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RESUMO

A ordem Chiroptera mostra-se como reservatério para varios agentes infecciosos, incluindo
protozodarios, bactérias, virus e fungos. A fim de investigar a a eco-epidemiologia de
Histoplasma capsulatum no Nordeste do Brasil, foram capturados 83 morcegos em areas
urbanas e rurais no estado do Ceard, em coletas diurnas e noturnas, durante o periodo de
agosto de 2010 a marco de 2011. Apds eutanasia, fragmentos de baco, figado e pulméo foram
removidos, macerados e aliquotas de 100uL foram semeadas em placas contendo agar BHI
modificado, as quais foram incubadas por até seis semanas nas temperaturas de 28°C e 35°C,
Aliquotas remanescentes de cada material macerado foram estocadas a -20°C. Embora o
fungo nédo tenha sido isolado em nenhuma amostra, apés 21 dias de incubacdo a 35°C foi
observado o crescimento de uma coldnia fangica sugestiva de Coccidioides spp. em amostra
de pulméo da espécie Carollia perspicillata. Fragmentos de pulmao do morcego retirados do
estoque a -20°C e analisados ao microscépio Optico revelaram estruturas esféricas
semelhantes a forma parasitaria do fungo. A coldnia foi investigada por meio do teste de
reversao in vivo em modelo murino, com observacdo dos animais inoculados por até quatro
semanas. A identificacdo molecular das culturas foi realizada por reacdo de PCR especifica
para C. posadasii, empregando os oligonucleotideos Coi9-R e Coi9-F. Por fim, amostras de
macerados dos pulmdes, baco e figado foram investigadas quanto a presenca de anticorpos ou
antigenos especificos para C. posadasii, bem como quanto a presenca de anticorpos anti-
Histoplasma, por meio da técnica de imunodifusdo. Esférulas caracteristicas de Coccidioides
spp. foram visualizadas em amostras de pulmdo dos camundongos infectados
experimentalmente. Analise molecular das culturas isoladas de pulméao de C. perspicillata,
bem como dos 6rgdos dos camundongos, mostraram banda de aproximadamente 630 pb,
caracteristica de C. posadasii. Por meio de reacdo de imunodifusdo, foram detectados dois
animais reagentes para antigenos de Coccidioides. Os animais pertenciam as espécies
Glossophaga soricina e Desmodus rotundus e um animal da espécie G. soricina anticorpo-
positivo para Coccidioides. Nao foi observada presenca de anticorpos anti-Histoplasma em
nenhuma das amostras. O presente estudo mostra o primeiro isolamento de C. posadasii em
quirépteros. Adicionalmente, de forma inédita, detectou-se de antigenos e anticorpos
especificos para C. posadasii nestes animais. Faz-se necessario o estudo dos quiropteros na
ecoepidemiologia do pat6égeno.

Palavras-chave: Coccidioides posadasii, quiréptero, ecoepidemiologia.



ABSTRACT

The order Chiroptera is shown as a reservoir for various infectious agents, including
protozoan, bacteria, virus and fungi. To investigate the eco-epidemiological aspects of
Histoplasma capsulatum in Northeast Brazil, 83 bats were captured in urban and rural areas in
Ceard, collected in day and night, during the period August 2010 to March 2011. After
euthanasia, fragments of sleen, liver and lung were removed, macerated and 100 pL aliquots
were plated on agar containing modified BHI, which were incubated for up to six weeks at
temperatures of 28 °C and 35 °C. Aliquots of each remaing macerated material stored at -20
°C. Although the fungus was not isolated in any samples, after 21 days at 35 °C was observed
the growth of a fungal colony suggestive of Coccidioides spp. in lung samples of the species
Carollia perspicillata. Fragments of the bet lung removed from storage at -20 °C and
analyzed by optical microscopy revealed spherical structures similar to the shape of the
parasitic fungus. The colonies were investigated by means of the reversion in vivo in a murine
model, with observation of the animals incoculated up to four weeks. The molecular
identification of cultures was performed by PCR specific for C. posadasii, using the
oligonucleotides Coi9-R and Coi9-F. Finally, samples of macerated lung, spleen and liver
were investigated for the presence of antibodies or antigens specific for C. posadasii, as well
as the presence of anti-Histoplasma, by immunodiffusion. Spherules of Coccidioides spp.
features were visualized in lung samples of mice experimentally infected. Molecular analysis
of cultures isolated from lungs of C. perpicillata, as well as organs of mice, showed
approximately 630 pb band, characteristic of C. posadasii. By immunodiffusion reaction, two
animals were detected reagents for Coccidioides antigens. The animals belonged to the
species Glossophaga soricina and Desmodus rotundus and an animal of the species G.
soricina antibody-positive for Coccidioides. There was no presence of anti-Histoplasma is
any sample. The present study shows the first isolation of C. posadasii in bats. Additionally,
in an unprecedented manner, we detected antigens and antibodies specific to C. posadasii
these animals. Its is necessary to the study of bats in ecoepidemiology the pathogen.

Keywords: Coccidioides posadasii, bats, eco-epidemiology.
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micromorfologia da coldnia visualizada com adi¢do de lactofenol azul
algoddo (B); macromorfologia observada em tubo contendo meio agar
Patata deXtroSE (C)...veiveiieiiieiieie et
Observacéo de esferulas da forma parasitaria de Coccidioides spp., em
macerado de pulmdo de quirdptero da espécie Carollia perspicillata:
Esférula rompida (A) e Esférula contendo endosporos em seu interior
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Figura 24

Visualizacdo de esférulas de Coccidioides posadasii em oOrgdos de
camundongos infectados experimentalmente. Preparagéo tipo lamina-
laminula com KOH 10% mostrando esférulas em processo de
maturacao, mostrando grande vacuolo central (A-C); esférula madura
liberando enddporos (D). Esférulas maduras repletas de endosporos em
preparados histoldgicos corados por Grocott-Gomori (E, F), Fontana
Masson (G, H) e PAS (I, J)
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Sistema Nervoso Central

Tampdo Tris Borato EDTA

Tube precipitin — Precipitacdo em Tubo



1. INTRODUCAO

1.1 FUNGOS

Os fungos sdo seres eucariontes e heterotréficos, considerados ubiquos e
cosmopolita, por estarem presentes em uma diversidade de ambientes e, adaptarem-se a
diversas circunstancias impostas pelo meio (SIDRIM; ROCHA; CORDEIRO, 2004,
ALMEIDA, 2008). Desempenham importantes papéis na natureza, sendo responsaveis pela
reciclagem da matéria, através da decomposicdo. Adicionalmente, sdo utilizados na
alimentacdo, industria, biotecnologia, agricultura, tendo ainda importdncia como seres
causadores de doengas no homem, plantas e animais (ANDERSON; CAIRNEY, 2004).

As infeccdes fungicas sdo consideradas importantes problemas de salde publica
(CHAKRABARTI; 2005) e, nas Gltimas trés décadas, tem sido observado um aumento na
frequéncia das micoses sistémicas devido a crescente sobrevida dos pacientes
imunossuprimidos, como aqueles com aids, além da melhoria dos métodos diagndsticos e dos
procedimentos cirurgicos (ESPINEL-INGROFF, 1996; UNIS; OLIVEIRA; SEVERO, 2004).
As micoses sistémicas — aquelas que comprometem um ou mais 6rgaos profundos (ODDS et
al., 2002) — podem ser didaticamente classificadas em duas amplas categorias: micoses
oportunistas e endémicas (PFALLER; DIEKEMA, 2010). Embora o numero de patdgenos
oportunistas seja crescente, 0s principais agentes correspondem a espécies dos géneros
Candida e Aspergillus, além de Cryptococcus neoformans e Pneumocystis jirovecii. As
micoses endémicas, por sua vez, sdo causadas principalmente por fungos termo-dimorficos,
sendo Histoplasma capsulatum, Coccidioides spp., Paracoccidioides brasiliensis e
Blastomyces dermatitidis os principais agentes (PFALLER; DIEKEMA, 2010).

No Nordeste brasileiro, a coccidioidomicose € considerada uma micose endémica,
uma vez que a regido apresenta caracteristicas geoclimaticas compativeis com a proliferacéo
do fungo no solo: clima semi-arido com altas temperaturas, baixos niveis pluviométricos,
longos periodos de seca, ventos frequentes e solo alcalino (SILVA et al., 1997), tal como

observado no interior do Ceara, Nordeste do Brasil.
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1.2 ASPECTOS HISTORICOS DA COCCIDIOIDOMICOSE

Estudos retrospectivos sugerem a existéncia de infec¢do por Coccidioides spp.
desde a pré-histéria da América do Norte. Galgiani (1993) relata que estudiosos observaram
ao microscopio esférulas caracteristicas da forma parasitaria do fungo a partir de lesdes em
esqueleto de amerindio com idade aproximada de 1.000 anos. Adicionalmente, estudos
conduzidos por Morrow (2006) evidenciaram a presenca de esférulas em fossil de um biséo
de aproximadamente 8.500 anos, encontrado em Nebraska, Estados Unidos, regido que nao
corresponde a &rea endémica de coccidioidomicose. Tal achado cria duas hipdteses, a
primeira sugere que a zona endémica para a micose no Holoceno fosse mais ampla; e a
segunda, que o bisdo tenha migrado da zona endémica para uma nao endémica (MORROW,
2006). Contudo, o primeiro caso de coccidioidomicose foi relatado em 1892, na Argentina,
quando o residente de medicina Alejandro Posadas (Figura 1A) e seu professor Robert
Wernicke descreveram microrganismos semelhantes a protozoarios da ordem Coccidia em um
paciente que apresentava lesdes cutaneas cronicas (GALGIANI, 1993; FISHER et al., 2002;
HIRSHMANN, 2007). Posadas inoculou material de seu paciente em varios mamiferos,
dentre eles: cdo, gato e macaco, promovendo infecgbes experimentais nestes animais
(HIRSHMANN, 2007).

Em 1984, Emmet Rixford (Figura 1B) e Thorne apresentaram os aspectos clinicos
dos dois primeiros casos que ocorreram nos Estados Unidos em imigrantes recém-chegados a
regido do Vale de Séo Joaquim, na Califérnia (AMPEL, 2009). Em 1986, Rixford e T. Caspar
Gilchrist verificaram um parasita semelhante aquele observado por Posadas, descreveram-no
como um protozoario da ordem Coccidia, Classe Sporozoa, nomeando-o de Coccidioides
immitis, fazendo mencdo a sua morfologia (“Coccidia”) e sua caracteristica clinica (“not
mild” que significa em portugués, ndo leve) (HIRSHMANN, 2007).

A natureza fungica do parasita s6 foi reconhecida em 1900 por William Ophlils
(Figura 1C) e Herbert C. Moffitt (Figura 1D), quando ocorreu o terceiro caso nos Estados
Unidos em um imigrante portugués. Os pesquisadores cultivaram amostra de pus proveniente
de abscessos do paciente e observaram crescimento fingico que a principio acreditaram ser
resultado de contaminacdo. Entdo, produziram infeccdo em cobaias, isolando o
microrganismo em varios tecidos destes animais (RYFKOGEL, 1908; HIRSHMANN, 2007;
DEUS FILHO, 2009). Desta forma, foi revelado que o agente causador da doenca ndo se
tratava de um protozoario e sim de um fungo que apresentava duas formas: micelial em
cultura e esférula em tecidos (HIRSHMANN, 2007; NEGRONI, 2008).
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Figura 1. Pesquisadores que contribuiram para as primeiras descobertas sobre a
coccidioidomicose: Alejandro Posadas (A), Emmet Rixford (B), William Ophiils (C) e

Herbert Moffitt (D). Fonte: Internet (Endereco eletrénico completo em anexo)

Em 1929, o estudante de medicina Harold Chope, em experimentos no laboratério
de Ernest Dickson, contaminou-se acidentalmente com o fungo, desenvolvendo um quadro de
pneumonia com eritema nodoso, semelhante ao quadro clinico conhecido por “Febre do
Vale”, o qual acometia trabalhadores do Vale de S@o Joaquim (NEGRONI, 2008). A
associacao entre esta doenga ocorreu quando o médico Ernest Dickson reencontrou Myrnic
Gifford, sua ex-aluna, e tomou ciéncia de que, a cada 15 pacientes com “Febre do Vale”, trés
apresentavam eritema nodoso, verificando que esta doenca e a coccidioidomicose se tratavam
da mesma enfermidade (SMITH et al., 1946; HIRSCHMANN, 2007; AMPEL, 2009).

Em adicdo ao reconhecimento da forma benigna da doenga, um marco historico

no entendimento da doenca foi realizado por Robert A. Stewart (Figura 2A) e Karl F. Meyer
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(Figura 2B) em 1932, os quais estabeleceram a caracteristica geofilica de Coccidioides
immitis, apds realizarem o isolamento do fungo em amostras do solo de uma fazenda em Kern
County, Califérnia, onde teriam morrido quatro filipinos decorrentes da “Febre do Vale”
(HIRSCHMANN, 2007; NEGRONI, 2008). Os autores prepararam suspensdes de solo em
solucdo de NaCl a 30-50% e, apds breve centrifugacdo, o sobrenadante obtido foi inoculado
em placas contendo meio seletivo, e injetado por via subcutanea em cobaias (WANKE et al.,
1999).

A fim de padronizar a nomenclatura dos relatos médicos vigentes, Dickson, em
1937, sugeriu que todas as doengas causadas por C. immitis, independentemente do quadro
clinico, seriam chamadas de coccidioidomicose. Concomitantemente, o reconhecimento do
eritema nodoso como forma benigna e auto-limitada da coccidioidomicose, suscitou alguns
guestionamentos quanto a alta positividade de testes cutaneos em individuos do Vale de S&o
Joaquim, o porqué de nem sempre ser observado o eritema nodoso? Seria possivel imunizar
os recém-chegados a determinada &rea endémica, uma vez que era observado suscetibilidade
nestes e imunidade nos moradores da area? (SMITH et al., 1946).

Grandes avangos no entendimento dos aspectos epidemioldgicos, clinicos e
patoldgicos da coccidioidomicose foram realizados por Smith et al. (1946) (Figura 2C), que
realizaram uma série de estudos imunoldgicos em militares recém-ingressos em uma base
militar na regido do Vale de Sdo Joaquim. Na pesquisa, 0s soldados foram testados quanto a
reatividade cuténea ao antigeno coccidioidina; os que apresentavam resultados negativos eram
novamente testados em diferentes intervalos de tempo. Os resultados mostraram que
infeccOes assintomaticas ocorriam em 60% dos casos e que a taxa de mortalidade nos casos de
doencga disseminada variava de 30 a 60%. Deste modo, foi possivel concluir que o eritema
nodoso seria apenas uma das formas benignas da doenca, podendo inclusive ocorrer sem
nenhuma sintomatologia associada (SMITH et al., 1946).

Na década de 1950, foi observado o primeiro caso de coccidioidomicose cutanea
em um embalsamador. A infec¢do fungica ocorreu apos o profissional cortar a pele no caix@o
e entrar em contato com sangue e material purulento de visceras que continha C. immitis.
Estudos sobre a avaliacdo clinica e os aspectos sobre a aquisicdo da doenga neste caso
permitiram que pesquisadores afirmassem que a forma cutdnea da doenca seria rara
(ESPINEL-INGROFF, 1996).
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Figura 2. A natureza geofilica de Coccidioides spp. foi descoberta por Robert Stewart (A) e Karl Meyer (B).
Grandes avancos no entendimento dos aspectos epidemiolégicos da coccidioidomicose foram realizados por

Charles Smith (C). Fonte: Internet (Enderego eletronico completo em anexo)

No Brasil, o primeiro caso da doenca ocorreu em 1978, em um paciente oriundo
do municipio de Parapiranga, na Bahia e residente ha seis anos no estado de Séo Paulo. O
paciente apresentou problemas respiratorios e, a despeito da negatividade dos exames
realizados, teve o seu caso clinico diagnosticado como tuberculose. O segundo caso foi
observado no Distrito Federal em 1979, acometendo um paciente natural da cidade de
Floriano, no Piaui, que apresentou em sua radiografia mualtiplos nédulos bilaterais. Em ambos
0s casos, o diagnostico da doenca foi baseado na visualizacdo de esférulas do fungo em cortes
histoldgicos de tecidos pulmonares (GOMES et al., 1978; VIANNA; PASSOS; SANT'ANA,
1979; MORAES et al., 1998; VERAS et al., 2003).

Apbés 15 anos, Wanke descreveu o0 primeiro surto epidémico de
coccidioidomicose pulmonar no Brasil, na cidade de Oeiras, Piaui (WANKE, 1994). Em
1997, foi descrito o segundo surto ocorreu no estado do Ceard, municipio de Aiuaba e
acometeu quatro homens apds uma cacada a tatus (SILVA et al., 1997; SIDRIM et al., 1997).
Apenas em 1998, ap6s descri¢do destes surtos, o Brasil foi incluido no mapa de distribuigo
geografica da coccidioidomicose (PAPPAGIANIS, 1998).

