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RESUMO

A Paracoccidioidomicose (PCM) €& uma infeccdo flangica provocada por
Paracoccidioides spp., que ocorre originalmente na Ameérica Latina e, mesmo tendo
transcorrido 114 anos da identificagdo do agente, seu nicho ecoldgico ainda € pouco
conhecido. Este estudo tem por objetivo definir as variaveis geograficas e climaticas
determinantes da ocorréncia de nichos naturais do fungo, que propiciam a ocorréncia
da infeccdo humana por Paracoccidioides no estado do Espirito Santo, importante
regido endémica de PCM no Sudeste do Brasil. A populacdo do estudo foi composta
por casos diagnosticados com PCM, atendidos no Servi¢co de Doengas Infecciosas e
Parasitarias do Hospital Universitario Cassiano Antonio Moraes/UFES no periodo de
1978 a 2018. Os dados epidemiolégicos foram coletados nos prontuérios dos
pacientes e, os dados ambientais, a partir do georreferenciamento das localidades de
procedéncia dos pacientes. Dados climéaticos foram obtidos da base de dados
WorldCIlim e informacfes geograficas foram extraidas do Instituto Nacional de
Pesquisas Espaciais (INPE) e do Sistema Integrado de Bases Georreferenciadas do
estado do Espirito Santo (GEOBASES). Para a construgcdo dos modelos de
distribuicdo de Paracoccidioides foi utilizado o algoritmo de méaxima entropia
(MIAmaxent R package) capaz de estimar a distribuicdo provavel de uma determinada
espécie na area estudada, a partir de dados de presenca. A validacao dos modelos
do nicho ecoldégico foi realizada por meio da Curva Caracteristica de Operacédo do
Receptor (ROC-plot). As variaveis que mais contribuiram para a constru¢cdo do modelo
preditivo de nicho ecoldgico de Paracoccidioides foram: precipitacdo no més mais
umido (BIO 13), com 53% de contribuicdo, precipitacdo na estacdo mais seca (BIO
17), com 25%, radiagdo solar - valor minimo dos 12 meses (SRADI), com 11%,
pressao do vapor d'dgua - desvio padrdo dos 12 meses (VAPRD), com 11%, e tipo de
solo (GEOBASES), com contribuicdo de 6%. Além de quantificar a contribuicdo de
cada variavel, destacando a importancia das precipitacées na constru¢cao do modelo,
neste estudo foi demonstrado pela primeira vez, a contribuicdo da radiacdo solar e
pressdo do vapor d’agua na ocorréncia do fungo. Os resultados deste trabalho,
orientam investimentos publicos no treinamento de equipes regionais de saude
dirigidas para o diagnostico e tratamento precoce da PCM, doenca potencialmente
incapacitante e mortal. Aléem de identificar areas com maior probabilidade de
ocorréncia dos nichos naturais de Paracoccidioides aqui no estado, nossos achados
podem ainda ser extrapolados para estados vizinhos do Sudeste brasileiro, onde
aparecem areas com clima e topografia semelhantes as do Espirito Santo.

Palavras chaves: Paracoccidioidomicose; Modelagem de nicho ecoldgico;
Determinantes geograficos e climaticos.



ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a fungal infection caused by Paracoccidioides spp,
which originally occurs in Latin America, and even 114 years after the identification of
the agent, its ecological niche is still poorly understood. This study aims to define the
geographic and climatic variables that determine the occurrence of natural niches of
the fungus, which favor the occurrence of human infection by Paracoccidioides in the
state of Espirito Santo, an important region with endemism in Southeast Brazil. The
study population consisted of cases diagnosed with PCM and treated at the Infectious
Diseases Unit of the University Hospital Cassiano Antonio Moraes from the Federal
University of ES, Brazil from 1978 to 2018. Epidemiological data were collected
through the information contained in medical records and, the environmental data, from
georeferencing locations of origin of the patients. Climatic data were obtained from the
WorldClim database and geographic information was retrieved from the National
Institute for Space Research (INPE) and the Integrated System of Geospatial Bases
of the state of Espirito Santo (GEOBASES). For the construction of the distribution
models of Paraccoccidioides, the maximum entropy algorithm (MIAmaxent R package)
was used, capable of estimating the probable distribution of a certain species in the
studied area, from presence-only data. The validation of the ecological niche models
was performed using the Receptor Operation Characteristic Curve (ROC-plot). The
variables that contributed the most to the construction of the predictive model of the
ecological niche of Paracoccidioides were precipitation in the wettest month (BIO 13),
with 53% of the contribution, precipitation in the driest season (BIO 17), with 25%, solar
radiation — 12-month minimum value (SRADI), with 11%, water vapor pressure — 12-
month standard deviation (VAPRD), with 11% and soil type (GEOBASES), with a
contribution of 6%. In addition to quantifying the contribution of each variable and
highlighting the importance of precipitation in the construction of the model, this study
demonstrates for the first time the contribution of solar radiation and water vapor
pressure in the occurrence of the fungus. These results can also guide public
investments in training health teams regionally, for early diagnosis and treatment of
PCM, this potentially disabling and deadly disease. In addition to identifying areas with
a higher probability of occurrence of natural niches of Paracoccidioides here in the
state, our findings can also be extrapolated to neighboring states in Southeast Brazil,
where areas with climate and topography like those of Espirito Santo appear.

Keywords: Paracoccidioidomycosis; Ecological niche modeling; Geographic and

climatic determinants.
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1. INTRODUCAO

Paracoccidioidomicose (PCM) é uma infeccéo fungica sistémica, adquirida pela
inalacdo dos propagulos do fungo no solo, que compromete primariamente pulmdes
e vias aéreas superiores, podendo ainda atingir varios oOrgaos e sistemas do

organismo humano (SHIKANAY-YASUDA et al., 2017).

