido identificados como contribuintes para a
suscetibilidade a PCM, incluindo condicbes imunossupressoras, exposicao
ocupacional a ambientes rurais ou manejo do solo e habitos como tabagismo e
etilismo. Contudo, apesar do avanco no entendimento desses fatores, a investigacao
das bases genéticas subjacentes a suscetibilidade a infec¢des fungicas tem emergido

como uma area que demanda atencao.

Dentre os genes que tém despertado interesse, destaca-se o gene CHITL,
responsavel pela codificacdo da quitotriosidase. Esta enzima, conhecida por sua
participacdo na degradagdo da quitina, tem sido alvo de investigagbes como um
possivel fator de suscetibilidade a doencas fungicas. Ja que a quitina é um
componente essencial, presente na parede celular dos fungos. A parede celular é

muito importante para viruléncia e patogenicidade dos fungos, fornecendo
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propriedades adesivas que auxiliam a invasdo ao tecido do hospedeiro além de

garantir protecdo aos mecanismos de defesas de seu hospedeiro.

Polimorfismos presentes nesse gene, principalmente a duplicacéo de 24pb no
éxon 10, parecem indicar que individuos portadores do alelo mutante para esse
polimorfismo possuem a sintese de enzima ndo funcional, como evidenciado nos
trabalhos de Boot e colaboradores. Embora os humanos ndo possuam quitina em
seus tecidos, as quitinases humanas, incluindo a CHIT-1, sdo amplamente
distribuidas em diferentes 6rgdos, desempenhando funcdes diversas que

transcendem a mera resposta a presenca de fungos.

Neste contexto a compreensao do polimorfismo de CHIT1 como um potencial
modulador genético na suscetibilidade a essa doenca fungica abre novas perspectivas
para a compreensdo da interacdo entre o polimorfismo de CHIT1 e a PCM. Ao abordar
essa lacuna no conhecimento, visamos contribuir para o desenvolvimento de
estratégias mais refinadas no manejo clinico da PCM, considerando ndo apenas 0s
fatores externos, mas também a predisposicdo genética como elemento fundamental
na abordagem preventiva e terapéutica dessa importante doenca fangica. Dentre
essas estratégias se destaca o uso de um medicamento mais eficiente para o combate
a doenca, mesmo que seu custo seja superior. O aconselhamento genético € uma
estratégia que pode ser utilizada pelos médicos para esclarecer o paciente e a familia
dos recursos de tratamento, além de esclarecer como a heranca deste polimorfismo

pode contribuir para o desenvolvimento da PCM.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Rastrear o polimorfismo do gene CHIT1 entre grupos de risco a infecgao
fangica  Paracoccidioidomicose, @ como, pacientes diagnosticados com
paracoccidioidomicose, trabalhadores rurais, pesquisadores que tiveram contato com

o fungo e individuos sem confirmagéo para a doenca.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Obter amostras de DNA de pacientes diagnosticados com paracoccidioidomicose
(PCM), e de individuos sem diagndstico confirmado, tais como pesquisadores que
foram expostos ao fungo durante suas atividades laborais, trabalhadores rurais e da
comunidade académica;
b) Extrair o DNA das amostras;
c) Isolar o DNA e amplificar o gene CHITZ,
d) Investigar a frequéncia genotipica da duplicacdo de 24 pb no éxon 10 do gene
CHIT1 em pacientes diagnosticados com PCM, em individuos que foram expostos ao
fungo como trabalhadores rurais e pesquisadores e em individuos sem diagndstico
confirmado para PCM,;
e) Descrever o perfil epidemioldgico dos pacientes diagnosticados com PCM,;
f) Verificar se a presenca da duplicacédo de 24 pb no éxon 10 do gene CHIT1 é fator

de risco para o desenvolvimento da PCM.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1POPULACAO DE ESTUDO

Foram incluidos nessa pesquisa 138 individuos, divididos em quatro grupos.
Grupo I: incluiu cinco pacientes atendidos no Hospital Estadual de Doencas Tropicais
— Dr. Anuar Auad (HDT) em Goiania com diagnéstico confirmado para a PCM, os
quais apresentaram cultura positiva para Paracoccidioides spp. Esses pacientes
possuem o diagndéstico confirmado para a PCM de acordo com a Classificacdo
Estatistica Internacional de Doencas (CID): CID10-B41 (Paracoccidioidomicose),
CID10-B41.0 (Paracoccidioidomicose pulmonar), CID10-B41.7
(Paracoccidioidomicose  disseminada), CID10-B41.8 (outras formas de
Paracoccidioidomicose); CID10-B41.9 (Paracoccidioidomicose nado especificada),
independente de terem iniciado ou nao a terapia antifingica.