No estado do Ceard, o primeiro caso da doenca foi descrito em 1995, em um
paciente natural de Jaguaribara (KUHL et al., 1995), cidade que foi inudada apds a construcéo
do acude Castanhdo e que apresentava-se como uma regido semi-arida, seca, com vegetacao
rica em cactos, nas margens do rio Jaguaribe (DIOGENES et al., 1995), ou seja, condicdes
ambientais semelhantes as observadas em areas endémicas para coccidiodomicose. Fato que

levou Diogenes et al. (1995) a realizarem inquérito epidemiolégico com esferulina na
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localidade de Poco Comprido (Jaguaribara, Ceard). O estudo apresentou indice de reatividade
ao antigeno de aproximadamente 12%, sugerindo a existéncia de coccidioidomicose-infeccao
no Ceara. Recentemente, Cordeiro et al. (2010) afirmaram que ja foram diagnosticados 19

casos da doenca no estado do Ceara, excluindo-se o caso descrito por Kuhl et al. (1995).

1.3 CARACTERISTICAS DO GENERO COCCIDIOIDES

Segundo Fisher et al. (2002), as espécies do género Coccidioides pertencem ao
Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe Eurotiomycetes, Ordem Onygenales, Familia
Onygenaceae. O género Coccidioides apresenta diversidade gendmica (DICAUDO, 2006),
sendo representado por duas espécies, Coccidioides immitis e C. posadasii (FISHER et al.,
2002). Estudos genéticos ressaltam a proximidade filogenética entre Coccidioides e espécies
patogénicas e saprobias (SHARPTON et al., 2009), conforme demonstrado na figura 3.
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Figura 3. Aspecto evolutivo que determinaram a patogenicidade em Coccidioides spp. e suas relagfes com
outras espécies fungicas. (A) Delecdo de genes envolvidos no metabolismo de material vegetal; (B)
Expansdes das familias de genes relacionados as proteases e queratinases, proporcionando associacdo nao
patogénica com mamiferos; (C) Aquisicdo e adaptacdo de genes envolvidos no metabolismo, membrana
bioldgica e producdo de micotoxinas, tornando-o capaz de causar doenca; (D) Genes do metabolismo e
secrecdo de proteinas, sdo compartilhados entre C. immitis e C. posadasii e tém sido sujeitos a selecdo

positiva desde a divergéncia entre as duas espécies. Fonte: SHARPTON et al. (2009).
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Os patogenos C. immitis e C. posadasii apresentam as mesmas caracteristicas
morfolégicas e clinicas, embora apresentem diferencas geogréficas e moleculares (FISHER et
al., 2002; MURTHY; BLAIR, 2009; AJITHDOSS et al., 2011). As espécies C. immitis e C.
posadasii anteriormente reconhecidas como cepas “Californiana” e ‘“N&ao-Californiana”,
respectivamente, foram assim denominadas devido sua distribuicdo geogréfica: C. immitis
estd limitado ao Vale de Sdo Joaquim, na California, enquanto C. posadasii pode ser
encontrado em varias regides do sudoeste dos Estados Unidos e nas Américas Central e do
Sul (FISHER et al., 2002; DICAUDO, 2006). As diferencas genéticas entre as duas espécies
foram observadas por meio da anélise de polimorfismos de microssatélites (FISHER et al.,
2002) e por reacdo de PCR (UMEYAMA et al., 2006).

Embora Coccidioides spp. sejam considerados fungos termo-dimarficos, outros
fatores quimicos e fisicos, a despeito da temperatura, parecem ser determinantes para a
transicdlo morfoldgica micélio-levedura. Diversos estudos mostram que esférulas e
endosporos do fungo ndo sdo facilmente cultivados in vitro. No entanto, relativo sucesso é
obtido em meios sintéticos suplementados com o dispersante N-Tamol (LONES; PEACOCK,
1959; PETKUS et al., 1985) e incubacédo a 40 °C em atmosfera contendo 20% de CO, (SUN;
HUPPERT; VUKOVICH, 1976). Dados experimentais mostram que 0s aminoacidos
aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano sdo importantes para a conversdo micélio-
levedura e maturacao das esférulas in vitro (BROOKS; NORTHEY, 1962).

Na fase filamentosa, a macromorfologia é caracterizada pelo crescimento de um
micélio vegetativo com coldnias brancas de aspecto algodonoso (Figura 4A), que podem
mudar de cor para castanho ou marrom com a maturacdo. Analise micromorfoldgica revela
hifas hialinas, septadas e ramificadas, de 2 a 4 um de didmetro (Figura 4B) (KOLIVRAS et
al., 2001; WANKE; LAZERA; EULALIO, 2005). A partir do quinto dia de cultivo, é possivel
verificar na micromorfogia uma grande quantidade de artroconidios sendo formados, de
maneira que haja alternancia destas estruturas com células degeneradas, denominadas
disjuntores (Figura 4C) (KOLIVRAS et al., 2001). Os artroconidios - estruturas de forma
retangular ou abaulada, semelhantes a um pequeno barril - sdo a forma infectante do fungo
(AVILES-SALAS; QUINTERO-CUADRA; CORNEJO-JUAREZ, 2007).



29

Figura 4. Macromorfologia de Coccidioides spp. em Agar Batata Dextrose, mostrando col6nias
brancas com textura algodonosa (A). Aspecto micromorfoldgico de Coccidioides spp. revelando hifas
hialinas jovens (B) e hifas maduras contendo artroconidios (seta) espagados por células disjuntoras

(C). Montagens tipo lamina-laminula com lactofenol azul algoddo. FONTE: CEMM, 2011

A estrutura parasitaria de Coccidioides spp. em amostras clinicas —
historicamente, a primeira forma descrita do fungo — é visualizada como uma esférula
endosporulante em preparac6es do tipo lamina-laminula com hidroxido de potassio (KOH) a
10% ou em cortes histolégicos corados com hematoxilina-eosina (HE), com &cido periddico
de Schiff (PAS) ou com impregnacdo de Gomori-Grocott (Figura 5). A esférula se mostra
arredondada, com parede espessa, variando de 60 a 100 um de didmetro, ndo apresentando
brotamento. Quando madura, contém em seu interior centenas de endosporos uninucleados,
com 2-5 pum de didmetro (WANKE; LAZERA; EULALIO, 2005; SAUBOLLE;
MCKELLAR; SUSSLAND, 2007; DEUS FILHO, 2009).

Figura 5. Aspecto micromorfoldgico da forma parasitaria de Coccidioides spp. em tecido pulmonar de
camundongos, visualizado em exame direto com KOH 10% (A), histopatolégico corado por PAS (B) e

Grocott-Gomori (C), com observacao de endosporos liberados de esférula rompida. Fonte: CEMM, 2011.
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1.4 ECOEPIDEMIOLOGIA DAS ESPECIES DO GENERO COCCIDIOIDES

Os fungos do género Coccidioides vivem saprofiticamente em solos salinos e
alcalinos de regies semi-aridas e aridas do hemisfério ocidental do globo, entre as latitudes
40°N e 40°S (GREENE; KOENIG; FISHER, 2000; SABOULLE; MCKELLAR,
SUSSLAND, 2007; CORDEIRO et al. 2010). Essas regifes apresentam precipitacoes
escassas num limitado periodo de tempo, com inverno ameno e verdo quente (GREENE;
KOENIG; FISHER, 2000; LANIADO-LABORIN, 2007), e temperaturas proximas a 30°C.
Dados mostram que Coccidioides spp. podem ser isolados entre 10 e 30 cm abaixo da
superficie do solo (LANIADO-LABORIN, 2007).

Estudos relacionados ao isolamento de Coccidioides spp. do solo descrevem que o
crescimento do fungo é dependente do aumento da umidade, seguido de um periodo seco em
que as hifas sofrem dessecacdo, formam artroconidios infectantes que séo liberados no
ambiente pela acdo do vento e de outros aspectos climéaticos, bem como antropogénicos,
tornando essas estruturas possiveis de serem inaladas (COMRIE, 2005; KOLIVRAS et al.,
2001). O crescimento do fungo no solo é influenciado pelas estacbes do ano e clima
(GREENE; KOENIG; FISHER, 2000), assim como, sua presenca esporadica neste habitat
esteja relacionada a menor capacidade de competicdo por nutrientes, em compara¢do com
outras espécies geofilicas (LACY; SWATEK, 1974). Ademais, os artroconidios infectantes
podem tornar-se invidveis devido a temperatura excessiva, luz ultravioleta e baixa umidade
(FISHER et al., 2007). Nos meses mais quentes do ano, o fungo tem sua populagéo no solo
diminuida, devido a temperatura elevada que causa a morte celular; enquanto no periodo
chuvoso ocorre o repovoamento do solo com abundancia de crescimento fangico (WANKE;
LAZERA; EULALIO, 2005).

O fungo é encontrado em regides onde ocorrem certas espécies vegetais, tais
como algaroba, jojoba e chaparral, sendo esta Gltima a associagdo mais conhecida
(LANIADO-LABORIN, 2007). A algaroba (Prosopis juliflora) é uma planta xeréfila
adaptada a condigdes criticas de precipitacdo pluviométrica e de nutrientes no solo
(OLIVEIRA et al., 1999). A jojoba (Simmondsia chinensis) é uma planta arbustiva xerofita de
importancia na indutria coméstica, com origem no deserto de Sonora, Sudoeste dos Estados
Unidos e Noroeste do México, capaz de crescer em solos pobres e arenosos. Por sua vez, 0
chaparral (Larrea tridentata) é uma planta arbustiva comum nas regides aridas do Norte do
México e Sudoeste dos Estados Unidos (ARTEAGA; ANDRADE-CETTO; CARDENAS,
2005).
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Casos da doenga ja foram descritos nos Estados Unidos, México, Guatemala,
Honduras, Venezuela, Colémbia, Bolivia, Argentina, Paraguai e Brasil (WANKE; LAZERA,;
EULALIO, 2005; LANIADO-LABORIN, 2007; SABOULLE; MCKELLAR, SUSSLAND,
2007; TALAMANTES; BEHSETA; ZENDER, 2007). Estudos revelam que a incidéncia de
coccidioidomicose nos Estados Unidos estd aumentando (SABOULLE; MCKELLAR,
SUSSLAND, 2007; LANIADO-LABORIN, 2007; CUMMINGS et al., 2010), com uma
estimativa de 150.000 novos casos ao ano no sudoeste dos Estados Unidos (SHARPTON et
al., 2009). Um aspecto que deve ser destacado para justificar parte deste acréscimo € a
migracdo frequente de individuos para areas endémicas (LANIADO-LABORIN, 2007).

No Brasil, até 0 momento, todos 0s casos desta micose sdo provenientes da regido
Nordeste, ocorrendo nos estados do Piaui, Maranhdo, Ceara e Bahia (DEUS FILHO, 2009;
CORDEIRO et al., 2010), embora este tltimo tenha apenas um caso registrado. Nessa regido,
estudos evidenciaram que a atividade de caca a tatus € um fator de risco associado a doenca
(SIDRIM et al., 1997; WANKE et al.,, 1999, CORDEIRO et al., 2009); a atividade,
geralmente realizada por homens e cées, promove grande revolvimento de terra, contribuindo
para dispersdo dos propagulos fangicos no ambiente. No Ceara, foram diagnosticados casos
da micose em individuos procedentes dos municipios de Aiuaba, Independéncia, Boa Viagem,
Solondpoles, Catunda, Santa Quitéria, Arneiroz, lbiapina, Sobral, Jaguaribe e Parambu
(CORDEIRO et al., 2010).

1.5 VIRULENCIA E PATOGENIA

Os agentes do género Coccidioides sdo reconhecidamente os mais virulentos
patogenos fungicos capazes de causar doengas no homem e nos animais (DIXON, 2001).
Estes microrganismos sdo agentes biologicos de Classe de Risco 3, caracterizada por
apresentar um elevado risco de contaminacdo individual, porém risco limitado para a
comunidade (BRASIL, 2004). Os fungos deste género sdo os Unicos incluidos na lista de
microrganismos com potencial para armas biologicas (DIXON, 2001).

Além do homem, a infeccdo por Coccidioides spp. tem sido reportada em diversas
espécies de mamiferos silvestres, tais como tatu (EULALIO et al., 2000) e roedores do
deserto (LANIADO-LABORIN, 2007), bem como animais domésticos, como gatos
(DICAUDO, 2006) e cdes (AJITHDOSS et al., 2011). A doenga também tem sido reportada

em primatas ndo-humanos, tais como I|émures (BURTON et al., 1986), babuinos
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(ROSENBERG; GLEISER; CAREY, 1984), chimpanzés, gorilas e macacos (SHUBITZ,
2007). Um dnico caso em réptil foi relatado por Timm, Sonn e Hultgren (1988).

A doenca é adquirida pela inalacdo de artroconidios infectantes que apresentam
fragmentos da parede celular de células disjuntoras em suas porcGes terminais, facilitando
assim sua veiculacao aérea (GALGIANI et al., 2005; RESTREPO, 2006). Apoés a inalagdo dos
artroconidios ocorre intensa migracdo de neutréfilos para o foco infeccioso e, embora as
células fungicas sejam sensiveis ao estresse oxidativo e aos peptideos cationicos liberados
pelos neutrofilos, apenas 20% dos artroconidios sdo eliminados (BORCHERS; GERSHWIN,
2010; COX, MAGEE, 1998; 2004). A taxa de fagocitose mediada por macréfagos e
neutrdfilos é dependente da cepa flngica, sugerindo que fatores do microrganismo e do
hospedeiro influenciam no encadeamento da doenca. Estudos in vitro mostram que 0s
neutrofilos polimorfonucleares podem promover a maturacdo de artroconidios em esférulas
(COX; MAGEE, 2004).

Alteragdes celulares ocorridas nos artroconidios culminam com o surgimento de
esférulas que, durante o processo de amadurecimento, sofrem invaginaces e maultiplas
divisbes celulares, originando endosporos. No processo de amadurecimento, as esférulas
tornam-se progressivamente maiores e, deste modo, resistentes a fagocitose, embora,
neutrdfilos polimorfonucleares ainda possam atuar nelas, digerindo parte da parede celular.
Decorridas em média 72 horas, a esférula madura se rompe, liberando centenas de endosporos
para o exterior. Cada enddsporo liberado é capaz de formar uma nova esférula, renovando
assim, o ciclo parasitario no interior do hospedeiro (COX; MAGEE, 1998; BORCHERS;
GERSHWIN, 2010). Os endosporos presentes nas carcar¢as de animais podem retornar ao
solo e, em face de condi¢Ges ambientais favoraveis, sofrem conversdo para a fase filamentosa
(COX; MAGEE, 1998; AVILES-SALAS; QUINTERO-CUADRA; CORNEJO-JUAREZ,
2007) (Figura 6). A patogenicidade esta intimamente relacionada com a permanéncia das
esférulas fungicas que conseguem escapar aos mecanismos imunes do hospedeiro, gerando
uma resposta inflamatoria persistente, levando a formagdo de granulomas (GALGIANI,
1993).
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Ciclo Biologico de Coccidioides spp.

Artroconidios dispersados

pelo vento
R\
I Ciclo

Ambiental

Inalacao de
artroconidios
infectantes

Artroconidio
retornando ao solo

Endésporos em contato
com o meio

Hifas crescendo no solo

Figura 6. Ciclo bioldgico de Coccidioides spp. demonstrando as conexdes entre as fases filamentosa e
parasitaria. O hospedeiro adquire a infeccdo pela inalacdo de artroconidios infectantes dispersos no ar,
que no interior do pulmdo modifica-se originando uma esférula com endosporos em seu interior. Ao
romper-se a esférula libera endosporos que podem reiniciar um ciclo parasitario ou iniciar um ciclo
ambiental ao entrar em contato com condi¢cBes ambientais propicias, convertendo-se para a fase
filamentosa. Ao se desenvolverem, as hifas formam artroconidios que tem a capacidade de se desprender
do micélio. Fonte: SILVA, 2011.

A expressdo de fatores de viruléncia por Coccidioides spp. € responsavel pelo
mérito do fungo em estabelecer doenca no hospedeiro, ou seja, sua capacidade em driblar a
resposta imune e/ou causar danos no hospedeiro. Coccidioides spp. apresentam mecanismos
que os permitem sobreviver no ambiente hostil de parasitismo (HUNG; XUE; COLE, 2007).