O agente etioldgico da PCM é Paracoccidioides spp., fungo termodimorfico
classificado na familia Onygenaceae, Ordem Onygenales, Filo Ascomycota, grupo
comum a maioria dos agentes das micoses sistémicas endémicas. Estudos
moleculares mostraram que Paracoccidioides ndo é uma espécie Unica (TEIXEIRA et
al., 2009) mas, um complexo de quatro espécies distintas que inclui Paracoccidioides
brasiliensis sensu stricto, com as variantes Sla e Slb; Paracoccidioides americana,
também conhecida como PS2; Paracoccidioides restrepiensis (PS3);
Paracoccidioides venezuelensis (PS4) e P. lutzii, isolada mais frequentemente na
regido Centro Oeste do Brasil (TURISSINI et al., 2017; QUEIROZ-TELLES et al.,

2020).

A PCM é endémica na América Latina, onde foi relatada desde o México até a
Argentina. O Brasil aparece como coracdo da endemia com 80% dos casos, seguido
a distancia por Coldombia, Venezuela, Equador e Argentina (RESTREPO et al., 2012).
No Brasil, as areas de maior endemismo sao as regides Sudeste, Sul e Centro-oeste,
sendo relatado, nos udltimos anos, aumento do numero de casos na regido Norte e

estado do Maranhéao.
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A PCM ocorre caracteristicamente em pessoas provenientes da zona rural, que
trabalham na lavoura ou em atividades relacionadas ao manejo do solo (RESTREPO
et al.,, 2012; SHIKANAY-YASUDA et al.,, 2017; WANKE & LONDERO, 1994;
PECANHA et al., 2017). Outras atividades profissionais relacionadas com o solo como
terraplanagem, operacdo de maquinas agricolas, jardinagem e construcdo civil,

também estdo relacionadas a doenca.

A infeccdo é prioritariamente adquirida nas duas primeiras décadas de vida,
com um pico de incidéncia entre 10 e 20 anos de idade. No entanto, a maior frequéncia
da doenca ativa e progressiva ocorre em adultos entre os 30 e 60 anos de idade
(WANKE & LONDERO, 1994; SHIKANAY-YASUDA et al., 2017). E marcante também
o fato de que as manifestacdes clinicas podem surgir muitos anos ap0s o contato com
o solo, com os pacientes ja residindo em centros urbanos e desenvolvendo outras
atividades profissionais (RESTREPO et al. 2012; PECANHA et al., 2017). Dai a
importancia de estudos epidemiologicos visando a associacdo da doenca com 0s
provaveis locais onde os pacientes se infectaram e trazendo informacdes mais

precisas sobre o nicho ecoldgico do fungo.

O nicho ecoldgico de Paracoccidioides ainda ndo € bem conhecido, no entanto
existem evidéncias de que seu habitat seja o solo, proliferando em locais umidos e
ricos em proteinas, onde variacdes de temperatura sejam minimas. Nesses locais, 0
fungo cresceria em sua fase micelial, produzindo conidios que seriam inalados sob a
forma de aerossol, alcancando os alvéolos pulmonares (TERCARIOLI et al., 2007).
Entretanto, séo classicas as dificuldades no isolamento de Paracoccidioides por meio

de analises de amostras de solo em areas endémicas exaustivamente estudadas
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pelos métodos convencionais (SILVA-VERGARA et al., 1998). Isso tem determinado
a busca de novas metodologias que permitam aprimorar o conhecimento dos nichos

do fungo no meio ambiente e sua forma de interagdo com os hospedeiros.

Com o desenvolvimento da biologia molecular e a aplicacdo de métodos de
geoprocessamento nas pesquisas, € possivel vislumbrar novos caminhos para o
avango no conhecimento dos nichos naturais de Paracoccidioides (BAGAGLI &

MARQUES, 2010; BARROZO et al., 2010; THEODORO et al., 2005).

O Espirito Santo (ES) é um estado da regido Sudeste do pais, em que a PCM
tem se revelado como uma das principais micoses sistémicas endémicas (PECANHA
et al.,, 2017; SANTOS et al., 2003)- Por apresentar grande diversidade de relevo e
condic¢bes climaticas, com territério intercalando planicies e montanhas, clima quente,
ameno e frio, areas secas e chuvosas (menos de 1000 mm a mais de 2400 mm/ ano),
pode-se afirmar que o estado se constitui em um laboratério natural para o estudo da

influéncia das variaveis geoclimaticas na ocorréncia de Paracoccidioides na natureza.

A partir dos casos humanos de PCM ocorridos em areas endémicas no estado
do ES, inferimos que nas localidades de procedéncia dos doentes ocorreriam 0s
nichos naturais do fungo no meio ambiente. Neste estudo, utilizamos modelos de
distribuicdo, visando identificar variaveis geograficas e climaticas associadas a
ocorréncia de Paracoccidioides no espaco geografico do estado do ES. Trata-se de
algoritmo baseado no principio de maxima entropia, um método usado para escolher
a melhor distribuicdo de probabilidade que se ajusta aos dados estudados (PHILLIPS

et al., 2006; PHILLIPS et al., 2004).
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2. OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVO GERAL:

Identificar as variaveis geograficas e climaticas associadas a ocorréncia dos nichos

naturais de Paracoccidioides no estado do Espirito Santo (ES).

2.2 — OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Fazer levantamentos de casos humanos de Paracoccidioidomicose (PCM)

ocorridos no estado do ES, no periodo de 1978 a 2018.