Grupo lI: incluiu 10 pesquisadores que durante suas pesquisas manipularam o fungo
e sem diagndstico confirmado para PCM.

Grupo llI: incluiu 20 trabalhadores rurais sem diagndéstico confirmado para PCM,
considerados grupo de risco por ter contato direto com o solo que pode estar
contaminado com conidios de Paracoccidioides spp.

Grupo 1V: foi formado por 103 pessoas sem diagnostico confirmado para PCM.

O critério de inclusdo dos individuos no estudo foi a sua concordancia em
participar do estudo pela assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) e serem pertencentes aos grupos da pesquisa. O projeto de pesquisa foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Goias,

com o numero de protocolo 4.726.745.

4.2 COLETA E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS
Para a identificacdo do polimorfismo do gene CHIT1, foram coletados 4 mL de
sangue através de puncdo venosa em tubos contendo EDTA. As amostras foram
transportadas até o laboratério em caixa térmica refrigerada, sendo armazenadas a

80 °C até o momento das analises.
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4.3 EXTRACAO DE DNA

A extracdo do DNA foi realizada a partir de uma aliquota de 300 pL de sangue
total contendo EDTA, utilizando o kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega)
de acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante. Para verificacdo da integridade
do DNA, foi realizado eletroforese em gel de agarose a 2,0 % com o corante SYBR®
Safe DNA Gel Stain (Thermo Fisher Scientific) (0,5 mg/mL) em tampao TBE em cuba
de eletroforese (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, EUA), para aplicar a alta tenséo
foi utilizando a fonte (Eletrophoresis Power Supply EPS. 601, Amersharm Pharmacia
Biotech).

A visualizacdo das bandas formadas pareadas com marcador de peso
molecular de 50 pb (DNA Ladder, Ludwig Biotecnologia) foi feita sob luz UV. A captura
das imagens foi realizada por meio de um fotodocumentador (Electronic UV
Transilluminator, Ultra-Lum). A quantificagdo do DNA foi realizada empregando o
fluorimetro NanoDrop ND-1000® (Thermo Fisher) de acordo com as informacdes do
préprio fabricante. Posteriormente, o DNA foi armazenado a -80 °C até o momento

das andlises.

4.4 IDENTIFICACAO DO POLIMORFISMO NO GENE CHIT1

A identificagdo do polimorfismo no gene CHIT1 foi realizada seguindo a
metodologia descrita por Manno et al (2014), analisando a presenca da duplicacao de
24 pb no éxon 10. Para isso, foram utilizados os primers forward 5'-
CCTGTCCAGAAGAGGTAGCC-3 e reverse 5- CCTCCAAATTCCACCACTG-3. A
reagao total foi de 25 pL, composta por Platinum Tag DNA Polymerase (Invitrogen)
(5V), 50 mM buffer de MgClz, 2,5 uM de Primer Forward, 2,5 uM de Primer reverse,
10 mM de dNTPs (Thermo Fisher Scientific), 150 ug de DNA.

A amplificacdo foi realizada em termociclador empregando a seguinte
programacao: Desnaturacao inicial 94 °C durante 4 min, seguidos de 10 ciclos
[Desnaturacgéo (94 °C por 40 s), Anelamento (69 a 71 °C por 40 s), Extenséo (72 °C
por 40 s)], seguidos por 33 ciclos de 94 °C por 40 s, 60 °C por 40 s, 72°C por40 s, e

uma extensao final a 72 °C por 7 min. O resultado da amplificacdo foi visualizado
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mediante eletroforese em gel de agarose a 2,0% sob luz UV sendo fotografado com
auxilio de um fotodocumentador.