A literatura mostra a existéncia de camadas membranosas que contém proteinas

imunorreativas situadas em locais extratégicos da superficie exterior das esférulas capazes

reagir com o hospedeiro e induzir a uma resposta do tipo Th2 (RAPPLEYE; GOLDMAN,
2006; HUNG; XUE; COLE, 2007). Esta glicoproteina de superficie celular codificada pelo

gene SOWqgp funciona como uma adesina e contribui para a viruléncia das espécies
Coccidioides (HUNG et al., 2002).

de

de
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Além de glicoproteinas, a atividade de certas enzimas também pode ser
considerada como fator de viruléncia. A secrecdo de urease pelas esférulas contribui para
lesdo tecidual no hospedeiro. A atividade da urease resulta na producdo de aménia cuja
presenca resulta em um microambiente alcalino que permite ao fungo sobreviver no
hospedeiro (MIRBOD-DONOVAN et al., 2006). A producdo de melanina, ou compostos
precursores a ela, € considerada um importante fator de viruléncia em diversos patdgenos,
sendo evidenciada nos artroconidios, esférulas e endosporos de C. posadasii. Tal fator pode
ser uma razdo para a dificuldade no tratamento da coccidioidomicose, principalmente em

pacientes com imunossupressao (NOSANCHUK et al., 2007).

1.6 FORMAS CLINICAS E FATORES DE RISCO

A coccidioidomicose pode ocorrer nas formas assintomatica, pulmonar aguda,
pulmonar crénica, disseminada ou cutdnea priméaria (COX; MAGEE, 2004). A infeccdo
apresenta-se de forma assintoméatica em aproximadamente 60% dos casos, sendo evidente
apenas pelo teste cutaneo positivo; em 40% dos casos as manifestacBes clinicas sdo
observadas (COX; MAGEE, 2004; CRUM; POTTER; PAPPAGIANIS, 2004; AVILES-
SALAS; QUINTERO-CUADRA; CORNEJO-JUAREZ, 2007).

Na forma pulmonar aguda, os principais sintomas observados sdo febre, tosse nao
produtiva, dispnéia e dor toracica (GALGIANI et al., 2005; DICAUDO, 2006; TOGASHI et
al., 2009). Os sintomas podem surgir de sete a 20 dias apds a exposic¢do ao fungo e a infeccdo
costuma ser autolimitada e resolver espontaneamente (COX; MAGEE, 2004; AVILES-
SALAS; QUINTERO-CUADRA; CORNEJO-JUAREZ, 2007). Em é&reas endémicas, a
coccidioidomicose pulmonar priméaria é muitas vezes subdiagnosticada, sendo facilmente
confundida com pneumonia bacteriana, 0 que leva a um tratamento erréneo com
antibacterianos e/ou possiveis complica¢cdes (AMPEL, 2009).

Em torno de 5% dos casos de infeccdo pulmonar primaria persistem e
desenvolvem-se em doenca pulmonar cronica ou progressiva, caracterizada por lesdes
nodulares ou cavitarias, e disseminagdo miliar (COX; MAGEE, 2004; DEUS FILHO, 2009).
Os sintomas mais comuns desta forma infecciosa séo: perda de peso, febre, hemoptise, dor ao
tossir e dor pleuritica (COX; MAGEE, 2004). A coccidioidomicose pulmonar cronica €
muitas vezes confundida com a tuberculose, principalmente em regides endémicas para as
duas enfermidades, assim, é importante o diagnostico diferencial entre elas (DEUS FILHO,
2009; CADENA et al., 2009; SILVA-HERNANDEZ et al., 2010; DEUS FILHO et al., 2010).
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Nos primeiros dados epidemioldgicos acerca das propor¢bes das formas
infecciosas do fungo, realizados por Charles Smith durante a Segunda Guerra Mundial,
observou-se que a forma disseminada da doenca ocorria em 1% dos pacientes com
coccidioidomicose primaria. No entanto, estudos posteriores revelaram que este nimero pode
chegar a 5%. A disseminagdo extra-pulmonar pode se manifestar com lesGes cutaneas,
osteomielite, meningite ou abscessos no baco, figado e rins (COX; MAGEE, 2004).

A coccidioidomicose ocorre de maneira indistinta, independente do género, idade
e etnia do individuo, porém alguns fatores sdo responsaveis por um aumento do risco de
aquisicdo e/ou disseminacdo da doencga. A exposicdo a poeira, ocasionalmente ou de forma
ocupacional (LANIADO-LABORIN, 2007; CRUM-CIANFLONE, 2007; CUMMINGS et al.,
2010) é um fator de risco para aquisi¢do da doenca. Desta forma, profissées como militares,
arqueologos e trabalhadores da construcdo civil sdo consideradas de risco (LANIADO-
LABORIN, 2007; CRUM-CIANFLONE, 2007; CUMMINGS et al., 2010). Os militares
norte-americanos, por exemplo, estdo particularmente em risco para esta infeccdo devido ao
fato de seus treinamentos serem geralmente realizados em areas desertas do oeste americano
(CRUM; POTTER; PAPPAGIANIS, 2004).

Quanto ao género, é consenso que 0s homens sdo mais frequentemente infectados
(LANIADO-LABORIN, 2007; VUGIA; WHELLER; CUMMINGS, 2009), provavelmente
em virtude da exposicdo ocupacional, embora alguns estudos indiquem a existéncia de fatores
genéticos e/ou hormonais relacionados a maior probabilidade de desenvolvimento de doenca
disseminada (LANIADO-LABORIN, 2007). Em relacdo a idade dos pacientes, sabe-se que a
doenca ocorre em todos os grupos etarios, embora nos extremos de idade exista um maior
risco de complicacdo da doenga (LANIADO-LABORIN, 2007; HOF, 2010). Acredita-se que
nos idosos isto ocorre como resultado da imunossenescéncia (HOF, 2010). Dados revelam
que a incidéncia da doenca é maior em adultos jovens (VUGIA; WHELLER; CUMMINGS,
2009), embora Hof (2010) tenha afirmado que em areas endémicas, a coccidioidomicose € a
infeccdo fungica sistémica mais comum em idosos. Adicionalmente, estudos demonstram que
os filipinos e afro-descendentes apresentam um risco de 10 a 175 vezes maior de
disseminacdo, provavelmente relacionado a maior frequiéncia do tipo sanguineo B entre esses
individuos (LANIADO-LABORIN, 2007).

A gravidez também é considerada como um fator de risco para disseminacdo da
doenca (AVILES-SALAS; QUINTERO-CUADRA; CORNEJO-JUAREZ, 2007), pois
acredita-se que a intensidade das variagdes hormonais neste periodo estimulam o crescimento
do fungo, e que a baixa imunidade observada em mulheres neste estado ndo seja capaz de

limitar a infeccdo (CRUM et al., 2004). Dados clinicos demonstram que a disseminacéo
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ocorre em maior frequéncia no ultimo trimestre de gravidez e que mulheres afro-descendentes
gravidas possuem maior risco a disseminacdo que mulheres brancas no mesmo estado
(LANIADO-LABORIN, 2007).

Além destes aspectos, pacientes que realizam dialise, pacientes infectados com o
virus HIV e transplantados também apresentam um fator de risco para a disseminacdo da
enfermidade (LANIADO-LABORIN, 2007; AVILES-SALAS; QUINTERO-CUADRA;
CORNEJO-JUAREZ, 2007). Nos Estados Unidos, a coccidioidomicose é uma infeccio
oportunista que acomete pacientes com aids (LANIADO-LABORIN, 2007; AVILES-
SALAS; QUINTERO-CUADRA; CORNEJO-JUAREZ, 2007) e, de modo geral, tornou-se
menos comum com o0 advento da terapia anti-retroviral, sendo, atualmente, mais
frequentemente diagnosticada em pacientes que desconhecem sua condicdo de portador do
virus HIV e apresentam baixa contagem de linfécitos T CD4 (LANIADO-LABORIN, 2007).

Em animais, a coccidioidomicose também cursa de forma assintomética ou
oligossintomética. A doencga é rara em bovinos, ovinos ou suinos, embora seja possivel
evidenciar lesGes pulmonares nestes animais apds o abate. Geralmente, a infeccdo por
Coccidioides spp. em animais apresenta um periodo de incubacdo de uma a quatro semanas
apos a exposicao, ocorrendo inicialmente nos pulmdes. Disseminagdo pode envolver qualquer

6rgdo, a depender da espécie animal acometida (CFSPH, 2010).

1.7 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnostico clinico da coccidioidomicose é dificil devido a frequente
apresentacdo de sinais e sintomas variados e sem caracteristica definida (AMPEL, 2010zg;
DEUS FILHO et al., 2010). O diagnostico confirmatério da coccidioidomicose depende da
observacdo da forma parasitaria do fungo e/ou isolamento do microrganismo em amostras
clinicas (SUTTON, 2007; MURTHY; BLAIR, 2009).

A coleta, o transporte e 0 processamento das amostras sdo caracteristicas
importantes no isolamento do fungo a partir de espécimes clinicos, uma vez que interferem na
qualidade do material e viabilidade funigica. As amostras mais comumente investigadas
durante a suspeita de coccidioidomicose sdo escarro, lavado-broncoalveolar, aspirado
endotraqueal e bidpsias pulmonares (SUTTON, 2007). A microscopia direta das amostras
clinicas em preparac6es lamina-laminula com KOH mostra esférulas com tamanho entre 60 a
100 pm de didmetro contendo endosporos em seu interior (SABOULLE; MCKELLAR;
SUSSLAND, 2007). Este método é considerado rapido e presuntivo, quando sdo observadas
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esférulas total ou parcialmente integras, além de permitir um risco menor do que a
manipulacdo de uma cultura do fungo. No entanto, quando o tamanho das esférulas é menor
do que 20 um de didametro e ndo sdo visualizados endosporos em seu interior, o diagnostico
preliminar torna-se problematico, podendo estes achados serem confundidos com outros
patégenos ou mesmo artefatos (SUTTON, 2007). Além disto, a observacdo de endosporos na
auséncia de esférulas pode ser confundido com leveduras dos géneros Candida ou
Cryptococcus, bem como a forma parasitaria de Histoplasma capsulatum (SABOULLE,
2007).

Para o isolamento em cultura, pode ser utilizada uma variedade de meios, pois
Coccidioides spp. ndo apresentam exigéncias nutricionais in vitro: agar Brain Heart Infusion
(BHI), agar Sabouraud Dextrose, agar Batata Dextrose, agar Sabouraud Dextrose com
cicloheximida, agar Sabouraud Dextrose com cicloheximida e cloranfenicol (MURTHY;
BLAIR, 2009; SABOULLE, 2007; SUTTON, 2007). As coldnias se desenvolvem dentro de
trés a cinco dias, apresentando textura algodonosa e cor branca, com reverso variando entre
branco e marrom. A visualizagdo microscopica da colbnia é realizada em montagens com
lactofenol azul algoddo, onde sdo observadas hifas finas, hialinas e septadas, contendo
artroconidios intercalados por células disjuntoras (SUTTON, 2007).

Testes para deteccdo de anticorpos especificos para a doenca (IgM anti-
coccidioides e 1gG anti-coccidioides) tém sido utilizados para diagnostico, acompanhamento
ou progndstico da coccidioidomicose (MURTHY; BLAIR, 2009). Entre a primeira e terceira
semanas apos o inicio da infeccdo é possivel detectar IgM, enquanto a detec¢do de IgG ocorre
entre a segunda e 282 semana, na dependéncia do teste de deteccdo utilizado (MURTHY;
BLAIR, 2009). Os anticorpos IgM e IgG sdo direcionados a dois grupos de antigenos
distintos: TP (tube precipitin) e CF (complement fixation), respectivamente, sendo CF
importante no progndstico da doenca (GALGIANI, 1993). No diagndstico imunologico, 0s
principais testes utilizados s&o: imunodifusdo em gel, fixacdo do complemento, e
Imunoensaio Enzimatico (ELISA). No inicio da infeccdo, o teste de ELISA é mais sensivel,
enquanto fixacdo do complemento e imunodifusdo tém sua sensibilidade aumentada durante
um periodo tardio de infeccdo (MURTHY; BLAIR, 2009). E importante destacar que um teste
soroldgico negativo ndo exclui a existéncia de infeccdo por Coccidioides spp. (GALGIANI,
1993), principalmente se a infec¢do encontra-se na fase inicial (DICAUDO, 2006).

Espécimes clinicos como amostras de pele, pulmao, ossos, articulagdes e cérebro
podem ser utilizados para realizacdo de testes histopatolégicos com fins de diagnostico. O

histopatolégico € dito positivo quando sdo observadas esférulas em diferentes estagios de
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maturacdo, geralmente coradas por periodic acid-Schiff (PAS), hematoxilina-eosina (HE), ou
Grocott-Gomori (SABOULLE, 2007).

Testes de amplificacdo de acidos nucléicos tém sido realizados para a detecgéo e
diagnostico de Coccidioides spp. em espécimes clinicos (CORDEIRO et al., 2006;
BINNICKER et al., 2007; VUCICEVIC; CAREY; BLAIR, 2010), embora ndo existam testes
comercialmente disponiveis (AMPEL, 2010a). O diagnostico molecular permite a detec¢éo do
fungo em amostras clinicas suspeitas de infeccdo que possam apresentar-se contaminadas e/ou
em culturas mistas, permitindo a deteccdo do patogeno antes da soroconversdo. Alguns
autores apontam que uma das principais vantagens do diagnostico molecular na
coccidioidomicose é a reducéo dos riscos associados ao manuseio e cultivo do fungo, o qual
exige laboratdrio de biosseguranca de nivel 3 (BIALEK et al., 2004; AMPEL, 2010a).

1.8 TRATAMENTO E PROFILAXIA

No tratamento da coccidioidomicose deve-se considerar a gravidade da infeccdo
pulmonar, existéncia de disseminacéo e os fatores de risco do paciente (DICAUDO, 2006),
além da diversidade de formas clinicas que a doenca pode apresentar (DEUS FILHO, 2009).

Quando ¢é verificada infeccdo pulmonar primaria ou aguda, a terapia ndo encontra
consenso na literatura, pois ndo existem evidéncias de que o tratamento reduza a infeccdo ou
impeca complicagdes (DICAUDO, 2006), embora, alguns pesquisadores sugiram tratamento
para todos os pacientes sintomaticos com o intuito de aliviar os sintomas, bem como seu
tempo de duragdo (DEUS FILHO, 2009). Ampel (2010b) descreve um estudo que avalia
guando instituir tratamento para pacientes com coccidioidomicose pulmonar primaria. No
estudo foi observado que a deciséo de tratar foi avaliada totalmente por critérios clinicos. Os
pacientes ndo tratados ndo apresentaram complicacfes, no entanto foi realizado um
acompanhamento prolongado. Os pacientes que foram tratados também ndo apresentaram
complic¢bes da doenca, porém cerca de 10% dos pacientes que iniciaram e pararam 0
tratamento foi observado disseminacdo da doenca. O resultado sugere que a decisdo de se
tratar a doenca pulmonar priméaria ndo deve ser baseada na tentativa de apressar a cura ou
evitar possiveis complicagdes.

O tratamento € considerado obrigatério para pacientes de risco e/ou com
manifestacdes graves. No Brasil, ao ser observado pneumonia extensa e difusa, recomenda-se
administracdo de anfotericina B até remissdo clinica e radiologica, sendo posteriormente

tratada com um dos azdlicos por até dois anos (DEUS FILHO, 2009).
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Nos casos de pacientes com coccidioidomicose pulmonar crénica em que ocorra
deteccdo de nodulos causados por Coccidioides spp. sem apresentacdo de sintomas, 0
tratamento deve ser dispensado, no entanto, deve ser realizados exames de acompanhamento
de forma rotineira e ao ser observado aumento no tamanho da cavidade, o paciente deve ser
tratado com antifungicos. Nos casos de lesdes bem localizadas ou observacdo de hemoptise
pode ser realizada resseccéo cirurgica (DEUS FILHO, 2009).

No caso de disseminacdo da micose, o tratamento é dependente do acometimento
ou nao do sistema nervoso central (SNC). O itraconazol, administrado sob a dose de 400-600
mg/dia, tem demonstrado menor incidéncia de recorréncia e mostrado melhores resultados
que o fluconazol quando administrados em pacientes com forma disseminada sem
envolvimento do sistema nervoso central (DICAUDO, 2006; DEUS FILHO, 2009). Quando é
observado comprometimento neuroldgico usualmente utiliza-se fluconazol numa dose minima
de 400 mg/dia. Entretanto, nos casos onde os azélicos sdo contra-indicados, como na
gravidez, por serem considerados teratogénicos, a droga de escolha é a anfotericina B
intratecal (DICAUDO, 2006).

O voriconazol é um novo triazolico relacionado estruturalmente com o fluconazol
(AMPEL, 2009). Em idosos, o uso de voriconazol pode ter implicacdes clinicas, pois a
atividade das enzimas envolvidas no seu metabolismo diminui com a idade e, deste modo, sdo
observados nestes pacientes uma série de efeitos adversos neurologicos devido aos altos
niveis séricos de voriconazol (HOF, 2010).