- Mapear, por meio do registro de coordenadas geograficas, os locais de

procedéncia dos casos humanos de PCM no estado do ES.

- Relacionar as variaveis geograficas e climaticas potencialmente associadas a

ocorréncia da infeccdo humana por Paracoccidioides no estado do ES.

- Por meio de algoritmo de Maxima Entropia, associar os pontos de ocorréncia dos

casos humanos de PCM, com as respectivas variaveis geograficas e climaticas locais.

- Elaborar mapa representativo das areas de provavel ocorréncia dos nichos naturais

de Paracoccidioides no estado do ES.



REVISAO DA
LITERATURA
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. ETIOLOGIA - MICROBIOLOGIA

A Paracoccidioidomicose (PCM) é causada por Paracoccidioides spp.,
identificado pela primeira vez em 1908 por Adolfo Lutz como causador de uma nova
doenca fungica (LUTZ, 1908). Taxonomicamente, € classificado na familia
Onygenaceae, Ordem Onygenales, Filo Ascomycota, grupo comum compartilhado
pela maioria dos agentes das micoses sistémicas endémicas como Blastomyces
dermatitidis, Coccidioides immitis e Coccidioides posadasii, além de Histoplasma
capsulatum (QUEIROZ-TELLES et al., 2020; RESTREPO et al., 2012; BAGAGLI et

al., 2021).

Estudos moleculares filogenéticos e filogeograficos indicam que varios
membros da familia Onygenaceae podem ter se originado nas Ameéricas por volta de
3 a 20 milhdes de anos atras (QUEIROZ-TELLES et al., 2011; BAGAGLI et al., 2006),
tendo evoluido em associacdo com hospedeiros mamiferos ao longo de milénios
(BAGAGLI et al., 2008). Estudos moleculares também mostraram que P. brasiliensis
era uma espécie com varios genaotipos distintos sendo Si, PS,, e PS4 encontradas no
Brasil, Argentina, Uruguai, Peru, Paraguai e Venezuela, e PSs restrita a Colémbia
(ARANTES et al., 2012; MATUTE et al., 2006). Posteriormente, estudos com amostras
da regido Centro-Oeste brasileira e do Equador, demonstraram que um isolado
denominado Pb01l ndo se agrupava em nenhuma das espécies cripticas descritas

anteriormente, constituindo-se em nova espécie de Paracoccidioides denominada P.



23

lutzii em homenagem a Adolfo Lutz, que um século atras havia descoberto o agente

da PCM (LUTZ, 1908; TEIXEIRA et al., 2009).

Em estudo mais recente, Turissini e colaboradores (2017) propuseram elevar a
categoria de espécie as quatro variantes genéticas de P. brasiliensis, distinguiveis por
meio de métodos morfolégicos e moleculares. Assim, a variante PS2 foi denominada
Paracoccidioides americana, PS3 passou a se chamar Paracoccidioides restrepiensis
e PS4 Paracoccidioides venezuelensis, ao passo que a denominacéo
Paracoccidioides brasiliensis ficou restrita para S1 (TURISSINI et al., 2017). Dessa
forma, todas essas espécies passaram a constituir o denominado complexo P.
brasiliensis. Diferencas na distribuicdo geografica dessas espécies tém sido
demonstradas, evidenciando que P. brasiliensis € mais difundida no Brasil, Argentina
e Paraguai. Paracoccidioides lutzii tem sido isolada mais frequentemente na regiao
Centro Oeste do Brasil e no Equador. Paracoccidioides americana € encontrada
esporadicamente na Venezuela e Sudeste do Brasil, enquanto P. restrepiensis e P.
venezuelensis aparecem respectivamente na Colémbia e Venezuela (Queiroz-Telles
et al., 2020). Diferencas também podem ser observadas na morfologia dos conidios,
alongados para o P. lutzii, medindo de 2 a 22 um, enquanto os de P. brasiliensis, mais
arredondados, mediriam de 2 a 5 um (TEIXEIRA et al., 2014; QUEIROZ-TELLES et

al., 2020).

Uma caracteristica comum as espécies de Paracoccidioides é o0
termodimorfismo. Quando cultivadas em temperatura ambiente menor que 28° C,
produzem coldnias brancas, algodonosas, aderentes ao meio, apos 20 a 30 dias de

incubac&o. A microscopia 6ptica evidencia-se a forma micelial, com hifas filamentosas
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hialinas, septadas e finas, capazes de formar diferentes tipos de conidios como
clamidoconidios, conidios terminais e artroconidios, sendo estes Ultimos os
propagulos infectantes (QUEIROZ-TELLES et al., 2011; COLOMBO et al., 2007;
LACAZ et al., 2002). As hifas e conidios sdo uninucleados, tendo a camada externa
da parede celular composta basicamente por beta-1,3-glucana e a camada interna

formada de quitina (RESTREPO & TOBON, 2010).

A forma de levedura do fungo, que aparece em cultivos incubados entre 35 e
37°C, também é observada em tecidos e fluidos humanos. As coldnias crescem em
10 a 28 dias com coloracdo creme e aspecto cerebriforme (LACAZ et al., 2002;
RESTREPO & TOBON, 2010). A morfologia caracteristica de Paracoccidioides € de
uma célula mae arredondada, multinucleada, com 5 a 30um de diametro

apresentando brotamentos simples ou multiplos (blastoconidios).