Bandas de 249 pb indicam a presenca do alelo selvagem, por ser um
polimorfismo no qual ocorre a duplicacao de 24 pb, bandas de 273 pb indicam o alelo
mutante. Individuos homozigotos para o alelo selvagem apresentaram somente uma
banda de 249 pb, individuos homozigotos para o polimorfismo apresentaram somente
uma banda de 273 pb, ja individuos heterozigotos para o polimorfismo apresentaram

uma banda de 249 pb e uma banda de 273 pb.

4.5 ANALISE ESTATISTICA
As frequéncias genotipicas e alélicas foram determinadas por contagem. O
equilibrio de Hardy-Weinberg foi analisado por meio do teste Qui-quadrado (p>0,05).
Sendo este teste necesséario para verificar se a populacdo estudada segue os

principios da genética de populacdes.

5. RESULTADOS

5.1 Interpretacéo dos resultados

No total foram analisadas amostras de 138 individuos, agrupados em 4 grupos.
Os resultados da PCR de todas as amostras foram visualizados em gel de agarose a
2%, o qual por meio do tamanho do amplicon, foi possivel determinar a presenca dos
alelos do tipo selvagem e do mutante; Na Figura 7 estdo representadas algumas
amostras indicando as possiveis visualiza¢des das bandas das regides amplificadas.
A figura 7A apresenta os perfis genotipicos do homozigoto selvagem, caracterizado
por dois alelos do tipo selvagem e presenca de somente uma banda de 249 pb (lane
01) e o perfil genotipico do homozigoto mutante, com a presenca de dois alelos
mutantes, caracterizado por somente uma banda de 273 pb (lane 2), indicando a
adicao de 24 pb em funcéo da sua duplicacéo.

Na Figura 7 B, esté indicada a visualizacéo do heterozigoto, ou seja, o terceiro

perfil possivel, o qual possui a presenca de um alelo selvagem e um alelo mutante. E
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caracterizado pela presenca de duas bandas uma de 249 pb e uma de 273 pb (lane
02).

Marcador Marcador

Figura 7: Gel de Agarose a 2% indicando as possiveis visualizagdes das bandas como resultado da
amplificacdo do gene CHIT1. Na Figura (A) é possivel visualizar na lane de nimero 01 o perfil
homozigoto selvagem com uma banda de 249 pb, na lane de numero 02 o perfil homozigoto para o
polimorfismo, com uma Unica banda de 273 pb. Na figura (B) é possivel observar o perfil heterozigoto,
presente na lane 02, caracterizados pela presenca de duas bandas uma com 249 pb e outra com 273

pb. Foi utilizado marcador de 1000 pb. A lane 01 da Figura (B) corresponde ao controle negativo.
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5.2 Perfil geral dos individuos analisados

O grupo 1 (Tabela 2), composto por pacientes diagnosticados com PCM,
apresentou idade média de 30,3 + 15,3 anos, enquanto os grupos 2, 3 e 4 tiveram
meédias de 41,5+ 16,8, 55,2 £ 14,0 e 43,8 + 6,6, respectivamente. Ao total as amostras

foram constituidas de 54,3% individuos do sexo masculino e 45,7% do sexo feminino.

Tabela 2: Caracterizagdo do género e faixa etaria dos individuos presentes em cada grupo.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Total
Numero de individuos 5 10 20 103 138
Idade em anos* 30,3+15,3 41,5+16.8 55,2+14,0 43,8+6,6 45,6+ 16,9
Género Masculino % 6,7 4 21,3 68 54,3
Género Feminino % 0 11,1 6,3 82,5 45,7

*Média £ DP: as médias das idades foram calculadas a partir dos dados informados pelos participantes.

5.3 Perfil do gene CHIT1 no grupo 1: pacientes com diagnéstico para PCM

Ao todo foram obtidas amostras de cinco pacientes diagnosticados com PCM,
todos eles do sexo masculino (Tabela 2, grupo 1). Dentre os pacientes foi possivel
observar a presenca da duplicacdo de 24 pb no éxon 10 do gene CHIT1, em dois
deles. Esses pacientes apresentaram um alelo selvagem (A) e um mutante (B),
caracterizando-os como heterozigotos (AB). Os dois alelos do tipo selvagem (A) foram
observados em trés deles (Tabela 3), sendo classificados como homozigotos
selvagens (AA). Curiosamente, um dos pacientes que apresentou os dois alelos do
tipo selvagem, foi diagnosticado com coinfeccéo fungica de Paracoccidioides spp. e
Histoplasma capsulatum. Era esperado que este paciente apresentasse a duplicacao

dos 24 pb no éxon 10, porém nenhum alelo do tipo mutante foi observado.