Como medidas profilaticas, em &reas endémicas, pode-se observar a
administracdo de azo6licos em pacientes imunossuprimidos, como transplantados e pacientes
com aids, com risco potencial em desenvolver coccidioidomicose (DICAUDO, 2006). Além
disto, nas ultimas duas décadas diversos grupos tém se dedicado ao estudo e formulagéo de
uma vacina a partir de antigenos da fase parasitaria do fungo (SABOULLE; MCKELLAR,;
SUSSLAND, 2007; AMPEL, 2009). Outras medidas profilaticas observadas sdo acoes
educativas e ambientais que visam diminuir a producdo de aerossois infectantes geradas pelo
vento ou por atividades humanas, tais como a pulverizacdo de 6leo ou agua em locais de
construcdes, e plantio de mudas em pistas de pouso e estradas, bem como a utilizacdo de
mascaras durante atividades que geram poeira em areas endémicas para o fungo (MURTHY;
BLAIR, 2009).
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1.9 COCCIDIOIDOMICOSE E ANIMAIS

Os mamiferos sdo considerados organismos efetores do ciclo de vida de
Coccidioides spp., participando diretamente na dispersédo, manutencéo e irradiagédo do fungo
na natureza (EMMONS; ASHBURN, 1942; FISHER et al., 2001; MORROW et al., 2006). O
papel dos mamiferos na distribuicdo e epidemiologia da coccidioidomicose nos Estados
Unidos foi inicialmente estudado por Emmons e Ashburn (1942) em pequenos roedores
silvestres. Ao observar lesGes cronicas que sugeriam a existéncia de infeccdo natural, os
autores consideraram que esses animais poderiam ser considerados sentinelas para o
monitoramento da doenca em uma dada éarea (EMMONS; ASHBURN, 1942).
Adicionalmente, sabe-se que as estruturas parasitarias do fungo presentes em carcagas de
diversas espécies animais podem crescer sob a forma filamentosa e persistir no solo por um
longo periodo (LACY; SWATEK, 1974). Acredita-se também que os mamiferos tiveram
papel determinante na introducdo do fungo em areas indenes ao realizarem grandes migragdes
e travessias no continente Americano (MORROW et al., 2006).

No Brasil, diversos autores comprovam a associacdo epidemioldgica entre a
coccidioidomicose e cacada de tatus (SIDRIM et al., 1997; WANKE et al., 1999,
CORDEIRO et al., 2009). Estudo realizado por Eulélio et al. (2000) em 26 tatus capturados
em Oeiras no Piaui, demonstrou a existéncia de infec¢do natural em trés animais. Levando os
autores a sugerir o papel desses animais como sentinelas para a identificacdo de éareas
contendo de risco de coccidioidomicose em nosso meio. O fungo também j& foi isolado em
amostras de solo de tocas de tatus no Nordeste do Brasil (WANKE et al., 1999; CORDEIRO
et al., 2006).

Embora a coccidioidomicose ja tenha sido descrita em uma variedade de espécies
de mamiferos silvestres e domésticos, até o presente momento ndo havia nenhuma relagéo
direta entre Coccidioides spp. e quirOpteros, apesar destes animais serem sabidamente

envolvidos no ciclo biolégico de uma grande variedade de patdgenos humanos.

1.10 ASPECTOS GERAIS DOS QUIROPTEROS

Os morcegos sdo animais de grande importancia na homeostasia dos
ecossistemas, sendo inclusive reconhecidos como bioindicadores de degradacdo ambiental
(ALVES; FISHER, 2007; REIS et al, 2007). Estes animais s&o classificados
taxonomicamente na classe Mammalia e ordem Chiroptera (Figura 7), sendo 0s Unicos
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representantes desta classe adaptados ao voo (ALVES; FISHER, 2007). Dentro desta classe,
estes animais sdo considerados o segundo maior grupo em numero e diversidade de espécies,
ficando atrds apenas da ordem Rodentia (ARNONI; PASSOS, 2003), representando um
quinto da populacdo de mamiferos da Terra (OMATSU et al., 2007).

Reino Animalia

Tartaruga  Anfioxo  Estrela-do-mar Morcego Morcego Cavalo Minhoca

Filo Chordata

Péssaro Ascidia

Classe Mammalia

Ordem Chiroptera
Sub-Ordem Megachiroptera i e i

Figura 7. Representacdo esquematica da classificacdo taxonémica dos quirdpteros.
Adaptado de HICKMAN; ROBERTS; LARSON, 2004.

A ordem Chiroptera, derivada do grego cheir (mao) e pteron (asa) (REIS et al.,
2007), é representada por 18 familias, 202 géneros e 1120 espécies. No Brasil, séo
reconhecidas nove familias, 64 géneros e 167 espécies (PERACCHI et al., 2006); no estado
do Ceard, entretanto, apenas 42 espécies foram descritas (FABIAN, 2008). Essa ordem é
representada por duas sub-ordens: Megachiroptera e Microchiroptera; os Megachiroptera —
conhecidos como “raposas gigantes” — ndo sdo encontrados no Brasil, restringindo-se ao

Velho Mundo, enquanto os Microchiroptera possuem distribuicdo mundial, com excec¢édo de
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regides polares e ilhas muito afastadas dos continentes (HUTSON; MICKLEBURGH,;
RACEY, 2001; REIS et al., 2007).

Esses animais caracterizam-se por apresentarem habito de vida noturno, com
coloracdes de pelagens que variam pouco entre o preto e o pardo; raras espécies apresentam
cor ruiva, amarelada ou branca (REIS et al., 2007). Durante o dia, permanecem em abrigos
naturais ou artificiais (MENDES et al., 2007; HUTSON; MICKLEBURGH; RACEY, 2001;
ARNONE, 2008), preferindo ocos de arvores, folhagens, cupinzeiros, fendas em rochas,
buracos no solo e cavernas, bem como constru¢des humanas, tais como forros de casa, poroes,
s6tdos e pontes (BREDT; UIEDA; MAGALHAES, 1999; ARNONE, 2008) (Figura 8). A
selecdo do abrigo pode ser influenciada pela avaliagdo do risco de predacgéo, disponibilidade

de alimento, estrutura social, luminosidade, temperatura e umidade (MENDES et al., 2007).

Figura 8. Abrigos naturais e artificiais utilizados pelos quirdpteros: caverna (A); teto de construgdo (B);
folhagens (C); tronco de &rvores (D); gruta (E) e abaixo de caixa d’agua (F).
Fonte: MOURA, 2010 (A-E); SILVA, 2010 (F).

A palavra “morcego” tem origem no latim, a partir dos termos muris, que
significa rato e coecus, cego (PERACCHI et al., 2006), sendo este um termo inadequado
porgque, embora apresentem poucos cones na retina, esses animais nao sao completamente
cegos (REIS et al., 2007). Os morcegos utilizam a ecolocalizacdo para se orientar e, deste
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modo, apresentam olhos pequenos, orelhas grandes e estruturas faciais importantes no
direcionamento de ultra-sons que saem pelas narinas (REIS et al., 2007).

Quanto aos habitos alimentares, apresentam uma grande diversidade de dietas,
podendo ser insetivoros, carnivoros, piscivoros, nectarivoros, frugivoros, hematdfagos ou
onivoros. Tal diversidade ndo ocorre em nenhum outro grupo de mamiferos e, com excegao
de saprofitismo, todos os grupos tréficos podem ser encontrados entre os morcegos (REIS et
al., 2007). A evolucdo da diversidade de habitos alimentares se deu a partir de um Unico
habito alimentar, o insetivoro (MILDENSTEIN; JONG, 2011), como pode ser observado na
figura 9.

Irradiacao Evolutiva

Hematéfago

Frugivoro

Insetivoro

Nectarivoro

Carnivoro

Insetivoro Especializado Piscivoro

Figura 9. Esquema do processo evolutivo dos habitos alimentares dos morcegos.
Fonte: adaptado de MILDENSTEIN; JONG, 2011.
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1.11 IMPORTANCIA ECOLOGICA DOS MORCEGOS

Devido a grande variagdo de formas, habitos alimentares e adaptacdes
morfoldgicas, os morcegos podem ocupar diversos nichos (BRUSCO; TOZATO, 2009) e,
deste modo, influenciar a dinamica dos ecossistemas naturais, agindo como dispersores de
sementes, polinizadores e reguladores de populacbes de animais (BRUSCO; TOZATO,
2009).

A dispersdo de sementes por meio das fezes dos morcegos frugivoros é
fundamental para o sucesso reprodutivo das plantas consumidas, a manutencao das florestas e
a regeneracdo de areas degradadas (MIKICH; BIANCONE, 2005; REIS et al., 2007;
BRUSCO; TOZATO, 2009; ALVES JR, 2009). Essas espécies podem dispersar sementes por
enormes distancias, tanto por epizoocoria como por endozoocoria. A epizoocoria ocorre
quando os frutos ou sementes sdo capazes de se prender ao animal que tem a fungédo de
transporta-los, enquanto na endozoocoria o transporte se da apds o consumo dos frutos que se
apresentam atrativos para o animal (BRUSCO; TOZATO, 2009; ALVES JR, 2009).

As espécies hematofagas se alimentam de sangue de outros mamiferos e de aves,
e, deste modo, possuem dentes incisivos capazes de fazer cortes minimos, bem como saliva
contendo anticoagulante, o que permite a fluidez do sangue durante a alimentacdo (REIS et
al., 2007). Sua importancia ecologica provém do fato de que estas espécies vivem em
cavernas e seu guano é considerado fonte de quase toda matéria organica ingressa neste
ecossistema, 0 que sustentaria a cadeia alimentar carvenicola (BREDT; UIEDA;
MAGALHAES, 1999; ARNONI; PASSOS, 2003).

Os insetivoros alimentam-se durante o vbo, sendo deste modo que adquirem
maior volume de alimentacdo (REIS et al., 2007). Estes animais sdo importantes
controladores de populagdes de insetos, podendo ser Uteis na lavoura, eliminando insetos
daninhos e na saude publica, ao eliminar mosquitos transmissores de doencas, como Aedes
aegypti (REIS et al., 2007).

Contudo, os morcegos também tém sido apontados como reservatorios de
diversos agentes infecciosos, tais como virus, bactérias, fungos, protozoarios, inclusive
patogenos emergentes (SILVA; PICCININI; FACCINI, 1997; SHI, 2010; WIBBELT et al.,
2010). Uma vez que podem transmitir os microrganismos de forma mecénica ou bioldgica
(SILVA; PICCININI; FACCINI, 1997), os morcegos sdo considerados animais de grande
importancia para a saude humana (CHATURVEDI et al., 2010). Um exemplo emblematico da
associacdo entre morcegos e microrganismos patogénicos é ilustrado pela transmissdo da

raiva por morcegos hematéfagos e ndo-hematdfagos. Estudo conduzido em S&o Paulo no
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periodo de 2007 a 2009 demonstrou que, dos morcegos positivos para 0 virus da raiva,
56,85% eram insetivoros e apenas 2% hemat6fagos (SCHEFFER; BARROS; ACHKAR,
2010).

Adicionalmente, 0os morcegos também sédo empregados em pesquisas em diversas
areas, como: fisiologia, epidemiologia, zoologia e farmacologia. Estudos envolvendo o
desenvolvimento de vacinas, estudos sobre o efeito da inalacdo de fumacga e o tempo de
eliminacdo de drogas pelo organismo, tém sido realizados com esses animais (REIS et al.,
2007). Os morcegos também s&o considerados alimentos para alguns povos da Africa e tribos

indigenas do Brasil, além de terem o guano utilizado como fertilizantes (REIS et al., 2007).

1.12 QUIROPTEROS E DOENCAS EMERGENTES E RE-EMERGENTES

O conceito de doencas emergentes envolve: (1) enfermidades cuja incidéncia e/ou
distribuicdo geogréafica sofreu aumento/expansdo nos Ultimos vinte anos; (2) enfermidades
recém descobertas; (3) doencas que podem atingir novas populacdes ou (4) doencas causadas
por agentes que evoluiram recentemente. Por sua vez, as doencas re-emergentes sdo definidas
como enfermidades que apresentam aumento na ocorréncia, em compara¢do com dados
anteriores, em determinado ambito geografico (DASZAK; CUNNINGHAM; HYATT, 2000;
WOOLHOUSE, 2002; CONFALONIEIRI, 2010).

Os estudos relacionados com o aumento da incidéncia de doencas infecciosas
emergentes e re-emergentes no mundo demonstram que as zoonoses Sao 0S principais
aspectos para tal aumento, uma vez que, 0s animais sdo a origem de infeccdo em cerca de
75% dos casos de doengas causadas por patdgenos emergentes e re-emergentes. Os eventos
de emergéncia das doencas infecciosas ocorrem tanto em ambientes construidos ou
transformados pelo homem, bem como em ambientes naturais (CONFALONIEIRI, 2010).

Existem varios modelos ecoldgicos que buscam descrever o processo de
emergéncia de doencas infecciosas. Um dos primeiros a serem observados foi o descrito por
Daszak, Cunningham e Hyatt (2000), o qual enfatiza a continuidade do processo e estabelece
as interacdes entre diversos hospedeiros, quais sejam o homem, os animais domesticos e a
fauna silvestre (Figura 10A).

Outros modelos tém sido considerados, como o proposto por Perkins, Cattadori e
Hudson (2005), no qual € afirmado que a primeira etapa de um processo de emergéncia de

doencas infecciosas se da por mudancas ecoldgicas, levando a uma transferéncia do patdégeno
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entre espécies. Tais eventos devem considerar a reagdo do novo hospedeiro com o agente

infeccioso, como por exemplo, sua imunidade e fisiologia (Figura 10B).

Animais Fauna

domésticos silvestre

Patogeno com
hospedeiros
limitados

- Mudangas
Ambiente ecolégicas

= Ambiente
n_a.o = modificado
modificado

= Reagao do
Patégeno hospedeiro

capaz de ;
infectar novo

: Fisiologia
hospedeiro e imunidade

Doencga

Emergente

Figura 10. InteragBes entre os hospedeiros humanos, domésticos e silvestres (A). Modelo
ecoldgico caracterizando o surgimento de doengas emergentes (B).

Fonte: Adaptacfes de CONFALONIEIRI, 2010 (A) e PERKINS; CATTADORI; HUDSON,
2005 (B).

A emergéncia de zoonoses depende da migracdo do patdgeno de uma espécie
doadora (hospedeira) para outra receptora. Para tal fim, sdo necessarias algumas
caracteristicas: (1) o patégeno deve possuir capacidade fisioldgica para ocupacdo de novos
nichos; (2) elevada prevaléncia da infeccdo na populacdo de origem e, (3) contato insistente
entre as espécies doadoras e receptoras (CONFALONIEIRI, 2010). Desta forma, é
fundamental identificar as possiveis rotas de migracéo dos agentes infecciosos a partir de seu
reservatorio na natureza para novos hospedeiros, a fim de estabelecer uma possivel ameaca
por novos patdgenos a determinados hospedeiros, incluindo o homem (DOBSON, 2005).
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As doencgas emergentes e re-emergentes sdo um problema de nivel mundial,
ocorrendo tanto paises desenvolvidos como naqueles em desenvolvimento (COHEN, 1998).
Compreendem doencas causadas principalmente por bactérias e virus, embora, nos ultimos
anos, protozoarios e fungos tenham figurado como importantes agentes. A figura 11 ilustra a

diversidade de doencas emergente e re-emergentes distribuidas no mundo.
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Figura 11. Distribuicao geografica de doencas e/ou patégenos emergentes e re-emergentes.
Fonte: Adaptado de PAPPAGIANIS, 1998 e MORENS; FOLKERS; FAUCI, 2010.

Os mamiferos tém papel crucial na emergéncia de doencas infecciosas, uma vez
gue sdo 0s principais reservatorios de zoonoses. Anteriormente acreditava-se que, devido a
grande proximidade filogenética com os seres humanos, os primatas seriam as principais
fontes de emergéncia de doencas; no entanto, estudos revelaram que os ungulados figuram
como 0s animais mais importantes nesse processo, provavelmente pelo intenso contato com
os humanos. A relagdo de espécies efetoras aponta os carnivoros e roedores em sequéncia de
importancia; primatas, mamiferos marinhos e morcegos aparecem como reservatorios menos
importantes de patdgenos emergentes (PERKINS; CATTADORI; HUDSON, 2005).
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No entanto, 0s morcegos se destacam como reservatorios importantes de virus
emergentes pois, devido sua imunidade, sdo capazes de abrigar uma maior quantidade de
patdgenos quando comparamos aos outros mamiferos (PERKINS; CATTADORI; HUDSON,
2005). Um estudo de infeccdo experimental pelo virus Ebola em morcegos demonstrou que
estes animais sdo capazes de suportar a circulacdo e a replicacdo de altos titulos virais sem
manifestar sinais clinicos (OMATSU et al., 2007).