A transformacéo de micélio em levedura é fundamental na patogenicidade do
fungo. Este processo envolve mudancas na composicdo percentual de beta-1,3-
glucana presente no micélio e de alfa-1-5-glucana na levedura, além de outras
alteracdes na composicdo quimica da parede celular. O principal fator envolvido no
dimorfismo é a temperatura, contribuindo, também, fatores como nutrientes e o ar. E
de se destacar que isolados incapazes de efetuar essa transicdo morfologica ndo séo
patogénicos (LACAZ et al., 2002; COLOMBO et al., 2011; RESTREPO & TOBON,

2010).
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3.2. EPIDEMIOLOGIA

3.2.1. Incidéncia, prevaléncia e mortalidade

Uma das caracteristicas mais marcantes da PCM é sua distribuicao geografica
limitada a América Latina. A doenca endémica tem sido relatada desde o México (23°
Norte) até a Argentina (34° Sul), sendo uma das micoses sistémicas mais importantes
da regidao. O maior numero de casos ocorre no Brasil (80%), seguido a distancia por
Colémbia, Venezuela, Equador e Argentina. A doenca néo foi relatada ainda no Chile
e algumas ilhas do Caribe (RESTREPO et al., 2020; MARTINEZ, 2017). Estima-se
gue 10 milhdes de pessoas estejam infectadas por Paracoccidioides na América
Latina e desses, 1 a 2% desenvolverao a forma clinica da doenca (QUEIROZ-TELLES

et al., 2011).

A taxa anual de incidéncia no Brasil varia entre 3 e 4 novos casos por milhédo
até 1 a 3/100.000 habitantes em areas de alto endemismo (SHIKANAY-YASUDA et
al., 2017; WANKE & LONDERO, 1994), e vem alcancando 9 a 40 casos por 100 000
habitantes nas ultimas décadas, em areas hiper endémicas na Amazonia, de mais
recente colonizacao (VIEIRA et al., 2014). No estudo mais amplo realizado no Brasil
relativo a mortalidade da PCM, a taxa média relatada foi de 1,45/milh&o de habitantes
com um total de 3.181 mortes atribuidas a PCM no periodo de 1980 a 1985
(COUTINHO et al., 2002). Essa taxa de mortalidade vem se reduzindo nas regifes
Sul e Sudeste do Brasil enquanto aumenta na regido Norte. O estado do Parana, que
apresentava a mais alta taxa de mortalidade da regido Sul do Brasil variando de 3 a

4.29 por milhdo de habitantes entre 1980-1995, apresentou entre 2007 e 2020 uma
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mortalidade anual média de 1.17 por milhdo de habitantes (SUGUIURA et al.,2022),
enquanto o estado de Rondobnia, na regidao Norte variou de 3.65 por milhdo de
habitantes entre 1980-1995 para 8.2 no periodo de 2002 a 2004 (VIEIRA et al., 2014).
. Fora da América Latina, mais de 100 casos de PCM foram descritos na América do
Norte, Europa e Asia, porém todos os pacientes tinham morado previamente em
regido endémica (RESTREPO et al.,, 2020). A doenca € distribuida de forma
heterogénea na América Latina, da mesma forma que no Brasil, onde areas de alto
endemismo sé&o localizadas proximas a outras com incidéncia muito baixa (WANKE &

LONDERO, 1994; MARTINEZ, 2017).

No Brasil, as areas classicas de maior endemismo séo as regides Sudeste, Sul
e Centro-Oeste. A doenca € menos comum em areas de clima arido como o Nordeste.
Nos ultimos anos, houve aumento do nimero de casos na regidao Norte e Maranhéo,
conforme ja referido, provavelmente relacionado ao desmatamento para abertura de
novas fronteiras agricolas (QUEIROZ-TELLES et al., 2011; VIEIRA et al, 2014).
Importante destacar, que pelo fato da PCM néo ser doenca de notificagcdo compulsoéria

na maioria dos estados brasileiros, esses dados podem estar subestimados

Resultados de inquéritos epidemiologicos realizados por meio de testes
cutaneos com paracoccidioidina, antigeno de P. brasiliensis, sugerem que a infeccéo
seja adquirida nas duas primeiras décadas de vida, com pico na segunda década, nédo
havendo diferencas de género (WANKE & LONDERO, 1994; SHIKANAY-YASUDA et

al., 2017).

Em todas as casuisticas, observa-se que a grande maioria dos pacientes vive

em area rural ou exerceu atividade agricola nas primeiras décadas de vida tendo,
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possivelmente, adquirido a infeccdo nessa época, embora as manifestacdes clinicas
surjam muitos anos depois, quando grande parte deles ja se dedica a outras atividades

(SHIKANAY-YASUDA et al., 2017; PECANHA et al., 2017; MARTINEZ, 2017)

Estudos epidemioldgicos realizados em populacées dos estados do Rio de
Janeiro e Espirito Santo permitiram evidenciar a ocorréncia de Paracoccidioides em
areas com diferentes caracteristicas geogréaficas e climéticas. Inquérito com
paracoccidioidina realizado por Pedrosa revelou taxa de positividade de 60,6% em
populacao rural do Rio de Janeiro (PEDROSA, 1976). Ainda naquele estado, Rios-
Goncgalves e colaboradores realizaram inquéritos com paracoccidioidina em criancas
de dois distritos situados em diferentes niveis de altitude. No primeiro, a 380m de
altitude, a taxa de positividade foi de 25,2% enquanto no segundo, situado a 900m de
altitude, a taxa alcancou 73,4% (RIOS-GONCALVES et al., 1998). Wanke (1976), por
sua vez, estudando populacdo urbana do Rio de Janeiro, encontrou 15,6% de
positividade. Na regido Noroeste do Espirito Santo, demonstramos que a taxa de
positividade a paracoccidioidina alcancou 33,15%, em amostra populacional
composta por criancas e adultos de area rural (in press). Em S&do Paulo, também
situado na regido Sudeste brasileira, bem como na Colémbia, inquéritos com
paracoccidioidina mostraram prevaléncias proximas de 70% entre lavradores (LACAZ
etal., 2002; RESTREPO et al., 2010). A analise conjunta dos estudos epidemiologicos
realizados no Brasil, Coldmbia e Venezuela permitiu estimar em 10% a taxa de
infeccdo por P. brasiliensis em populacbes de areas endémicas (WANKE &