5.4 Perfil do gene CHIT1 no grupo 2: pesquisadores que manipularam o fungo
Foram analisadas amostras de dez pesquisadores que fizeram a manipulacao
de fungos do género Paracoccidioides spp. durante suas atividades laborais e que
nao tiveram diagnostico confirmado para PCM. Dentre os pesquisadores seis
apresentaram o gendtipo do tipo homozigoto selvagem (AA), consequentemente nao

apresentam o polimorfismo. Trés apresentaram o genotipo heterozigoto (AB), com a
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presenca de um alelo selvagem e um alelo mutante. E um pesquisador demonstrou
ser homozigoto para a duplicacdo dos 24 pb no éxon 10 do gene CHIT1 (BB),

caracterizado pela presenca de dois alelos mutantes.

5.5 Perfil do gene CHIT1 no grupo 3: trabalhadores rurais

Dentre as amostras dos vinte trabalhadores rurais sem diagndstico confirmado
para PCM, foi possivel observar que oito possuem o perfil homozigoto selvagem (AA).
Para os perfis contendo o polimorfismo, foi observado que dez amostras

apresentaram perfil heterozigoto (AB), e duas perfil homozigoto (BB).

5.6 Perfil do gene CHIT1 no grupo 4: individuos sem diagnéstico confirmado
para PCM

O grupo contendo individuos sem diagnostico confirmado para PCM, foi
caracterizado pela presenca do genétipo homozigoto selvagem (AA) em cinquenta e
nove individuos, genotipo heterozigoto (AB) em quarenta e um e gendtipo homozigoto

mutante (BB) presente em trés.

5.7 Frequéncias alélicas e genotipicas

As frequéncias alélicas e genotipicas dos quatro grupos estudados sao
mostradas na tabela 3. Os resultados demostram que todos estavam em equilibrio de
Hardy— Weinberg (p > 0,05). A frequéncia alélica do alelo mutante na populacao total
foi de 24,6% enquanto o alelo selvagem foi de 75,4%. A frequéncia genotipica dos
perfis homozigoto selvagem, homozigoto mutante e heterozigoto na populacéo total

(Figura 8) foram de 55,1%, 4,3% e 40,6%, respectivamente.
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Figura 8: Frequéncia genotipica da populacgéo total: (AB) heterozigoto 55%, (BB) homozigoto mutante

41% e (AA) homozigoto selvagem 4%.

Tabela 3: Frequéncias genotipicas e alélicas da duplicacédo de 24 pb no éxon 10 nos grupos. O alelo
(A) representa o alelo selvagem, ja o alelo (B) representa o alelo mutante. Genétipos (AA) representam
homozigoto do tipo selvagem, ou seja, sem mutacao, gendtipos (AB) representam carater heterozigoto

para mutacao e (BB) representam carater homozigoto para a mutacgao.

Frequéncia genotipica n (%) Frequéncia alélica (%) Hardy—Weinberg
Grupos n AA AB BB A B P
1 5 3(60) 2(40) 0(0) 80 20 0,576
2 10 6(60) 3(30) 1(10) 75 25 0,496
3 20 8(40) 10(50) 2(10) 65 35 0,658
4 103 59(57,3) 41(39,8) 3(2,9) 77,2 22,8 0,184
Total 138 76(55,1) 56(40,6) 6(4,3) 75,4 24,6 0,271

6. DISCUSSAO

Apesar dos dados mostrarem um elevado nimero de pacientes diagnosticados
com PCM por ano no Brasil (MARTINEZ, 2006; SHIKANAI-YASUDA et al., 2018), o
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namero de pacientes atendidos no hospital HDT em Goiania no periodo do estudo foi
consideravelmente baixo, o que dificultou uma associacdo mais ampla do
polimorfismo de CHIT1 com a gravidade da PCM na populacdo com diagndstico para
essa micose. Este baixo numero pode ser resultado da baixa procura do atendimento
médico desses pacientes devido as dificuldades trazidas pela pandemia de COVID-
19 e a baixa atencao dada a essa micose.