E provéavel que patdgenos que tém 0s morcegos como reservatorios, utilizem-se
da adaptacdo ao voo que esses animais apresentam como rota de dispersao e possibilidade de
aquisicao de novos nichos (DOBSON, 2005; CONFALONIEIRI, 2010). Morcegos frugivoros
podem dispersar agentes infecciosos presentes em sua saliva durante o voo ao lancar os frutos
parcialmente digeridos no solo. Comportamento semelhante ocorre em espécies insetivoras
que eliminam as partes mais pesadas do corpo dos insetos que comem (DOBSON, 2005).

Os morcegos desempenham um importante papel na manutencdo de virus
zoon6ticos, atuando como vetores ou reservatorios naturais, tendo sido detectado e/ou isolado
mais de 99 tipos de virus nestes animais, incluindo espécies das familias: Rhabdoviridae,
Orthomyxoviridae, Paramyxoviridae, Coronaviridae, Togaviridae, Flaviviridae, Bunyaviridae,
Reoviridae, Arenaviridae, Herpesviridae, Picornaviridae, Hepesviridae e Adenoviridae,
(OMATSU et al., 2007; SHI, 2010; LI et al., 2010; OSBORNE et al., 2011). Muitos virus que
reconhecidamente causam doencas no homem e em outros animais sdo detectados em
morcegos embora este animal se apresente aparentemente saudavel (SHI, 2010). A raiva —
enfermidade de alta mortalidade causada por um virus de RNA pertencente ao género
Lyssavirus — continua sendo a mais importante doenca infecciosa transmitida por morcegos
(BADILLO; MANTILLA; PRADILLA, 2009). A raiva humana causada por um sorotipo do
género Lyssavirus proveniente de morcegos tem sido bastante relatada nas Américas do Norte
e do Sul, Europa, Austrélia e Africa (SHI, 2010).

1.12.1 Infecgdes Fungicas e Morcegos

Nos ultimos anos, tem sido comum a descri¢cdo de novas espécies fungicas por
meio de técnicas moleculares, a relagdo crescente de cepas resistentes a antifungicos, bem
como o aumento do nimero de infeccBes causadas por fungos provenientes do ambiente,
nunca antes diagnosticados como patdgenos aos humanos e animais (NUCCI; MARR, 2005).

Os morcegos podem participar do ciclo biologico de diversas espécies fungicas

emergentes e re-emergentes, e podem também ser vitimados por esses patdgenos.
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Recentemente, tem sido discutido com grande preocupagdo pelas autoridades, a “Sindrome do
Nariz Branco” (White-Nose Syndrome), cujo agente etiolégico é o fungo Geomyces
destructans. O microrganismo € capaz de crescer sobre focinho, orelhas e/ou asas
membranosas de animais afetados, sendo responsavel por invadir e destruir células da pele e
membranas destes animais, causando uma doenga devastadora que tem causado mortalidade
em massa em morcegos na América do Norte (BLEHERT et al., 2009; PUECHMAILLE et
al., 2011).

A presenca de morcegos em um dado ambiente é considerada fator importante
para 0 aumento do risco de aquisi¢do de infeccdes, inclusive fangicas, como histoplasmose
(GALVAO DIAS et al., 2010). A literatura relata isolamentos de Cryptococcus neoformans a
partir de guano de quirépteros (REZENDE; DUARTE; FILIU, 2003) e Paracoccidioides
brasiliensis no trato gastrointestinal nestes animais (GROSE; TAMSITT, 1965). Dados da
literatura mostram que o0s quirdpteros sdo 0s animais silvestres mais importantes na
manutencdo do ciclo bioldgico do fungo Histoplasma capsulatum na natureza (GALVAO
DIAS et al., 2010). A primeira associacdo entre morcegos e H. capsulatum foi realizado por
Emmons (1958) e, desde entdo, outros estudos tém confirmado a participacdo de varias

espécies de quirdpteros na ecoepidemiologia do patdégeno fangico (Quadro 01).

Quadro 01: Isolamentos de Histoplasma capsulatum em quirdpteros.

Espécie de Morcego Espécime clinico Local Referéncias
Artibeus hirsutus Pulmdes e intestino México Taylor et al., 1999
S ] Pulmdes, figado e Ferndndez Andreu,
A. jamaicensis parvipes Cuba
baco 2004
i Fernandez Andreu,
Brachyphylla nana nana Pulmdes e figado Cuba
2004
) . ) Republica do Sharcklete;
Carollia perspicillata Baco e figado ) . )
Panama, Panaméa Diercks; Gale, 1961
o Pulmdes, figado e Republica do Klite; Diercks,
C. perspicillata ) .
baco Panama, Panama 1965
Chilonycterus rubiginosa ) Republica do Sharcklete;
Baco e figado ; ; )
fusca Panama, Panama Diercks; Gale, 1961
o Pulmdes, figado, baco, Republica do Klite; Diercks,
C. rubiginosa )
rim e fezes Panamd, Panamé 1965

Eumops bonariensis Figado e baco Buenos Aires, Canteros et al.,
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Argentina 2005
) ] ] Galvdo Dias et al.,
E. glaucinus N&o determinado Sao Paulo, Brasil
2010
o Republica do Klite; Diercks,
Glossophaga soricina Baco
Panama, Panama 1965
o ] ) ) Marinkelle; Grose,
G. soricina Figado Girardot, Colémbia 1965

Pulmdes, figado e

Leptonycetris nivalis . ) México Taylor et al., 1999
intestino
o Fernandez Andreu,
Macrotus waterhousei minor Pulmdes e baco Cuba
2004
) ) ) Pulmdes, figado, baco, Republica do Klite; Diercks,
Micronycteris megalotis ) ) )
rim e fezes Panama, Panama 1965

Myotis austroriparius

Pulmodes, figado e

Flérida, Estados

Disalvo et al., 1970

baco Unidos
M. californicus Nao determinado México Taylor et al., 1999
) B Republica do Klite; Diercks,
Molossus major Pulmdes e bago
Panamé, Panama 1965

Galvéo Dias et al.,

M. molossus N&o determinado Sao Paulo, Brasil
2010
] ) Galvéo Dias et al.,
M. rufus N&o determinado Sao Paulo, Brasil
2010
Mormoops stramineus Intestino Meéxico Taylor et al., 1999
Natalus stramineus Pulmdes e intestino México Taylor et al., 1999

Nyctinomops macrotis

N&o determinado

Séao Paulo, Brasil

Galvéo Dias et al.,

2010
. Republica do Klite; Diercks,
Phyllostomus hastatus Pulmdes e baco
Panamé, Panamé 1965

Pteronotus parnellus N&o determinado México Taylor et al., 1999
Tadarida brasiliensis ) Fernandez Andreu,
Figado e baco Cuba
muscula 2004
o ) ) Galvéo Dias et al.,
T. brasiliensis Né&o determinado Sao Paulo, Brasil

2010




51

1.13 CARACTERISTICAS DAS ESPECIES DE QUIROPTEROS
CAPTURADAS NESTE ESTUDO

1.13.1 Molossus molossus

A espécie M. molossus (Figura 12) é encontrada nas Américas, com registro nos
Estados Unidos, México, Peru, Argentina, Paraguai, Uruguai, Brasil, Guianas, na Venezuela e
Trinidad e Tobago (PERACCHI et al., 2006), sendo amplamente distribuida nos estados
brasileiros (FABIAN; GREGORIN, 2007). Os morcegos do género Molossus alimentam-se
exclusivamente de insetos aéreos e vivem em col6nias que com até centenas de individuos,
abrigando-se em ocos de arvores, fendas em rochas e constru¢cbes humanas. A espécie M.
molossus pode ser encontrada em abrigos em areas rurais, como ocos de arvores, além de
abrigos urbanos, sendo comumente encontrados em forros de residéncias (PERACCHI et al.,
2006). Um fator importante de ser ressaltado € a aparente auséncia de migracdo desta espécie
(FABIAN; GREGORIN, 2007).

Relatos da literatura mostram que os fungos H. capsulatum (GALVAO DIAS et
al., 2010) e Wangiella dermatitidis (REIS, 1982), ja foram isolados de M. molossus.

Figura 12. Espécimes de Molossus molossus (Familia Molossidae) capturados
em forro de casa urbano (A) e no interior de casa de temporada (B). Fonte:
SILVA, 2010.

1.13.2 Glossophaga soricina
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Esta espécie pode ser encontrada na América Latina e Caribe, com registros no
Meéxico, Guianas, Brasil, Argentina, Paraguai, Bolivia, Peru, Venezuela, Antilhas, Jamaica e
ilhas Bahamas (PERACCHI et al., 2006). Sdo animais que se alimentam de néctar de uma
grande variedade de plantas, ocorrendo em todos os biomas brasileiros (NOGUEIRA; DIAS;
PERACCHI, 2007). Acredita-se que esta capacidade de ocupacdo de diversos ambientes se
deve ao fato de a espécie G. soricina (Figura 13) ser bastante versatil no uso de abrigos,
podendo ser encontrada em cavernas, ocos de arvores, fendas de rochas, tuneis, minas, casas
abandonadas, interior de cisternas, ductos de ventilacdo, poco de elevador, pontes, telhas e
forros (NOGUEIRA; DIAS; PERACCHI, 2007). Sdo espécies que vivem em pequenas
coldnias de 12 a 16 individuos de ambos o0s sexos, podendo estar associadas a outras espécies
(PERACCHI et al., 2006).

Sdo obervados registros de isolamentos fangicos nesta espécie. Mok, Luizdo e
Silva (1982) relataram a presenca de Torulopsis colliculosa, Candida guilliermondii,
Trichosporon pullulans em bago de animais capturados na Bacia Amaz0nica; enquanto em
1965, tanto Klite e Diercks, como Marinkelle e Grose descreveram o isolamento de H.

capsulatum em amostras de figado e baco de animais desta espécie, respectivamente.

>

Figura 13. Morcego nectarivoro da espécie Glossophaga soricina (Familia Phyllostomidae, Sub-familia
Glossophagine), apds morte por inalacdo de éter: A) Envergadura do animal; B) Perfil do do rosto do animal
mostrando a lingua caracteristica deste tipo alimentar; C) Morcego de perfil e D) Morcego no abrigo.

Fonte: SILVA, 2010.
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1.13.3 Sturnira lilium

As espécies do género Sturnira, dentre elas, S. lilium (Figura 14), sdo endémicas
na regido tropical no Novo Mundo, podendo ser encontradas tanto em regides de florestas
como em regides semi-aridas (GANNON; WILLING; JONES JR, 1989; PERACCHI et al.,
2006). A espécie S. lilium ocorre no México, Bolivia, Brasil, Paraguai, Uruguai, Argentina,
Trinidad e Tobago (PERACCHI et al., 2006). No Brasil é encontrada em todo o territério
(ZORTEA, 2007). Sao predominantemente frugivoros alimentando-se principalmente de
plantas do género Solanum (PERACCHI et al., 2006; ZORTEA, 2007), podendo também se
alimentar de insetos e néctar (GANNON; WILLING; JONES JR, 1989), e, desta forma, sdo
capazes de atuar como agentes polinizadores (ZORTEA, 2007). Estudos demonstram que esta
espécie adapta-se bem em regides onde existem alteracdes ambientais, sendo encontradas em
abundancia em areas de desmatamento. Os abrigos mais comuns para esta espécie sdo: grutas,
edificagbes humanas, folnagem e ocos de arvores (ZORTEA, 2007).

A literatura relata isolamentos de fungos a partir desta espécie, dentre eles
Wangiella dermatitidis (REIS, 1982), Candida parapsilosis e Candida curvata (MOK;
LUIZAO; SILVA, 1982) foram isolados a partir do pulmio destes animais, enquanto
Kluyveromyces sp. e Candida sp., recuperados de amostras do baco (MOK; LUIZAO;
SILVA, 1982).

Figura 14. Morcego da espécie Sturnira lilium, representante da familia
Phyllostomidae e Sub-familia Stenodermatinae. A) Seta representando
listra frontais que caracterizam esta sub-familia e B) Perfil do morcego.
Fonte: SILVA, 2010.
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1.13.4 Carollia perspicillata

A espécie C. perspicillata (Figura 15) distribui-se desde o norte da Argentina ao
Sul do México (CRETEKOS et al., 2005), com registros na Bolivia, Paraguai, Peru, Guianas e
Brasil, onde distribui-se amplamente, ndo apresentando registro apenas nos estados do Rio
Grande do Norte, Sergipe e Tocantins (PERACCHI et al., 2006). Possui hébito alimentar
frugivoro, sendo amplamente associado a plantas da familia Piperaceae, especialmente do
género Piper, que sdo encontradas em areas abertas, tais como: clareiras, bordas de mata e
capoeiras (MIKICH, 2002; PERACCHI et al., 2006; FILHO; LIMA; FOGACA, 2007). No
entanto, estudos revelaram que a escolha do tipo de fruto para consumo independe do habito
da planta, do seu ambiente de ocorréncia e da abundancia na area, sendo dependente da cor
que o fruto apresenta, sua disposicdo na planta, bem como, a disponibilidade ao longo do ano
(MIKICH, 2002). Além disto, alimenta-se de insetos e néctar (PERACCHI et al., 2006;
FILHO; LIMA; FOGACA, 2007).

Os individuos desta espécie podem associar-se em col6nias como um harém de
um unico macho vivendo com inumeras fémeas, ou em coldnias dividas por sexo
(PERACCHI et al., 2006). Estas organizacdes sociais podem conter de 10 a 100 individuos e
sdo observadas em construgdes abandonadas, cavernas, bueiros, galerias pluviais, fendas de
rochas, ocos de arvores e em cavernas (CLOUTIER; THOMAS, 1992; PERACCHI et al.,
2006; FILHO; LIMA; FOGAGCA, 2007).
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Figura 15. Morcego da espécie Carollia perspicillata, representante da familia Phyllostomidae e
Sub-familia Carolliinae. A) Envergadura do morcego; B) Morcego de perfil; C) Seta indicando
labio inferior em “V” com um verruga central rodeada por lobos, caracteristicos da espécie e D)
Perfil do rosto do animal. Fonte: MOURA, 2011 (C); SILVA, 2011 (A, B e D).

Cloutier e Thomas (1992) relatam uma diversidade de isolados microbianos nesta
espécie, sendo evidenciada a presenca de protozoarios do género Trypanossoma, além de
bactérias intestinais e ainda virus, como o da raiva. Estes presquizadores afirmam que também
ja foram descritos fungos nesta espécie, dentre os quais podemos apontar, Histoplasma
capsulatum, Candida sp., Scopulariopsis sp. e Cryptococcus sp.. Apesar da diversidade de
parasitas encontrados nesta espécie, o isolamento fungico é raro, conforme observado por
Klite e Diercks (1965) que isolou o fungo H. capsulatum em apenas sete de 141 animais

capturados desta espécie.

1.13.5 Trachops cirrhosus

Esse morcego é encontrado do México as Guianas, Trinidad e Tobago, Bolivia,
Equador e Brasil (PERACCHI et al., 2006). No Brasil, a espécie ja foi registrada em 17
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estados, ndo tendo registro apenas na Regido Sul do pais (NOGUEIRA; PERACCHI;
MORATELLI, 2007). A espécie T. cirrhosus (Figura 16) habita &reas de floresta,
principalmente nas proximidades de rios, brejos e lagoas, utilizando como refugio arvores
ocas, cavernas, bueiros, tuneis e construcfes; sdo coloniais, formando grupos de até 50
morcegos. Esta espécie é considerada onivora, e oportunista (PERACCHI et al., 2006).

E reconhecido pela predagdo de pequenos anfibios, lagartos, aves e mamiferos,
tais como ratos, marsupiais e morcegos, adaptando-se de forma rapida a vocalizacdo d suas
presas, atraves de aprendizado social. Além disso, alimenta-se de insetos e frutos
(NOGUEIRA; PERACCHI; MORATELLLI, 2007).

Figura 16. Morcego da espécie Trachops cirrhosus, representante da
familia Phyllostomidae e Sub-familia Stenodermatinae. A) Seta indicando
protuberéncias em forma de verrugas nos labios e B) Perfil do morcegos.
Fonte: MOURA, 2010 (A); SILVA, 2010 (B).

1.13.6 Desmodus rotundus

Desmodus rotundus (Figura 17) ocorre no México, Venezuela, Trinidad e Tobago,
Bolivia, Chile, Brasil, Paraguai, Uruguai e Argentina (PERACCHI et al., 2006). E uma
espécie relacionada com prejuizos na pecuaria devido o seu papel na transmissdo da raiva
(AGUIAR, 2007). A espécie € encontrada desde areas florestadas até regides secas e utiliza
como abrigos ocos de arvores, cavernas, bueiros, minas abandonadas e construgdes civis
(BREDT; UIEDA; MAGALHAES, 1999; AGUIAR, 2007).