LONDERO, 1994).
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3.2.2. Ocupacgao

A PCM ocorre comumente em pessoas provenientes da zona rural, que
trabalham ou trabalhavam na lavoura ou em atividades relacionadas ao manejo do
solo (SHIKANAY-YASUDA et al., 2017; WANKE & LONDERO, 1994). Tem marcada
predominéncia entre trabalhadores rurais de baixa renda, apresentando
caracteristicas de doenca ocupacional (SILVA-VERGARA et al., 1998; QUEIROZ-

TELLES et al., 2011; MARTINEZ, 2017).

3.2.3. Habitos — Tabagismo/Etilismo

A associacdo do tabagismo e do etilismo como fatores de risco para o
desenvolvimento da forma cronica da PCM foi demonstrada em um estudo caso-
controle realizado no ES por dos Santos e colaboradores, publicado em 2003. Apos
comparacao de 70 pacientes com a forma crénica da PCM com 180 pacientes no
grupo controle foi demonstrado que o risco de adoecimento foi 14 vezes maior entre
tabagistas e 3,6 vezes maior entre individuos com ingesta de alcool maior que 50g/dia
(dos Santos et al., 2003). Além de aumentar o risco de ocorréncia da PCM, o tabaco
causa efeitos patogénicos diretos nas vias respiratérias, agravando a evolucéo clinica
e comprometendo o prognostico dos pacientes. A associacdo com o0 alcoolismo ja

havia sido demonstrada em publicacdo anterior de Martinez & Moya (1992).
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3.3. ECOLOGIA

Embora o nicho ecoldgico de Paracoccidioides ndo esteja ainda bem definido,
existem evidéncias de que seu habitat seja 0 solo, proliferando em locais umidos e
ricos em proteinas, onde variacfes de temperatura sejam minimas. Nesses locais, 0
fungo cresce em sua fase micelial produzindo conidios que, sob a forma de aerossol
sdo inalados, alcancando os alvéolos pulmonares. Borelli (1972) sugeriu que 0s
nichos do fungo deveriam se localizar em buracos na terra, associados a tocas de
roedores e tatus. Trabalhos mais recentes demonstraram que P. brasiliensis tem bom
crescimento em solos com textura argilosa ou arenosa, em condicbes de alta
umidade, e pouco crescimento em condicbes de baixa umidade. Foi também
observado que o fungo é incapaz de crescer em alguns solos com elevados teores de
Aluminio trocavel, encontrados em areas de baixa endemicidade (ARANTES, 2012;

TERCARIOLI et al., 2007).

O primeiro isolamento de Paracoccidioides de amostras do solo foi obtido por
Shome e Batista na década de 1960 em uma fazenda de criacdo de gado, em Recife
— Pernambuco (SHOME & BATISTA, 1963). Em 1967, novo isolamento do fungo no
solo foi relatado por Negroni, na regido de Chaco, Argentina (NEGRONI, 1967).
Alguns anos depois, Albornoz obteve sucesso no isolamento de Paracoccidioides de
amostras do solo, em uma plantacédo de café na Venezuela (ALBORNOZ, 1971). Em
1989, Gezuele isolou o fungo de amostras de fezes de pinguim, coletadas na ilha King
George’s, na regido Antartica (GEZUELE, 1989). Em Uberlandia- MG, Ferreira e
colaboradores também obtiveram sucesso isolando Paracoccidioides de racdo de

cachorro, provavelmente devido ao contato direto do alimento com o solo (FERREIRA
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et al., 1990). Silva-Vergara (1998) e colaboradores, por sua vez, investigaram
exaustivamente a presenca de Paracoccidioides em plantacdo de café no municipio
de Ibia-MG, regido de onde procedia numero significativo de pacientes com PCM.
Apenas um isolamento positivo foi obtido no exame de 760 amostras coletadas no

solo, folhas de café, frutos e palha (SILVA-VERGARA et al., 1998).

Outro indicio da presenca de Paracoccidioides no solo é o encontro de infeccéo
natural pelo fungo em tatus da espécie Dasypus novemcinctus (NAIFF et al., 1986;
BAGAGLI et al., 1998; SILVA-VERGARA et al., 2000). Alguns tatus apresentavam
sinais de doenca caracterizada por granulomas e necrose em pulmao e baco,
associados a presenca do fungo. A distribuicdo territorial do D. novemcinctus se
sobrepbe as areas em que incide a PCM em humanos, reforcando a hipotese da
existéncia local de nichos de Paracoccidioides no solo (RESTREPO, 1994; FRANCO

et al., 2000).

Além de D. novemcinctus, outra espécie de tatu (Cabassous centralis) e uma
preguica (Choloepus didactylus), também ja foram encontrados infectados pelo fungo,
ampliando o numero de animais hospedeiros de Paracoccidioides (ARANTES, 2012;
TREJO-CHAVEZ et al., 2011). Demonstrou-se, além disso, que animais de habitos
terrestres tém maior frequéncia de infeccdo em relacdo aos que vivem em arvores,
reforcando o conceito de que os nichos naturais do fungo estariam no solo (COSTA

et al., 1995).