A PCM por ndo ser uma doenca de notificacdo compulsoria, possui seus dados
de prevaléncia, incidéncia e morbidade, formados a partir de inquéritos
epidemioldgicos, séries de casos e registros hospitalares (SHIKANAI-YASUDA et al.,
2018). Esses fatores tiveram grande impacto no baixo numero amostral,
consequentemente impossibilitando o presente estudo de estabelecer se a presenca
da duplicacéo de 24 pb no éxon 10 do gene CHIT1 é realmente fator de risco para a
evolucdo para um quadro mais grave ou para predisposi¢cdo do individuo em ser
acometido pela PCM. Diante disto, o estudo tomou outro viés que foi o de incluir
amostras de pacientes sem infeccdo confirmada para a PCM, incluindo trabalhadores

rurais, pesquisadores com fungos e académicos.

Este estudo avaliou a prevaléncia da duplicacdo de 24 pb no éxon 10 do gene
CHIT1, na populacdo de Goias. Até entdo, ndo existe na literatura dados que
contribuam para avaliar a prevaléncia do polimorfismo na populacdo brasileira. Os
resultados obtidos indicam que as frequéncias alélicas e genotipicas para a
duplicacéo dos 24 pb no éxon 10 na populacao total estudada se assemelham com
achados de populacbes europeias. Estudos como o realizado por Piras e
colaboradores mostram frequéncia de 77,2% e 75%, em populagdes da Espanha e
Franca, respectivamente para o alelo selvagem, frequéncias muito proximas aos
75,4% encontrado no presente estudo. Outras populagbes europeias como a
holandesa, representada em estudo por Boot e colaboradores, e portuguesa
representadas por estudo de Rodrigues e colaboradores, reforcam esse achado com
a presenca de 76% e 79,9% respectivamente (BOOT et al., 1998; RODRIGUES; SA
MIRANDA; AMARAL, 2004; PIRAS et al., 2007;).
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As frequéncias genotipicas encontradas para a populacao total neste estudo
foram de 55,1% de homozigotos do tipo selvagem, 40,6% para heterozigotos e 4,3%
para os homozigotos mutante. Esses achados parecem estar alinhados com as
frequéncias genotipicas ao redor do mundo. Rodrigues e colaboradores ao analisar a
frequéncia alélica da duplicacdo dos 24 pb na populagéo portuguesa, observaram que
60% da populacdo estudada apresentava 0 genétipo selvagem sem a presenca do
polimorfismo, com 37,3% heterozigética e 2,7% homozigota (RODRIGUES; SA
MIRANDA; AMARAL, 2004). Em uma populacdo iraniana, os resultados foram
semelhantes com a frequéncia de 62,2% do alelo homozigoto selvagem, 31,7%
apresentaram um alelo mutante, e 6,1% apresentaram os dois alelos para a mutacao
(MOTLAGH et al., 2016). O mesmo acontece com as frequéncias encontradas por
Juarez-Rendon e colaboradores em uma populacdo mexicana, na qual 57,8% eram
homozigotos selvagens, 36,6% heterozigoto e 5,5% homozigoto mutante (JANETT,;
RENDON; GARCIA-ORTIZ, 2012).

Em populagbes pertencentes a paises asiaticos como China, Japao, Coréia e
Taiwan, a prevaléncia do gendtipo homozigoto mutante, vem sendo observada com
maior frequéncia, quando comparada ao restante do mundo. Woo e colaboradores ao
analisarem uma populacdo coreana encontraram valores de 47,2% para o genaétipo
heterozigoto, e 32,5% para 0 genétipo homozigoto mutante. Chien e colaboradores
ao analisarem uma populacao de Taiwan observaram valores muito semelhantes, com
30,5% dos individuos apresentando o gendétipo homozigoto mutante. Esses valores
sugerem que possivelmente o alelo mutante (B) tenha surgido entre as populagcdes
asiaticas, e tenha se espalhado para o Ocidente (CHIEN; CHEN; HWU, 2005; LEE et
al., 2007; WOO et al., 2014).