Sdo animais que vivem em colnias com baixo nimero de individuos, excecgéo se
da quando seu controle ndo é feito regularmente. Alimentam-se de sangue de mamiferos,

preferindo aqueles com grande porte (AGUIAR, 2007), inclusive o homem (BREDT,;
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UIEDA; MAGALHAES, 1999). Para tanto, apresentam caracteristicas especificas, tais como
a presenca de enzimas anticoagulantes em sua saliva e dois canais em cada lado da lingua que
Ihes permitem sugar o sangue (PERACCHI et al., 2006). Cada morcego ingere de 15 a 25 ml
de sangue por noite e um animal parasitado podera ser visitado a noite por mais de um
morcego (PERACCHI et al., 2006).

Esse animal é de extrema importancia no ciclo silvestre da raiva humana, sendo
responsavel por ataques a rebanhos bovinos em areas rurais. Além do virus da raiva, estudos
mostram o crescimento em hemocultura de Trypanossoma spp. (BARROS et al., 2008) e,
adicionalmente, também foi verificado o isolamento de fungos dos géneros Candida sp. e
Kluyveromyces sp. de amostras de figado desses animais desta espécie (MOK; LUIZAO;
SILVA, 1982).

Figura 17. Espécimes de Desmodus rotundus (Familia Phyllostomidae, Sub-familia
Desmodontinae) observados no interior de residéncia (A) e preso ao tronco de uma arvore
(B). Fonte: MOURA, 2010.

1.13.7 Anoura geoffroyi

O género do qual pertence essa espécie é encontrado na Colémbia, Venezuela,
Guianas, Brasil, Equador, Peru, Bolivia, Argentina, Costa Rica, Panama, México e Antilhas
(PERACCHI et al., 2006). No Brasil, os registros de ocorréncia de A. geoffroyi (Figura 18)
denotam sua auséncia apenas na regido Norte (NOGUEIRA; DIAS; PERACCHI, 2007). Esta
espécie é observada em todos os biomas brasileiros (NOGUEIRA; DIAS; PERACCHI, 2007),
sendo encontrada em areas de florestas Umidas (PERACCHI et al., 2006), seus abrigos mais
comuns sdo cavernas, fendas de rochas, bueiros, ocos de arvores e tuneis, formando colénias
de até 100 morcegos (NOGUEIRA; DIAS; PERACCHI, 2007). S& animais que se

alimentam predominantemente de néctar, muito embora possam ser encontrados consumindo
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frutos, pdlen e insetos (PERACCHI et al., 2006; NOGUEIRA; DIAS; PERACCHI, 2007).
N&o foram encontrados registros na literatura sobre isolados fungicos nesta espécie.

Figura 18. Morcego nectarivoro da espécie Anoura geoffroyi, representante da familia
Phyllostomidae e Sub- familia Glossophaginae. Fonte: MOURA, 2010.



2 PERGUNTAS DE PARTIDA

1. Quiropteros podem ser considerados fontes naturais importantes para o
isolamento de fungos patogénicos?

3 HIPOTESES CIENTIFICAS

1. Os quirdpteros apresentam-se como potenciais sentinelas para doengas

causadas por fungos dimorficos.



4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Descrever o primeiro isolamento do fungo dimorfico Coccidioides posadasii em

quirdptero.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Descrever a presenca de Coccidioides posadasii em quirdpteros, por meio de

cultivo in vitro, técnicas moleculares e soroldgicas;

2. Caracterizar os locais onde foram capturados 0s morcegos que apresentaram-

se como hospedeiros de Coccidioides posadasii;

3. Discutir a importancia dos morcegos no ciclo biolégico e na dispersdo de

Coccidioides posadasii.



5. MATERIAL E METODOS

5.1 LOCAL DE ESTUDO

No periodo de fevereiro de 2010 a setembro de 2011, foram realizadas coletas em
seis municipios do estado do Ceara: Aracoiaba, Baturité, Itapiina, Russas, Quixada e Ubajara,
respeitando-se o cronograma estabelecido pelo programa de controle da raiva pertencente a
Secretaria de Salde do Estado do Ceara (SESA). Os municipios foram escolhidos com o
intuito de se isolar Histoplasma capsulatum a partir de quirdpteros, uma vez que a literatura
consagrada a relagdo entre eles. A figura 19 mostra a localizagdo dos municipios onde foram
capturados os animais no mapa de divisdo politica do estado do Ceara.

Legenda:

m Ubajara
® Quixada
Itapitna
B Aracoiaba
Baturité
B Russas

Figura 19. Mapa representando as cidades do estado do Ceara onde foram realizadas capturas de
quirépteros.
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Os municipios incluidos na pesquisa localizam-se em regides semi-aridas e sub-
umidas do estado, sendo caracterizados por clima tropical quente semi-arido, subimido e
umido, segundo dados disponiveis pelo Instituto de Pesquisa e Estratégia Econdmica do
Ceara (IPECE). O estudo foi conduzido em é&reas urbanas e rurais dos municipios
supracitados durante periodos diurno e noturno, em locais de possivel presenca de morcegos,
tais como construcdes e casas abandonadas, forros de residéncias e escolas, além de cavernas

em formacdes rochosas (Figura 20).

Figura 20. Sitios de captura de morcegos. Caminho para coleta noturna em caverna localizada no
municipio de Quixada (A, B, C); prédio abandonado contendo em seu interior pogo, popularmente
denominado de cacimba, indicado por seta branca (D); forro de casa (E).

Fonte: MOURA, 2010 (A-C) e SILVA, 2010 (D, E).
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O processamento das amostras coletadas foi realizado no Centro Especializado em
Micologia Médica (CEMM) da Universidade Federal do Ceard, sob normas de biosseguranca

nivel 3.

5.2 ASPECTOS ETICOS

Este trabalho est4 enquandrado dentro de uma projeto amplo que tem por objetivo
inicial foi o de caracterizar fenotipicamente e molecularmente os isolados de Histoplasma
capsulatum a partir de amostras de materiais oriundos de animais, humanos e do ambiente,
visando discutir a origem da amostras como fator de diversidade. Para sua realizacdo, este
estudo foi submetido ao Comité de Etica para o Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Estadual do Ceara, recebendo aprovacdo para o trabalho com os animais de acordo com o
protocolo de nimero 07381395-8, que se encontra em anexo. Neste estudo foram empregados
0s morcegos capturados pelo Nucleo de Controle de Vetores (NUVET) da Secretaria de
Salde do Estado do Ceara (SESA), para vigilancia epidemioldgica da raiva, conforme

previamente autorizado pelo IBAMA.

5.3 QUIROPTEROS

Os morcegos foram capturados com o auxilio de médicos veterinarios e técnicos
do NUVET, utilizando redes de nylon com malha de 36 mm, em coletas diurnas e noturnas.
ApoOs a captura, os animais foram levados vivos ao laboratério do Nucleo de Vetores da
Secretaria de Saude do Estado do Ceara (NUVET/SESA) cuja identificacao foi realizada por
médico veterinario, em seguida, os animais foram eutanasiados por inalacdo de éter. Sob
condicBes assépticas, coletou-se figado, bago e pulmdes de cada animal (Figura 21), os quais
foram transferidos para tubos tipo Falcon® de 15 mL contendo solucdo salina estéril
acrescida de cloranfenicol 200 mg/L, com devida identificacdo. Os tubos contendo os 6rgaos
foram armazenados em freezer a -20°C até processamento (KLITE; DIERCKS, 1965).
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Figura 21. Retirada dos 6rgdos para analise micol6gica, molecular e sorolégica. Nas
condicBes de campo, onde foi utilizado o ponto de apoio para 0s agentes de endemias
(A); Nas condigdes de laboratorio, utilizando fluxo laminar (B, C). Orgéos utilizados
para o processamento, figado, baco e pulmdes (D). Fonte: SILVA, 2011.

Os procedimentos para detec¢do de fungos patogénicos nas amostras de 6rgaos de
quiropteros foram realizados com a utilizagdo de equipamentos de protecdo individual (EPI),
no interior de cabine de seguranca bioldgica classe 11 B2. As carcagas dos animais capturados,
bem como os utensilios utilizados para o procedimento, foram descontaminados em autoclave
a 121°C por 30 minutos.

Para o processamento laboratorial, os 6rgaos foram retirados do freezer e, com o
auxilio de uma pinca sem dentes, foram depositados em placa de Petri para o
descongelamento. Foram realizadas cortes manuais de cada 6rgdo para pesquisa de estruturas
fangicas em montagens do tipo lamina-laminula com agente clarificante KOH a 10%. Ainda
com o auxilio de pinga, para cada 6rgdo analisado, foi realizado um “imprint” em lamina para
posterior coloragdo da Prata-Metenamina (CAMARGO, 2004), conforme mostrada em anexo.

O processamento e cultivo do material biolégico foram realizados segundo
procedimento descrito por Taylor et al. (1999). Para tanto, cada érgdo foi transferido para um
gral de porcelana, contendo 1 mL de solugéo salina com cloranfenicol (200 mg/L). O material
foi macerado com o auxilio de um pistilo e 0 homogenato obtido foi transferido para tubo tipo
Falcon® 15 mL e centrifugado a 3000 r. p. m. por 20 minutos. Aliquotas de 100uL obtidas do
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sobrenadante obtido foram semeadas em placas de Petri contendo meio de cultura &gar Brain
Heart Infusion (BHI) suplementado com 1% glicose, 0,1% L-cisteina, 0,05% cicloheximida, e
0,005% cloranfenicol. Os experimentos foram realizados em duplicata, e as placas foram
incubadas as temperaturas de 28°C e 35°C, com observacdes semanais. O sobrenadante
remanescente foi mantido em freezer a -20°C para realizacdo de imunodifuséo e extracdo de
DNA.

As placas foram incubadas por até seis semanas nas condi¢bes supracitadas.
Colbnias de patogenos fangicos dimorficos foram semeadas em &gar Batata Dextrose para
analise macromorfoldgica das caracteristicas de relevo, textura e pigmentacdo do verso e
reverso da colbnia, bem como analises micromorfologicas em preparacdes tipo lamina-
laminula com lactofenol azul-algodéo, seguida de observaces em microscépio dptico comum
no aumento de 400X (SIDRIM; BRILHANTE; ROCHA, 2004).

5.4 TESTE DE REVERSAQ in vivo

A identificacdo das colbnias suspeitas foi realizada também por teste de reversdo
in vivo, conforme descrito por Cordeiro et al. (2006). Neste protocolo, a confirmagdo da
identidade fangica foi baseada na observacdo microscopica de estruturas parasitarias
patognomonicas formadas durante infeccdo experimental em modelo murino.

Para tanto, foi adicionado 5mL de solucdo salina 0,9% a cada cultura fungica
mantida em &gar Batata Dextrose durante 15 dias. Em seguida, foram realizadas raspagens da
superficie das colénias a fim de obter-se o in6culo fangico. Dois camundongos Swiss
receberam 1mL da suspensao preparada por via intraperitoneal e foram mantidos em biotério
com temperatura e umidade controladas e fotoperiodo de 12 horas por quatro semanas,
recebendo &gua e racdo ad libitum.

Transcorrido esse periodo, os camundongos foram eutanasiados por deslocamento
cervical e imediatamente foram retirados figado, baco e pulmdes. Fragmentos de cada 6rgéo
foram semeados em tubos contendo Agar Mycosel® e incubados a temperatura de 28°C por
30 dias, para anélises macro e micromorfoldgica.

Adicionalmente, foram realizadas analises histopatolégicas dos o6rgdos dos
animais nos quais se realizou a infecgdo experimental. Para tanto, procedeu-se a desidratagéo
dos orgdos conforme descrito a seguir. Inicialmente, os fragmentos foram mergulhados em
etanol a concentracfes crescentes de 80%, 90%, 95% e 100%; cada processo durou 30

minutos, sendo o processo de cada concentracdo repetido por trés vezes. Em seguida, 0S
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orgdos foram diafanizados em solucéo de alcool/xilol e xilol (3X), durante 30 minutos. A
infiltrac&o se deu mergulhando por trés vezes os fragmentos na parafina em estufa a 60°C por
um periodo de 30 minutos e, em seguida, as pecas foram incluidas em parafina. Os cortes
histologicos com espessura de 4 um foram realizados com micrétomo rotativo utilizando uma
navalha de aco. Com a finalidade de aderir as sec¢fes histolégicas em lamina de vidro,
utilizou-se albumina e placa aquecedora; em seguida, se deu a desparafinizacdo com xilol
(3X) e alcool/xilol, com hidratacdo por banhos de 10 minutos de etanol em concentragdes
decrescentes de 100% (3X), 95%, 90% e 80%, seguido por agua destilada (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2004). Os cortes histologicos foram corados com hematoxilina e eosina (HE),
acido periddico de Schiff (PAS), Fontana Masson (FM) e Grocott-Gomori. Posteriormente, as
laminas foram desidratadas conforme descrito acima. A selagem das prepara¢cfes ocorreu com
uso de laminulas e resina Entellan®. As estruturas parasitarias foram observadas em

microscopio Optico em objetivas de 40x e 100x.

5.5 ANALISE MOLECULAR

5.5.1 Extracao de DNA das culturas obtidas

Adicionalmente, foi realizada a identificacdo molecular das culturas fangicas por
meio da técnica de PCR. Para a realizacdo da extracdo de DNA, as culturas foram repicadas
em frasco contendo caldo BHI e incubadas por 10 dias a 28°C. Passado este periodo, as
culturas foram inativadas por vapor fluente a 100°C, utilizando autoclave. Com a intencédo de
verificar a viabilidade da amostra, ap6s a inativacdo térmica fragmentos do micélio foram
repicados em agar Batata Dextrose e incubados por sete dias a 28°C. O material remanescente
foi estocado em freezer a -20°C e, ap0s confirmacéo da inocuidade das amostras, procedeu-se
a extracdo de DNA.

Culturas inativadas mantidas a -20°C foram descongeladas e centrifugadas a 3.500
r. p. m. por 10 minutos. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet celular
obtido resuspendido em agua destilada estéril para lavagem. Esta lavagem foi realizada duas
vezes e, em seguida, descartando-se a agua e transferindo o material fingico para recipientes
de vidro e congeladas em freezer a -80°C. O material congelado foi submetido a completa
liofilizag&o em aparelho LS3000 (Terroni, Brasil).

Amostras fangicas liofilizadas sofreram lise em sistema Precellys®, seguindo

informacdes do fabricante. Para tanto, foi adicionado até 0,2 g de massa fungica liofilizada a
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microtubo de polipropileno contendo esferas de cerdmica de 2,8 mm de didmetro. Em
seguida, adicionou-se 1 mL de tampdo CTAB (Férmula em anexo) contendo 1% de B-
mercaptoetanol previamente aquecido a 65 °C. Os tubos foram submetidos a trés ciclos de
agitacdo a 6500 r. p. m. por 30 segundos, com intervalos de até 2 minutos entre cada ciclo.
Apos esse periodo, as amostras permaneceram em banho-maria a 65 °C por 3 horas, sendo
adicionado um volume igual ao obtido de cloroférmio-alcool-isoamilico (proporcéo: 24:1). O
homogenato seguiu para centrifugacdo (9650 g por 20 min a 4 °C), e o sobrenadante foi
transferido para microtubo estéril, ao qual se adicionou alcool isopropilico na proporc¢éo de
0,54 do volume do material. O preparado permaneceu no freezer a -20 °C por 1 h e em
seguida foi centrifugado (9650 g por 20 min a 4 °C). Ap0s esta etapa, o sobrenadante foi
descartado e, ao precipitado adicionou-se 1,5 mL de alcool etilico 70%, seguindo para
centrifugacdo (9650 g por 20 min a 4 °C). O sobrenadante foi descartado e 0 DNA obtido foi
ressuspenso em tampao de eluicdo AE (acetato de sdédio 50 mM e EDTA 50 mM pH 5,2) do
Mini Kit Dneasy Plant® (Qiagen, Alemanha).

As amostras de DNA foram quantificadas por meio de espectofotrometria a 260
nm. O célculo da concentracdo de DNA de cada amostra foi realizado mediante a seguinte
férmula (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989):

C [ng/ul] = Azep x diluigdo X &,

onde

A260: absorbancia a 260 nm;

diluicdo: fator de diluigdo da amostra; e

¢: coeficiente de extincdo, equivalente a 50 para moléculas de DNA fita dupla

5.5.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A reacédo de PCR foi realizada utilizando os seguintes reagentes: primers Coi9-1F
(5’-TACGGTGTAATCCCGATACA-3’) e Coi9-1R (5’-GGTCTGAATGATCTGACGCA-
3’) na concentracdo de 50 pMol/uL cada, dNTP’s 1mM, Tampdo 5X Green Go taq®
(Promega, EUA), MgCl, 25 mM (Promega, EUA) Go Taq DNA Polimerase (Promega, EUA)
e H,O (UMEYAMA et al., 2006).
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A reacdo de amplificacdo foi realizada em volume total de 25 pL, conforme

observado abaixo.