Infecc@o natural por Paracoccidioides em animais domesticos ja foi relatada em
cées por Ricci e colaboradores (2004) e Farias e colaboradores (2005). Inquéritos por

meio de reacao intradérmica ou sorologia ja haviam evidenciado que, além dos cées,
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também cavalos, bois e ovelhas tém sido frequentemente encontrados infectados pelo

fungo (COSTA et al., 1995; MARQUES, 2003).

Nos ultimos anos, o encontro de animais silvestres naturalmente infectados
abriu novas perspectivas em estudos sobre a ecologia de Paracoccidioides, em
diferentes regibes da América (ARANTES et al., 2016; BARROZO et al., 2009;
THEODORO et al.,, 2005). A utilizacdo de técnicas de biologia molecular para
pesquisa de material genético do fungo em amostras ambientais tem se revelado um
método investigativo de grande utilidade no estudo da frequéncia, area de ocorréncia
e epidemiologia de Paracoccidioides (BAGAGLI et al., 2010). Nesse sentido, a Reacéo
em Cadeia de Polimerase - PCR (Polymerase Chain Reaction), mais utilizada,
destaca-se especialmente pela sensibilidade e especificidade do método. N&o
obstante sua utilidade para deteccdo de nichos naturais de Paracoccidioides,
ressaltamos que se trata de uma técnica com custos relativamente altos e
abrangéncia muito limitada, em termos de previsdo da area com probabilidade de

ocorréncia do fungo.

Considerando ainda as dificuldades de isolamento do P. brasiliensis de
amostras do solo pelos métodos convencionais, salientamos a necessidade de se
buscar novos métodos de estudo que possibilitem conhecer melhor a extensédo das
areas geograficas com probabilidade de ocorréncia de nichos naturais de

Paracoccidioides.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. AREA DE ESTUDO

O estado do Espirito Santo esta localizado na costa Atlantica do Sudeste do
Brasil, entre os paralelos 17°53'29” — 21°18°03” S e meridianos 39°41°18” — 41°52°45”
W. Tem aproximadamente 46.000 km2, com uma extensdo méaxima norte-sul de 374
km e uma largura de 130 a 150 km (FEITOZA et al., 2001). O ES corresponde a 0,5%

do territério brasileiro, sendo dividido em 78 municipios.

O territério do ES é longitudinalmente entrecortado pela Serra do Mar, um
sistema de montanhas com 1500 km de comprimento, com elevagdes que atingem
até 2900 m acima do nivel do mar no Pico da Bandeira, Serra do Caparad. O estado
tem clima tropical, com uma temperatura média anual de 22°C (9 — 24°C) e
precipitacdo média anual de 1200 mm (900 — 1600 mm) (FICK & HIJMANS, 2017).
Apresenta também extensas planicies ao longo da costa Atlantica, com varios
ecossistemas determinados por suas caracteristicas geogréaficas (FEITOZA et al.,

2001).

O estado abrange a parte sul do Corredor Central da Mata Atlantica, havendo
alto grau de endemismo e diversidade de espécies nessa regido (TABARELLI et al.,

2005).

Segundo estimativas do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE

para 2020, o estado do ES possuiria populacdo de 4.064.062 habitantes (2,22% do
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Brasil); desses, 3.413.804 (83,4%) viveriam na zona urbana e 650.248 (16,6%) na

zona rural.

A agricultura é a terceira atividade econdmica do Espirito Santo, responséavel
por 15% da receita e geracao de 800 mil empregos. O principal produto € o café (60%
da renda da agricultura) com 576 mil hectares plantados, gerando 360 mil postos de
trabalho, sendo a atividade agricola que mais emprega, e cuja producdo se mantém
em crescimento. A agricultura familiar esta presente em 80% das propriedades rurais

do estado, o manejo permanece manual e o contato homem/solo continua intensivo.

4.2. DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Para o presente estudo foram considerados casos procedentes do ES,
diagnosticados com Paracoccidioidomicose, atendidos no Hospital Universitario
Cassiano Antonio Moraes (HUCAM), hospital referéncia para doencas infecciosas no

estado, durante periodo de 1978 a 2018.

Os critérios de inclusdo estabelecidos para o estudo foram:

* Pacientes procedentes de localidades definidas e georreferenciadas no ES e

gue nasceram e sempre moraram na mesma localidade.

+ Pacientes que moraram durante a 12 e 22 décadas de vida na localidade

referenciada, mudando-se a seguir.

Os critérios de exclusdo estabelecidos para o estudo foram:
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» Pacientes procedentes de outros estados, embora diagnosticados e tratados

no Servigo de Doengas Infecciosas e Parasitarias (DIP) do HUCAM.

+ Pacientes procedentes do ES, sem a informagao exata da localidade a ser

referenciada.

As informacgdes analisadas nos prontuéarios foram: idade, género, raca, profissao
e principal cultivo, caso lavrador. A avaliacdo da procedéncia baseou-se nas
informacdes sobre as primeiras duas décadas de vida dos pacientes, valorizando
conceito estabelecido no Consenso Brasileiro de Paracoccidioidomicose de que esse
€ o periodo mais provavel de ocorréncia da infeccdo por Paracoccidioides (SHIKANAI-

YASUDA et al., 2017; WANKE & LONDERO, 1994).

Os casos da doenca foram confirmados, pelo achado de estruturas compativeis
com Paracoccidioides spp. em exame direto de secrecoes: raspado de lesao de pele
ou mucosa, escarro, lavado broncoalveolar, puncao aspirativa de linfonodo; bidpsia
com estudo histopatolégico compativel com PCM e sorologia positiva para a doenca,

sendo necessario no minimo um dos parametros positivos para selar o diagndstico.