A presenca do alelo selvagem parece garantir niveis eficientes da enzima
CHIT1 contra patégenos fungicos, como foi observado por Moubarz e colaboradores,
em trabalhadores que foram expostos em funcéo das suas atividades ocupacionais a

fungos do género Aspergillus spp. A atividade da enzima CHIT1 em individuos
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mutantes homozigotos demonstrou ser aproximadamente um quarto da atividade

apresentada por individuos do tipo selvagem (MOUBARZ et al., 2022).

A andlise na prevaléncia do polimorfismo de CHIT1 em popula¢gbes que
possuem fatores de risco para o desenvolvimento para PCM, como aqueles que
possuem contato com o solo de areas endémicas e manipulacdo do fungo, é
importante para elaboracdo de estratégias preventivas, como a conscientizacdo sobre

0 perigo desta doenca.

7. CONCLUSAO

A dificuldade em obtermos amostras de sangue de pacientes diagnosticados
com PCM, devido ao baixo numero de pacientes atendidos no hospital HDT,
impossibilitou a associacdo entre a doenca e o polimorfismo de CHIT1. Diante disto,
amostras de individuos sem diagnéstico confirmado para a PCM foram incluidos no
estudo. De acordo com dados da literatura, a presenca da duplicacéo das 24 pb no
éxon 10 do gene CHIT1, aumenta a suscetibilidade a infeccbes por patdogenos
contendo quitina. Dentre os pacientes diagnosticados com PCM nao foi possivel
observar o genétipo homozigoto, porém esse perfil genético foi observado nos demais
grupos. A prevaléncia alélica e genotipica da duplicacdo dos 24 pb no éxon 10 do
gene CHIT1 na populacéo total, formada por pessoas residentes do estado de Goias,
foi semelhante as frequéncias observadas em outros estudos com populagbes de

diferentes paises.

8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Este estudo terd continuidade na tentativa de obtermos mais amostras de
pacientes com PCM e outras micoses, para entender a prevaléncia da duplicacédo de
24 pb no éxon 10 do gene CHIT1 na populagédo de pessoas que residem no estado

de Goias.
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Coletar amostras de saliva e/ ou sangue de pacientes internados em hospitais na regido de Goiania com
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convencional sulfametoxazol-trimetroprim em nanoparticulas de quitosana. Espera-se que a
nanoencapsulagcdo da CHIT1 possa evitar a

sua degradacéo in vivo e, desta forma, ela possa estimular o sistema imunolégico do

hospedeiro ao mesmo tempo em que o farmaco possa atuar em sinergia para combater o

patégeno
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Enderego: Pro-Reitoria de Pesquisa e Inovagédo - Agéncia UFG de Inovagéo, Alameda Flamboyant, Qd. K, Edificio K2
Bairro: Campus Samambaia, UFG CEP: 74.690-970

UF: GO Municipio: GOIANIA

Telefone: (62)3521-1215 E-mail: cep.prpi@ufg.br
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Continuagéo do Parecer: 4.736.745

UFG - UNIVERSIDADE ) Plataforma
FEDERAL DE GOIAS %oﬂ

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informacgdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 19/05/2021 Aceito
do Projeto ROJETO_1643176.pdf 20:09:42
Outros Carta_CEP_ajustes_projeto_v2.pdf 19/05/2021 |ANDRE CORREA Aceito

20:08:43 |AMARAL
Projeto Detalhado / |Projeto_CHIT1_ppsus_ajustado_CEP_v| 19/05/2021 |ANDRE CORREA Aceito
Brochura 2.pdf 20:06:37 |AMARAL
Investigador
Declaragao de Termo_de_compromisso_todos.pdf 19/05/2021 |ANDRE CORREA Aceito
Pesquisadores 20:05:10  |AMARAL
Outros Carta_CEP_ajustes_projeto.pdf 29/03/2021 |ANDRE CORREA Aceito
21:01:20  |AMARAL
TCLE/Termos de | TCLE_CHIT1.pdf 29/03/2021 | ANDRE CORREA Aceito
Assentimento / 21:00:05 |AMARAL
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / | Projeto_CHIT1_ppsus_ajustado_CEP.pd| 29/03/2021 |ANDRE CORREA Aceito
Brochura f 20:59:24 |AMARAL
Investigador
Projeto Detalhado / | Projeto_CHIT1.pdf 09/10/2020 | ANDRE CORREA Aceito
Brochura 14:57:15 |AMARAL
Investigador
TCLE/Termos de | TCLE.pdf 08/10/2020 | ANDRE CORREA Aceito
Assentimento / 11:36:15 |AMARAL
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto Plataforma_Brasil_folha_rosto_assinada| 08/10/2020 |ANDRE CORREA Aceito
.pdf 11:22:11  [AMARAL