Reacio: Volumes:
dNTP s (ImM). o SuL

Primer 1 (Coi9 — 1F). e 2.5ul

Primer 2 (Coi9 — 1R} 2.5l

Tampio 53X . 5ul

MegCla 5ul

Tag Hotoooee e 0,05 uL
= L 2.95ul

Total 23 pL (mix) + 2 uL de DNA fiingico

A amplificacdo ocorreu em um ciclo a 94 °C por trés minutos, seguido de 35
ciclos a 94 °C por 30 s, a 60 °C por 30 s, e em 72 °C por 45 s, tendo uma fase de extenséo
final a 72°C por trés minutos.

Para visualizacdo dos amplicons obtidos a partir da reacdo de PCR foi realizada
eletroforese em gel de agarose a 1% utilizando TBE (Tampdo Tris Borato EDTA) 1X
(Férmula em anexo). Aliquotas de 6 pL de cada amplicon foram submetidas a eletroforese em
aparelho EPS 601 (Amersham Bioscience, india) a 80 volts por aproximadamente 1 hora. O
marcador de peso molecular utilizado foi o padrdo DNA 100 pb (New England Biolabs,
EUA). Ao final da corrida, o gel foi mergulhado em solucéo de brometo de etidio 10 mg/mL
por 20 minutos e visualizado em transiluminador.

Os dados obtidos pela extracdo e quantificacdo de DNA, bem como pela reacédo de

PCR, foram avaliados de forma qualitativa.

5.6 ANALISE IMUNOLOGICA

A presenca de anticorpos especificos para patdégenos fungicos dimorficos nas
amostras foi monitorada por meio de imunodifusdo radial dupla, em que antigeno e anticorpo
da reacéo se difundem passivamente de forma radial, formando linhas de precipitacdo em seu
ponto de equilibrio. Para a confecgdo da Iamina foi pipetado 3 ml de agarose 1% em salina.
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Apos esfriar, com um molde perfurador, foram feitos orificios de 3 mm de didmetro e retirado
o0 4gar (CAMARGO, 2004).

As amostras foram investigadas quanto a presenca de anticorpos especificos para
Coccidioides spp. e H. capsulatum. Para cada um dos testes foi pipetado no orificio central 20
ul do antigeno especifico. Para H. capsulatum foi utilizado o Kit ID Antigeno H & M (Immy
Immunodiagnostics, Inc., USA), enquanto para C. posadasii foi utilizado antigeno produzido
conforme CORDEIRO (2006). Nos orificios superior e inferior foram adicionados 20 ul de
soro controle. Para H. capsulatum foi utilizado soro controle H & M (Immy
Immunodiagnostics, Inc., USA), enquanto para C. posadasii foi utilizado soro controle
obtidos de pacientes com coccidioidomicose pulmonar estocados no CEMM. Nos outros
orificios laterais, foram pipetados 20 ul de amostras testes. Foi realizado o controle negativo
com salina.

As laminas foram incubadas por 48h em camara Umida a 28°C. Transcorrido este
tempo, foi realizada a leitura dos resultados. Para coloragdo das laminas, estas foram deixadas
em solucdo de NaCl a 0,9% durante 24 horas, realizando-se de trés a quatro trocas da solucéo,
neste periodo. Em seguida, as laminas foram envolvidas em papel de filtro e secadas a 37°C
em estufa por uma noite. No dia subsequente, foram lavadas com agua para retirar fragmentos
do papel de filtro sobre o gel e, posteriormente, realizou-se a coloragdo com Coomassie
Brilliant Blue (em anexo) durante cinco minutos. Em seguida, as laminas foram descoradas

utilizando solucdo descorante, para obter melhor visualizacdo das linhas de precipitacéo.



6 RESULTADOS

6.1 ASPECTOS RELACIONADOS AOS QUIROPTEROS

Na pesquisa foram capturados 83 animais, sendo 45 fémeas e 38 machos, em seis

municipios do estado do Ceara: Aracoiaba, Baturité, Itapiuna, Quixada, Russas e Ubajara.

Detalhes sobre o periodo de coleta, georreferenciamento e local da captura podem ser

verificados na Tabela 1.

Tabela 1: Descricdo dos locais e seus respectivos periodos de captura dos morcegos.

Municipio / o _ _
Periodo _ Luminosidade Umidade Caracteristica
Localidade
16/08/2010 a Quixada / ) )
_ Baixa Baixa Forro da casa
20/08/2010 Fazenda Aroiera
23/08/2010 a ) o ) Construcéo / Prédio
Itapitna Intermediaria Baixa
27/08/2010 abandonado
23/08/2010 a ) ) )
Baturité Baixa Baixa Forro de escola
27/08/2010
23/08/2010 a _ ) Pdlo de lazer / Prédio
Aracoiaba Alta / Baixa Alta/ Alta
27/08/2010 abandonado
13/09/2010a  Ubajara/ Furna
Baixa Alta Caverna
17/09/2010 do Araticum
13/10/2010 a ) o
Baturiteé Intermediaria Alta Construcgéo
15/10/2010
16/12/2010 a
Aracoiaba Baixa Alta Prédio Abandonado
17/12/2010
21/03/2011 a ) _ )
Russas Baixa / Baixa Baixa / Alta Forro de casa / Caverna

25/03/2011
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Os animais capturados correspondiam a sete diferentes espécies, classificadas nas
Familias Molossidae e Phyllostomidae. Os animais da Familia Phyllostomidae foram
classificados em seis subfamilias: Stenodermatinae, Phyllostominae, Glossophaginae,
Carolliinae, Desmondontinae e Lonchophillinae. Quanto a dieta alimentar, 0s animais eram na
maioria frugivoros (n=27) ou nectarivoros (n=27), no entanto também ocorreram insetivoros
(n=16), hematdfagos (n=12) e onivoro (n=1). Caracteristicas relacionadas ao local de captura,

classificacdo taxondmica, dieta, género e quantidade de animais estdo mostradas na Tabela 2.



Tabela 2: Municipios do estado do Cearé onde foram realizadas as coletas dos quirdpteros, indicando espécie, familia e
subfamilia da qual fazem parte estes animais, além da dieta, género e nimero de individuos capturados.

Munic_:l'pio J Espécies capturadas Familia /Subfamilia Dieta Género Total
Localidade
Quixada Molossus molossus Molossidae Insetivoro 1m 01
Itapitna Sturnira lilium Phyllostomidae / Stenodermatinae Frugivoro 6f-3m 09
Itapitna Trachops cirrosus Phyllostomidae / Phyllostominae Onivoro 1f 01
Baturité Glossophaga soricina Phyllostomidae / Glossophaginae Nectarivoro 2f-3m 05
Aracoiaba Sturnira lilium Phyllostomidae / Stenodermatinae Frugivoro 2m 02
Aracoiaba Carollia perspicillata Phyllostomidae / Carolliinae Frugivoro 13f-3m 16
Aracoiaba Glossophaga soricina Phyllostomidae / Glossophaginae Nectarivoro 8f-4m 12
Aracoiaba Anoura geoffroyi Phyllostomidae / Lonchophillinae Nectarivoro 2f-2m 04
Ubajara Desmodus rotundus Phyllostomidae / Desmodontinae Hematdfago 2f-5m 07
Russas Molossus molossus Molossidae Insetivoro 11f-4m 15
Russas Desmodus rotundus Phyllostomidae / Desmodontinae Hematdfago 5m 05
Russas Glossophaga soricina Phyllostomidae / Glossophaginae Nectarivoro 6m 06
Total 83

Legenda: m: macho; f: fémea
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6.2 ISOLAMENTO FUNGICO

A despeito da busca inicial por Histoplasma capsulatum, ndo foi registrado
nhenhum isolamento do fungo nos animais capturados. No entanto, em semeadura em placa
de macerado de pulméo de quirdptero fémea da espéecie Carollia perspicillata incubado a
35°C foi observada col6nia com textura algodonosa, formando micélio aéreo e branco com
reverso creme e relevo apiculado, sugestiva de Coccidioides spp.. Foi realizada a microscopia
da colénia em montagem do tipo l&mina-laminula com lactofenol azul algodéo, revelando
hifas hialinas e septadas com artroconideos e células disjuntoras (DE HOOG et al., 2000). A
col6nia foi repicada em agar batata para realizacao de testes confirmatorios (Figura 22), onde
foi possivel verificar um micélio aéreo, branco com reverso creme tornando-se acastanhada
com o passar do tempo (DE HOOG et al., 2000). O fungo isolado encontra-se depositado na
micoteca do CEMM/UFC, tendo como registro: CEMM 05-5-059.

Figura 22. Aspectos morfoldgicos da colénia de Coccidioides posadasii isolada a patir de macerado
de pulmdo de quirdptero. Macromorfologia da coldonia em placa contendo meio agar BHI
modificado (A); micromorfologia da col6nia visualizada com adic¢do de lactofenol azul algod&o (B);

macromorfologia observada em tubo contendo meio agar batata dextrose (C). Fonte: CEMM, 2011.
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6.3 MICROSCOPIA DIRETA

Com o intuito de visualizar formas parasitéarias do fungo, foram retiradas aliquotas
remanescentes do macerado de pulmdo da espécie C. perspicillata estocado a -20°C e
realizadas preparac@es tipo lamina-laminula com KOH 10% para observagdo em microscopio
optico. O exame direto realizado revelou esférulas caracteristicas da forma parasitaria do
fungo, conforme evidenciado na figura 23. Foi possivel verificar a presenca de esférula
maduras contendo endosporos em seu interior, além de esférulas rompidas, caracterizando a

ocorréncia do ciclo bioldgico de Coccidioides spp.

.
—

20.0 ym

Figura 23. Observacgdo de esférulas da forma parasitaria de Coccidioides spp., em macerado de pulmao
de quirdptero da espécie Carollia perspicillata: Esférula rompida (A) e Esférula contendo endosporos em
seu interior (B). Fonte: CEMM, 2011.

6.4 TESTE DE REVERSAOQ in vivo

O teste de reversdo in vivo foi realizado em dois camundongos, que apds 30 dias
de inoculagéo da suspenséo flngica, foram eutanasiados e tiveram fragmentos do baco, figado
e pulmdes semeados em tubos contendo dgar Mycosel®. Apds uma semana de cultivo foi
observado o crescimento de Coccidioides spp. em todos os tubos. Além disto, fragmentos dos
Orgdos destes animais foram utilizados para a realizacdo de exames direto com adigdo de
KOH e histopatolégico corados com HE, FM, PAS, Grocott-Gomori (CORDEIRO et al.,
2006), no Departamento de Patologia e Medicina Legal da UFC. Em todos os testes foi
possivel verificar a presenca de esférulas maduras e imaturas, bem como a observacdo de

endosporos sendo liberados (Figura 24).
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Figura 24. Visualizacdo de esférulas de Coccidioides posadasii em 6rgdos de camundongos infectados
experimentalmente. Preparacdo tipo ldmina-laminula com KOH 10% mostrando esférulas em processo de
maturacdo, mostrando grande vacuolo central (A-C); esférula madura liberando endosporos (D). Esférulas
maduras repletas de endosporos em preparados histologicos corados por Grocott-Gomori (E, F), Fontana Masson
(G, H) e PAS (I, J). FONTE: CEMM, 2011.
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6.5 ANALISE MOLECULAR

A reacdo de PCR, avaliada nas diluicdes de 1:50, 1:20 e 1:10 permitiu a
amplificacdo de uma sequéncia de aproximadamente 634 pares de bases na amostra controle e
na amostra positiva, 0 que permitiu a confirmagdo molecular do isolado como pertencente a

espécie Coccidioides posadasii, conforme descrito por Umeyama et al., 2006.

6.6 ANALISE SOROLOGICA

Conforme descrito anteriormente, os macerados de 6rgdos de quiropteros foram
avaliados quanto a presenca de antigenos e/ou anticorpos de Coccidioides spp. e H.
capsulatum. Nao foi encontrada positividade para H. capsulatum em nenhuma das amostras
pesquisadas. Contudo pdde ser observada uma reacdo positiva para anticorpos contra
Coccidioides spp. em macerado de pulmdo da espécie de quirdptero Glossophaga soricina,
bem como duas amostras positivas para antigenos de Coccidioides spp., obtidas de macerado

de figado da espécie G. soricina e de macerado do mesmo 6rgao de Desmodus rotundus.



7 DISCUSSAO

A ordem Chiroptera é reconhecidamente importante do ponto de vista ecoldgico,
uma vez que os animais nela classificados apresentam variacbes morfoldgicas, alimentares e
adaptativas, que os tornam capazes de explorar diversos habitats, contribuindo para a
reciclagem de nutrientes, controle de animais e manutencédo da flora (BRUSCO; TOZATO,
2009). A capacidade apresentada por esses animais de explorar uma diversidade de habitats
Ihes permite interagir com uma ampla variedade de seres vivos, muitos dos quais podem ser
hospedeiros intermediérios de patégenos humanos e animais. Desta forma, nas ultimas duas
décadas, o interesse no estudo de morcegos visando a vigilancia de doencas infecciosas
aumentou (WIBBELT et al., 2010).

Dados da literatura mostram que os quiropteros tém sido associados a emergéncia
de vérias doencas infecciosas, principalmente viroses, tais como aquela causada por Hendra
virus e Nipah virus, espécies do género henipavirus, novo género da familia Paramixoviridae
(SHI, 2010). De acordo com Jong et al. (2011), a descoberta dos quirdpteros como
hospedeiros naturais de agentes causadores de doencas infecciosas emergentes e seu posterior
estudo como fonte desses agentes deveu-se a descoberta da presenca de anticorpos para 0
virus Hendra em morcegos na Australia, um virus altamente virulento com alta letalidade em
seres humanos (CFSPH, 2009).

Os morcegos apresentam diversas caracteristicas que os tornam importantes
reservatorios de agentes de doencas infecciosas: existéncia de grande diversidade de espécies,
longevidade, capacidade de dispersdo e estrutura social, apresentando coldnias de até 200.000
individuos (CALISHER et al., 2006; WONG et al., 2007; JONG et al., 2011). Em 2008,
Calisher e colaboradores relataram que algumas espécies de morcegos podem viver por até 30
anos e que a ocorréncia de alta densidade populacional em coldnias oferece ampla
oportunidade de transmissdo de agentes infecciosos entre morcegos.

Em comparacdo com outros mamiferos, esses animais — que surgiram durante o
periodo Eoceno (52 a 50 milhdes de anos atrds) — apresentam poucas mudancas evolutivas
(CALISHER et al., 2006), o que reforca a idéia de co-evolucdo de patdgenos emergentes
nesses animais. Desta forma, alguns fatores evolutivos, tais como a presenca de receptores
celulares e rotas bioguimicas conservadas que permitem a replicacdo de determinadas
espécies virais nos quirdpteros, parecem estar associados a emergéncia de doencas infecciosas
(JONG et al., 2011).
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Embora a importancia dos quirdpteros no ciclo epidemioldgico de varias
infeccdes virais seja amplamente conhecida, a associacdo desses animais com patdgenos
fangicos € limitada a poucas espécies. Estudos prévios mostraram o isolamento de algumas
espécies fungicas potencialmente patogénicas entre esses animais, tais como: Candida spp.,
Trichosporon pullulans (MOK; LUIZAO; SILVA, 1982) e Wangiella dermatitidis (REIS et
al., 1982). Porém, o papel dos quirGpteros na transmissdo destas espécies permanece
desconhecido.

A associacdo mais conhecida entre morcegos e fungos patogénicos é representada
pelo fungo dimdrfico Histoplasma capsulatum, tendo sido registrado isolamentos do fungo
em abrigos localizados no meio urbano (GALVAO DIAS, 2009) e rural (TAYLOR et al.,
1999). Na pesquisa realizada por Galvao Dias (2009) em areas urbanas, foi observado um
percentual de positividade para H. capsulatum bem maior em areas de grande proximidade
com os humanos, tais como forros de residéncias (37,9%), em comparacdo com ambientes
naturais, como arvores, por exemplo, os quais mostraram indice de positividade de 3,6%.
Deve ser ressaltado que um unico morcego infectado pode ser responsavel por uma ampla
contaminacdo de quirdpteros ou mesmo de outros mamiferos, uma vez que fungos viaveis,
capazes de se desenvolver em solo apropriado, podem ser liberados em suas fezes
(MCMURRAY; GREER, 1979).