Todos os dados foram registrados em protocolo padronizado e inseridos no banco

de dados para consolidar as informagoes.

Para reduzir o viés de amostragem dos pontos de ocorréncia de Paracoccidioides,
aplicamos o método de rarefacdo espacial nos dados de ocorréncia usando a
extensdo SDM Toolbox v2.4 no ArcGis. Essa ferramenta remove 0s pontos de
ocorréncia espacialmente auto correlacionados reduzindo registros mdltiplos para

registros Unicos numa distancia especificada.
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As informacgdes contidas no banco de dados dos casos-indices da infeccao
humana foram cruzadas com informacdes geoclimaticas das respectivas localidades
de origem dos pacientes, buscando a identificacao das variaveis de maior impacto na

ocorréncia de Paracoccidioides no estado do Espirito.

4.3. VARIAVEIS AMBIENTAIS

As variaveis ambientais usadas na modelagem incluiram 19 variaveis
biocliméaticas, 12 variaveis fisicas, e duas variaveis topograficas (altitude e
declividade). As 19 variaveis bioclimaticas, derivadas de temperatura e precipitacao,
foram obtidas da base de dados WorldClim (verséo 2.1, lancada em janeiro de 2020,

https://www.worldclim.org/). As informacdes climéaticas para criar essas variaveis

foram geradas através da interpolacdo de dados climaticos obtidos de
aproximadamente 50.000 estacdes ambientais distribuidas em todo o mundo no

periodo de 1970 a 2000 (FICK & HIIMANS, 2017).

As 12 variaveis fisicas derivadas de radiacao solar mensal, velocidade do vento
e pressao do vapor d’agua (minimo, maximo, média, e desvio padréo), foram obtidas
da base de dados WorldClim (versdo 2.1, lancada em janeiro de 2020,

https://www.worldclim.org/).

As variaveis topograficas — altitude e declividade — foram obtidas do
TOPODATA, Banco de Dados Geomorfométricos do Brasil,

http://www.dsr.inpe.br/topodata/), do INPE, Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais.
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Informacdes do Shuttle Radar Topography Mission of US Geological Survey
foram também usadas para gerar essas duas varaveis topograficas. Dados mais
especificos para o estado do ES sobre tipo de solo foram adquiridas por meio do
Sistema Integrado de Bases Georreferenciadas do Estado do Espirito Santo
(GEOBASES), que apresenta um acervo de dados sobre recursos naturais regionais,
desenvolvido pelo Instituto Capixaba de Pesquisa e Extensédo Rural (INCAPER), em
colaboragéo com diversas instituicdes federais brasileiras. Esta base de uso comum
€ coordenada por uma Unidade Central, localizada na Secretaria Executiva do
GEOBASES, e apoiada por Unidades Locais, sendo uma em cada instituicao

conveniada. O Centro de Ciéncias da Saude da UFES é conveniado ao GEOBASES.

Todas as variaveis estavam no formato raster com resolucdo de 30 arcseg (arco-

segundo), aproximadamente equivalente a 1 km.

Utilizamos para as analises espaciais deste estudo o Sistema de Informacédo
Geografica ArcGIS versao 10.8 (ESRI, Redlands, CA, USA) e o datum World Geodetic

System (WGS84).

4.4. MODELAGEM DE DISTRIBUICAO DE ESPECIES (SDM)

Os modelos de distribuicdo de espécies usam algoritmos de aprendizado de
maquinas para estimar a distribuicdo de uma espécie usando seus dados de presenca
conhecidos e variaveis ambientais (PHILLIPS et al., 2006). O algoritmo de méxima

entropia € uma abordagem de aprendizado de maquinas de uso geral, que usa uma
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formulacdo matematica para modelagem de distribuicdo de espécies utilizando
somente dados de presenca (PHILLIPS et al., 2006; PHILLIPS, 2008). Este algoritmo
€ baseado no principio de maxima entropia, um método usado para selecionar a
melhor distribuicdo de probabilidade que se ajusta aos dados do estudo (PHILLIPS et

al., 2006, PHILLIPS et al., 2004).

Utilizamos o MIAmaxent R package v1.2.0, rodando dentro do ambiente R
versao 4.0.0, para os procedimentos de modelagem deste estudo. MIAmaxent é uma
abordagem de modelagem que usa somente dados de presenca, um método
estatistico para modelagem de distribuicdo de espécies semelhante ao Maxent, mas
que utiliza um método de regularizacdo diferente. Os modelos mais simples
tipicamente produzidos por este método, o subset selection, sdo melhor interpretados
ecologicamente, tornando os modelos de distribuicdo mais embasados na teoria

ecologica (MEROW et al., 2013).

Dividimos os dados de ocorréncia nos grupos de treino para geracao e de teste
para avaliacdo do modelo. Porém, o modelo final foi processado usando todos os
pontos de ocorréncia e replicando 100 vezes, randomizando somente 0s pontos de

pseudo-auséncia.

4.5. AVALIACAO DO MODELO

Para avaliagdo do modelo, foram utilizados dois tipos de divisao treino-teste —

(1) validagéo-cruzada aleatoria, que divide os dados randomicamente em 80% treino
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e 20% teste, e (2) validacéo-cruzada espacialmente estratificada, com dados divididos
conforme linhas de latitude e longitude que dividem locais de ocorréncia em quatro
partes com numeros iguais. Tanto localidades de ocorréncia, quanto pseudo-
auséncias sao direcionadas para cada uma das quatro partes, conforme a sua posi¢cao
com relacdo as linhas de latitude e longitude. A validacédo-cruzada espacialmente
estratificada € um método alternativo para lidar com autocorrelacdo espacial, que

tende a inflar a performance na validagéo-cruzada aleatoria (VALAVI et al., 2019).