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

GOIANIA, 26 de Maio de 2021

Assinado por:

Rosana de Morais Borges Marques
(Coordenador(a))

Endereco: Proé-Reitoria de Pesquisa e Inovagéo - Agéncia UFG de Inovagado, Alameda Flamboyant, Qd. K, Edificio K2
Bairro: Campus Samambaia, UFG CEP: 74.690-970

UF: GO Municipio: GOIANIA

Telefone: (62)3521-1215 E-mail: cep.prpi@ufg.br
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INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA
DEPARTAMENTO DE BIOCIENCIAS E TECNOLOGIA

LABORATORIO DE NANO&BIOTECNOLOGIA
Rua 235, s/n, Setor Universitinio, Goidnia, GO, Brasil, CEF T4605-050

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE

Prezado (a) Senhor (a),

Vocé esta sendo convidado(a) a participar como voluntariofa) de uma pesquisa sobre a
relacdo de fatores genéticos envolvidos na doenga paracoccidioidomicose, que & uma micose que
pode acometer diferentes partes do corpo como, por exemplo, pulmdes, figado, pele, boca etc. O
titulo desta pesquisa é “Avaliacdo do polimorfismo de CHIT1 como fator de risco para
Paracoccidioidomicose e seu efeito como adjuvante ao tratamento da Paracoccidioidomicose”. Meu
nome é Tiago Lemos do Mascimento com area de atuacdo em biomedicina, aluno de mestrado,
orientado pelo pesquisador responsavel Prof. Dr. André Corréa Amaral Apds receber os
esclarecimentos e as informagbes a seguir, se vocé aceitar fazer parte do estudo, assine ao final
deste documento, que esta impresso em duas vias, sendo que uma delas é sua e a outra pertence ao
pesquisador responsavel. Caso vocé ndo queira participar dests pesquisa vocé nfo serd
penalizadofa) de forma alguma. Mas se vocé aceitar participar, as dividas sobre a pesquisa poderdo
ser esclarecidas pelo pesquisador responsavel, pelo e-mail andre_amaral@ufg.br e, inclusive, sob
forma de ligacio a cobrar ou mensagem de texto por meio do ndmero de telefone (62) 98171-9282.
Ao persistirem as duvidas sobre os seus direifos como participante desta pesquisa, vocé também
podera fazer contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Goids,
pelo telefone (62) 3521-1215, informando o protocolo nimero 4.726.745, referente a provacdo deste
projeto de pesquisa pelo CEP/UFG.

Titulo do projeto: Awaliagido do polimorfismo de CHIT1 como fator de risco para
Paracoccidioidomicose.

Objetivo _do estudo: Investigar o polimorfismo no gene CHITT em  pacientes com
paracoccidioidomicose confirmada (C1D B41).

Descricdo detalhada do método: depois gue vocé concordar em participar deste estudo e assinar no
final deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), vocé receberd um namero de
identificacdo no projeto. Uma pessoa qualificada coletard uma amostra do seu sangue (5mL) que
serd coletado de uma vela de um dos seus bragos usando seringa e agulha esterilizadas e
descartaveis. O seu sangue sera colocado em um tubo de ensaio identificado pelo nimero que vocé
recebeu ao assinar o TCLE. Estes tubos contendo as amostras serdo levados para o Laboratorio de
MNano&Biotecnologia do Instituto de Patologia Tropical e Salde Publica da Universidade Federal de
Goias, para realizar a extracdo do DNA. O sangue que sobrarem depois de realizados os testes, ndo
serdo utilizados em nenhuma outra pesquisa sem a sua autorizacdo.
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LABORATORIO DE NANO&BIOTECNOLOGIA
Rua 235, s/n, Setor Universitirio, Goidnia, GO, Brasil. CEP T4605-050