Dada a importancia dos quirdpteros na manutencdo e/ou dispersdo de H.
capsulatum na natureza, e 0 aumento do nimero de casos de histoplasmose nos ultimos cinco
anos em nosso meio (FECHINE, 2011). Assim como observado em trabalhos anteriores
realizados no CEMM (COELHO, 2010), ndo foi possivel isolar o fungo H. capsulatum na
presente pesquisa. E possivel que o pequeno nimero de animais capturados tenha colaborado
para o insucesso no isolamento fangico. A literatura mostra que geralmente o isolamento de
H. capsulatum é associado ha uma grande amostragem de morcegos capturados, como foi
verificado nos trabalhos de Galvdo Dias (2009) onde foram capturados 2427 animais, de
Fernandez Andreu (2004) com amostragem de 230 individuos e Taylor e colaboradores
(1999) com coleta de 208 morcegos. Contudo, a alta amostragem ndo é o Unico fator
determinante para a recuperacdo de H. capsulatum em quiropteros. Kikuchi et al. (2008) nédo
obtiveram éxito no isolamento do fungo ao analisar 187 amostras de guano de morcegos em
67 cavernas no Japdo. Desta forma, os autores sugeriram que 0S morcegos ndo seriam 0s
principais agentes do ciclo epidemiolégico da histoplasmose naquele pais. Embora, em nosso
meio, a histoplasmose seja considerada uma doenca eminentemente urbana, com grande
maioria dos casos provenientes da regido metropolitana de Fortaleza (FECHINE, 2011). No

presente estudo, sé foi possivel realizar a captura de morcegos em sitios rurais. Deste modo, é
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necessaria a intensificacdo das buscas em d&reas urbanas, principalmente em sitios
peridomiciliares.

Embora ndo tenha sido detectado H. capsulatum nos morcegos capturados, o
estudo mostrou, pela primeira vez, o isolamento do fungo C. posadasii, além de evidéncias
imunoldgicas de infeccdo por este fungo em quirdpteros. Neste trabalho, a positividade frente
a qualquer um dos métodos analisados, seja micologico, molecular ou soroldgico, foi
detectada em animais provenientes de apenas dois sitios de coleta, um localizado no
municipio de Aracoiaba e o outro em Ubajara.

Em relagéo ao clima verificado na cidade de Aracoiaba temos o Tropical Quente
Semi-Arido, além dos climas compartilhados com a cidade de Ubajara, climas Tropical
Quente Sub-Umido e Tropical Quente Semi-Arido Brando. O municipio de Ubajara ainda
apresenta clima Tropical Quente Umido (IPECE, 2011). O indice pluviométrico observado
em 2010 na cidade de Aracoiaba foi de 596,7 mm/ano, enquanto Ubajara apresentou quadra
chuvosa de 941,4 mm/ano (FUNCEME, 2011). Estas regifes apresentam caracteristicas
geoclimaticas compativeis com o isolamento de H. capsulatum, tendo divergéncias ecologicas
dos registros de C. posadasii. E importante ressaltar que, até o0 momento, ndo ha registros de
casos de coccidioidomicose nestas duas cidades.

O animal positivo ao isolamento micoldgico foi capturado em uma casa
abandonada, localizada em area urbana do municipio de Aracoiaba, proxima a saida para zona
rural, sendo observada o Macico de Baturité como uma barreira fisica a passagem dos ventos.
E um local rodeado por casas residenciais, sendo entdo, um ambiente com intensa
movimentacdo humana. Nas redondezas, foram observadas poucas vegetacGes, exce¢do se da
a presenca de um polo de lazer arborizado cerca de 30 m do local de coleta.

Estudos tém mostrado o isolamento de Coccidioides spp. em diversas espécies
animais e os mamiferos sdo largamente mais afetados. Algumas espécies sdo tdo suscetiveis
ao fungo que sdo sugeridas como sentinelas para 0 monitoramento da presenca do patdgeno
no ambiente, tais como pequenos roedores nos Estados Unidos (EMMONS, 1943). No Brasil,
o mamifero mais frequentemente associado a infeccdo por C. posadasii € o tatu, com destaque
para o tatu de nove bandas, Dasypus novemcinctus (WANKE et al. 1999). A grande relacdo
desses animais com o fungo levou Eulalio et al. (2000) a sugerirem que os tatus fossem
considerados animais sentinela da coccidioidomicose em nosso meio. De fato, no Nordeste do
Brasil, a quase totalidade de casos de coccididoidomicose registrados até 0 momento envolve
a exposicao a poeira contaminada durante atividade recreativa de caca de tatus (CORDEIRO
etal., 2010).
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No municipio de Aracoiaba, no mesmo sitio de captura do morcego positivo ao
exame micologico, um animal da espécie Glossophaga soricina apresentou anticorpos
especificos para Coccidioides spp. no teste imunologico, enquanto em outro animal da mesma
espécie foi detectada a presenca de antigenos de Coccidioides spp. Em Ubajara, observou-se
antigenos fungicos de Coccidioides spp. em quiroptero da espécie Desmodus rotundus,
proveniente da Furna do Araticum.

Em testes sorologicos, a baixa sensibilidade e a possibilidade de reacGes cruzadas
com histoplasmose s&o as principais causas de falsos resultados. Em seres humanos, a
deteccdo de anticorpos IgG contra Coccidioides spp. estd relacionada a progressdo do
processo infeccioso, sendo verificado que a deteccdo de titulos crescentes de anticorpos
relaciona-se com um prognostico desfavoravel, ao passo que titulos em declinio séo
associados a um quadro clinico em resolucdo (STEVENS, 1995). Nao sdo observados niveis
detectaveis de anticorpos na infeccdo assintomatica, forma clinica comum em até 60% dos
individuos infectados, no entanto, € possivel obter positividade ao teste intradérmico ao
antigeno coccidioidina ou esferulina (AMPEL, 2009).

Sabe-se que, em animais, a interpretacdo dos resultados de testes imunolégicos na
coccidioidomicose pode ser diferente daqueles em humanos. Em cées, o teste soroldgico
positivo ndo deve ser utilizado para diagndstico, uma vez que existem animais doentes onde
ndo é possivel a deteccdo clinica, além da possibilidade de sobreposicdo de titulos de
anticorpos em manifestacdes clinicas diferentes. Em cavalos, raramente sdo detectados
anticorpos séricos em animais saudaveis (HIGGINS et al., 2005). No presente estudo, embora
ndo seja possivel afirmar que os morcegos que mostaram presenca de anticorpos ou antigenos
no teste imunoldgico estavam doentes, provavemente esta reatividade imunoldgica representa
um indicio de contato dos animais com o fungo C. posadasii na natureza. E possivel afirmar
que os dados obtidos ndo correspondem a reacao cruzada com H. capsulatum, uma vez que
nenhum dos morcegos capturados mostrou reatividade na imunodifusao para este fungo.

E importante ressaltar que, durante as coletas realizadas na casa abandonada em
Aracoiaba, foram capturadas quatro espécies de quirdpteros: Carollia perspicillata,
Glossophaga soricina, Sturnira lilium e Anoura geoffroyi. No entanto, positividade ao teste
de imunodifusdo foi observada apenas em C. perspicillata e G. soricina, desta forma deve ser
avaliado um provavel perfil diferenciado de suscetibilidade entre as espécies de quiropteros,
conforme sugerido por Krutzsch e Watson (1978).

Embora este seja o primeiro registro do isolamento de uma espécie fungica do
género Coccidioides em visceras de quirdpteros, outros trabalhos ja haviam sugerido

associacdo desses animais com o fungo C. immitis. Em 1965, Kajihiro realizou uma pesquisa
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com o objetivo de isolar dermat6fitos em amostras de guano de morcegos coletadas em
cavernas do Novo México. Além de quatro espécies de dermatdfitos, o autor descreveu a
presenca de outras espécies fangicas no material investigado, tais como: Candida sp.,
Histoplasma capsulatum e C. immitis (KAJIHIRO, 1965). Contudo, o trabalho ndo ressalta os
métodos de isolamento empregado para C. immitis, bem como, ndo descreve a realizacdo de
testes de reversdo in vivo, limitando a identificacdo fungica apenas a caracteres morfologicos
da fase saprofitica do fungo.

Em 1978, Krutzsch e Watson também descreveram o isolamento do fungo de
amostras de guano de morcegos que foram coletadas em minas abandonadas. Os autores
também realizaram infeccdo experimental de C. immitis em morcegos, afirmando que a
suscetibilidade ao fungo varia de acordo com a espécie envolvida (KRUTZSCH; WATSON,
1978). Desta forma, os isolamentos de Coccidioides spp. a partir do guano de quirdpteros faz
referéncia apenas a sua fase saprofitica. No presente estudo, a visualizacdo de esférulas,
estruturas caracteristicas da fase parasitaria do fungo, em macerado de 6rgdo de quiroptero
confirma a infeccdo natural de quirdpteros por C. posadasii.

Hoff e Bigler (1981) afirmam que a migracdo e os habitos alimentares dos
quirdpteros seriam capazes de aumentar a distribuicdo geografica de agentes fungicos
causadores de doencas no homem e em outros animais. De forma contraria, Wong et al.
(2007) afirmam que a dieta alimentar destes animais ndo deve ter intima relagdo com o tipo de
patdgeno por eles carreados, uma vez que o mesmo patdgeno pode ser observado em mais de
uma espécie de quirdptero. Alteragdes ambientais também podem ter papel importante na
emergéncia de doencas infecciosas, uma vez que o desmatamento é capaz de modificar os
padrdes comportamentais desses animais, permitindo a expansdo de seu nicho ecoldgico
(JOIN et al., 2011). Desta forma, a ocupagdo de abrigos artificiais pelos morcegos permite
que estes animais se aproximem de areas habitadas pelo homem, estreitando a relacéo entre
estas espécies, facilitando o papel dos quiropteros como veiculo de doengas emergentes para
0s seres humanos.

No estado do Ceard, casos de coccidioidomicose foram registrados em 11
municipios: Aiuaba, Independéncia, Boa Viagem, Solondpoles, Catunda, Santa Quitéria,
Arneiroz, Ibiapina, Sobral, Jaguaribe e Parambu (CORDEIRO et al., 2010). Essas cidades
estdo geograficamente distantes dos sitios onde foram detectadas positividade animal neste
estudo: a distancia entre Ubajara € Sobral é de aproximadamente 72 Km; entre Aracoiaba e
Boa Viagem verifica-se uma distancia de 174 Km. Desta forma, podemos afirmar que,
embora seja possivel, € pouco provavel que os animais tenham migrado das zonas endémicas

de coccidioidomicose. Dados da literatura mostram que, devido ao porte pequeno e corpo
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fragil, a espécie C. perspicillata ndo possui habitos de migracdo de longas distancias
(CLOUTIER; THOMAS, 1992). O mesmo ndo ocorre com a espécie D. rotundus, uma vez
que esta espécie é capaz de percorrer distancias diarias de até 12 Km do abrigo em busca de
alimento, retornando ao abrigo apds alimentar-se (GREENHALL; JOERMANN; SCHMIDT,
1983).

A presenca de C. posadasii, bem como a evidéncia da infec¢do fungica em
quirdpteros capturados em areas sem casos da doenca, sugere a existéncia de uma ampla area
de ocorréncia do microorganismo em nosso meio. No Brasil, as regides de ocorréncia do
fungo sdo determinadas pela deteccdo dos casos de coccidioidomicose em humanos, mas,
segundo Cordeiro et al. (2010), o nimero de casos reportados pode ser subestimado.

E provavel que outros animais silvestres, como o gamba-de-orelha-branca, por
exemplo, sejam intermediarios do processo infeccioso em quirdpteros. Nesta perspectiva, a
contaminacdo de uma éarea indene por C. posadasii poderia iniciar apds a introducdo de
particulas fangicas viaveis no solo, seja através de fezes do animal ou de suas carcacas. O
gambé-de-orelha-branca (Didelphis albiventris) € um mamifero com habito crespuscular e
noturno que é capaz de conviver com o homem e adaptar-se a novos ambientes, sendo
considerados animais com potencial de disseminar doencas entre diferentes populactes
(MULLER et al., 2005).

Estudos adicionais devem ser conduzidos a fim de elucidar o papel dos
quirdépteros no ciclo biolégico do fungo C. posadasii e 0 impacto dessa associacdo na

epidemiologia da coccidioidomicose.



8 CONCLUSOES

1. Foi possivel detectar infeccdo por Coccidioides posadasii em um morcego-
fémea da espécie Carollia perspicillata, capturado em casa abandonada na cidade

de Aracoiaba;

2. Pela primeira vez verificou-se o registro de isolamento de Coccidioides

posadasii em morcegos;

3. Morcegos das espécies Glossophaga soricina e Desmodus rotundus
apresentaram resposta imune positiva para Coccidioides posadasii.



9 PERSPECTIVAS

A descoberta de um quiréptero naturalmente infectado por Coccidioides
posadasii sugere que esses animais podem ser reservatorios para o microrganismo, abrindo
perspectivas para novos estudos. Com o intuito de realizar desdobramento deste achado, faz-
Se necessario caracterizar os aspectos genéticos e de viruléncia dos isolados de C. posadasii
oriundos de morcegos, além de investigar a ocorréncia do fungo em outras espécies de
quirdpteros, bem como em um ndmero maior de animais provenientes de locais onde a
coccidioidomicose seja considerada endémica ou com caracteristicas ambientais semelhantes.
E importante ainda investigar a origem da infecgdo desses animais, por meior do isolamento

do fungo de amostras de solo de outras regides do estado do Ceara.
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ANEXO |

(Parecer do Comité de Etica para o Uso de Animais)









ANEXO II

(Solucdes e Técnica de Coloracéo da Prata-Metenamina)
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Tampéo Tris-Borato-EDTA (TBE - 5X)

Trizma base 549

Acido boérico 27,5 ¢
Na2EDTA 0,5 M pH 8,0 20 mL

Agua deionizada g.s.p. 1000 mL
pH 8,0

Tampédo CTAB

CTAB 24

Tris 1M 10 mL
EDTAO05M 2mL

NaCl 0,859
-Mercaptoetanol 0,2 mL
Agua deionizada g.s.p. 100 mL

Coloragdo Coomassie Brilliant Blue para imunodifuséo

Solucédo descorante

Acido acético glacial 20 mL
Alcool etilico 40 mL
Agua deionizada g.s.p. 100 mL

Solucdo Coomassie Blue R

Coomassie Blue R 0,159

Solucéo descorante g.s.p. 100 mL
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Técnica de Coloracgéo de Prata-metenamina (Grocott-Gomori)
1) Identificacdo da ldamina e preparo do esfregaco.
2) Fixacao da lamina com alcool comum.

3) Imergir em &cido crémico, por 10 minutos, para promover a oxidacdo das estruturas
celulares. Desprezar a solucao apos 0 uso.

4) Lavar a lamina com agua destilada.

5) Cobrir a ldmina com metabissulfito de sodio a 1%, para retirar o excesso de acido crémico,
e, em seguida, lavar com &gua corrente.

6) Imergir a ldmina na solucdo de nitrato de prata-metenamina, aquecendo-a até atingir a
temperatura de 90 °C; periodicamente, remover a lamina-controle e observa-la ao
microscopio.

7) Lavar a lamina com agua destilada.
8) Imergir a lamina em solucgéo de cloreto de ouro por 1 minuto.

9) Cobrir a Iamina com hipossulfito de sddio por 1 minuto, para melhorar a fixacdo da prata
pelos fungos.

10) Imergir na solugdo contracorante de verde-luz por 3 minutos.
11) Lavar as laminas em diferentes concentrac6es de etanol: 70%, 95% e alcool absoluto.
12) Passar a lamina rapidamente no xilol.

13) Montar as ldaminas com balsamo do Canada e observar ao microscépio optico.
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(Fonte das Figuras)
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Figura 3: Pesquisadores que contribuiram para as primeiras descobertas sobre a
Coccidioidomicose.

a) Alejandro Posadas;
Fonte: http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/a9/Alejandro_Posadas.jpg;
Acesso em 16 de abril de 2011.

b) Emmet Rixford;
Fonte: http://farm5.static.flickr.com/4114/4855227532_09c66dc631.jpg;
Acesso em 16 de abril de 2011.

¢) William Ophuils;
Fonte: http://elane.stanford.edu/images/public-web/wilson/portraits/p15-m.jpg
Acesso em 16 de abril de 2011.

d) Herbert Moffitt.
Fonte: http://history.library.ucsf.edu/moffitt.html
Acesso em 16 de abril de 2011.

Figura 4: A natureza geofilica Coccidioides spp. foi descoberta por Robert Stewart (A) e Karl
Meyer (B). Grandes avancos no entendimento dos aspectos epidemioldgicos da
coccidioidomicose foram realizados por Charles Smith (C).

Charles Smith
Fonte: http://history.amedd.army.mil/booksdocs/historiesofcomsn/sectionl.html
Acesso em 16 de abril de 2011.

Robert Stewart
Fonte: http://www.hps.cam.ac.uk/whipple/aboutthemuseum/robertwhipple/
Acesso em 16 de abril de 2011.

Karl Meyer
Fonte: http://www.jbc.org/content/277/39/e27
Acesso em 16 de abril de 2011.
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(Publicacdes)