Possiveis riscos: A coleta do sangue serd feita por uma pessoa treinada e o procedimento serd
semelhante ao que vocé ja deve ter feito, por exemplo, quando coletou sangue para fazer exames
de rotina. Em todos os momentos da coleta ser3o respeitadas as condigdes de seguranga, as
mesmas ja mantidas no ambulatorio do hospital Em algumas pessoas pode aparecer uma area
arroxeada/ escurecida no local onde fol injetada a agulha e que desaparecem em poucos dias. A
todo momento vocé pode perguntar sobre o procedimento que sera realizado.

Beneficios: ao aceitar participar desta pesquisa, saiba que os dados poderdo ser usados para ajudar
o seu médico a escolher um tratamento mais apropriado e eficiente para tratar a sua doenga. Além
de vocé, muitas outras pessoas que sofrem com a paracoccidioidomicose poderdo ser beneficiadas
e ajudadas com este seu gesto de colaboracao.

Ressarcimento de despesas: a sua participacao neste estudo € como voluntério. Portanto, vocé ndo
terd que pagar e ndo receberd pagamento ou qualguer gratificacdo financeira para participar deste
estudo. Caso vocé entenda que seja necessario, vocé tem o direito de pleitear nos orgaos
competentes, indenizac3o (reparacdo a danos imediatos ou futuros), garantida em lei, decorrentes
de sua participacdo na pesquisa.

Duracio da pesquisa e divulgacio dos dados: a sua participacio no estudo ocorrerd somente agora

e apenas uma vez, independente da durag3o total da pesquisa. Apds a sua concordancia em
participar e assinar este TCLE, prosseguiremos para a coleta das amostras. Em nenhum momento os
seus dados pessoais serdo divulgados, pois serd criado um ndmero que serd usado para
acompanhar as suas amostras. Apds a realizacio dos testes no laboratdrio, enviaremos os seus
resultados para o seu médico que podera divulga-los a vocé, caso seja do seu interesse. Os seus
resultados, juntamente com os de outros voluntarios na pesquisa, serdo usados para gerar dados
para analisar o polimorfismo no gene CHITT e a sua correlacdo com a paracoccidioidomicose. Estes
dados poderdo ser divulgados nos meios cientificos, tais como artigos e resumos em eventos.
Ressalta-se que os seus dados pessoals ndo serdo divulgados.

Consentimento e duracdo da participacdo: O sangue gue sobrar depois de realizados os testes, serd
descartado seguindo as normas de descarte de material biologico. Os resultados das analises de
suas amostras so poderdo ser usados para outros estudos mediante o seu consentimento e da
assinatura de um novo TCLE e somente apds a aprovacao da nova pesquisa pelo CEP/ UFG ou ainda
pelo COMEP. Ressalta-se gue vocé tem a garantia expressa de liberdade de se recursar a participar
ou retirar 0 seu consentimento, em qualguer fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma e sem
prejuizo ao seu cuidado ou 8 continuidade do seu tratamento.

Consentimento da Participagio da Pessoa como Sujeito da Pesquisa
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B, oo eeeemeesseeemseesee e s essems e e smes et e b€ e 4 S e84 8 e e85 et abaixo assinado,
concordo em participar do estudo intitulado “Avaliacido do polimorfismo de CHITT como fator
de risco para Paracoccidioidomicose”. Informo ter mais de 18 anos de idade, e destaco que minha
participacdo nesta pesquisa & de cardter voluntario. Fui, ainda, devidamente informado(a) e
esclarecidola), pelo pesquisador(a) responsavel
.............................................................................................................. . sobre a pesquisa, os procedimentos e
métodos nela envolvidos, assim como os possivels riscos e beneficios decorrentes de minha
participagdo no estudo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade. Declaro, portanto, que concordo com a minha

participagdo no projeto de pesquisa acima descrito.

Assinatura por extenso do(a) participante

Assinatura por extenso do(a) pesquisador(a) responsével

Testemunhas em caso de uso da assinatura datiloscopica

54