Para compensar o erro de previsdo “fora-da-amostra” na validacdo-cruzada
aleatdria o processo foi replicado 100 vezes. A validacao-cruzada espacialmente
estratificada foi executada usando o método block, disponivel no ENMeval R package,
que produz avaliagGes espacialmente independentes e fornece estimativa do modelo
ideal de complexidade para a Modelagem de DistribuicGo de Espécies

(MUSCARELLA et al., 2014).

Em seguida foi utilizada a analise da Curva Caracteristica de Operacao do
Receptor (curva ROC) que é criada pela medida da sensibilidade (taxa de verdadeiros
positivos) sobre a especificidade (taxa de falsos positivos) para todos os limites de
probabilidade disponiveis (MANEL & WILLIAMS, 2001). A area sob a curva (AUC)
pode ser interpretada como uma medida da habilidade do algoritmo de discriminar
entre uma condicdo ambiental significativa ou uma analise randémica de pixels
(PHILLIPS et al., 2006). Quanto mais proximo o valor da AUC for de 1,0, melhor a
performance do modelo. Para esse estudo, n0s usamos a interpretacdo de Hosmer e

Lemeshow que considera valores de AUC de 0,5-0,6 (sem discriminac¢éo), 0,6-0,7
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(discriminacao), 0,7-0,8 (modelo aceitavel), 0,8-0,9 (modelo excelente), 0,9-1,0
(modelo excepcional) (HOSMER & LEMESHOW, 2000). Para minimizar problemas
com esse parametro, a analise do nosso estudo foi restrita a uma regido bem estudada
e calculamos a AUC a partir de varias replicacbes dos pontos de presenca originais

(LOBO & JIMENEZ-VALVERDE, 2008; PETERSON & PAPES, 2008).

A contribuicao preditiva de cada variavel para o modelo final foi obtida usando
a fracdo da variacao total explanada (HALVORSEN et al., 2015). Isto é representado
pelo aumento na fracdo de desvio explicado quando uma dada variavel é adicionada

ao modelo.

4.6. ASPECTOS ETICOS

O estudo recebeu aprovacdo do Comité de Etica em pesquisas envolvendo seres
humanos do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo,

conforme parecer n. 3.908.025 de 10 de marco de 2020 (ANEXO 1).
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5. RESULTADOS

Foram analisados protocolos de 718 pacientes com PCM, atendidos no periodo
de 40 anos (1978-2018) no Servico de Doencas Infecciosas e Parasitarias — HUCAM.
Foram incluidos na pesquisa 211 pacientes (29,4%) com informacdes adequadas e
excluidos 400 procedentes do ES com informacgfes imprecisas e 107 pacientes
procedentes de estados vizinhos, principalmente MG e BA. Dos 78 municipios do ES,

63 (80%) estavam representados na amostra.

Pacientes incluidos eram predominantemente do género masculino (91%)

entre a 32 e 62 décadas de vida, lavradores (80%), apresentando, sobretudo, a forma

cronica do adulto da PCM (88,6%) (Tabela 1).

Tabela 1 — Perfil epidemiolégico e clinico dos 211 pacientes incluidos no estudo.

. Distribuicé@o por género Profissdo
Masculino 192 Lavrador 170
(91,0%) (80,5%)
Feminino 19 (9,0%) | Do lar 13 (6,0%)
e Estudante 12 (5,5%)
<10 3(1,4%) | Outros 16 (8,0%)
10-19 9 (4,3%) Procedéncia
20-29 11 (5,2%) | Nasceram e sempre moraram no mesmo 76
local (36,0%)
30-39 39 (18,5%) | Viveram 12 e 22 décadas na localidade 135
referenciada (64,0%)
40-49 53 (25,1%) Forma clinica
50-59 59 (27,9%) | Forma crbnica do adulto (FCA) 187
(88,6%)
60-69 23 (10,9%) | Forma aguda/ subaguda (FAS) 24
0
270 14 (6,7%) (11,4%)

Fonte: Préprio Autor
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No que se refere a localidade de origem, 76 (36%) nasceram e sempre
moraram no local referenciado e 135 (64%) viveram a 12 e 22 décadas na localidade
referenciada, mudando em seguida, muitas vezes para regido urbana, com baixa

exposicdo ao Paracoccidioides.

A partir dos pacientes incluidos, foram referenciados 179 pontos de ocorréncia

da PCM no Espirito Santo, mostrados na Figura 1.
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Figura 1 — Pontos de ocorréncia dos 179 casos de Paracoccidioidomicose no estado do Espirito Santo,
registrados no periodo de 1978 a 2018.

A partir dos pontos de ocorréncia (presenca), foi construido o modelo preditivo
do nicho ecolégico de Paracoccidioides spp. com utilizacdo do MIAmaxent R package

v1.2.0. rodando no R versao 4.0.0.



45

A validacdo com o AUC nos dados de teste teve uma média de 0,71, indicando
boa qualidade dos dados e desempenho do teste, utilizando os critérios interpretativos

de Hosmer e Lemeshow (2000).

Foram utilizadas mediana e amplitude para representacdo da validacao-
cruzada espacialmente estratificada porque elas sdo medidas mais apropriadas para

lidar com somente quatro observacdes do método block de estratificacdo geografica

(Figura 2).
0.8
07! :
g
< ‘ i
0.6
® Média
| Média + 0.99 Interval. Conf
Mediana
Mediana £ Amplitude
+ Dados Brutos
0.5

VCA VCE
Figura 2 — Resultados de validacdo do modelo AUC, incluindo a validagdo-cruzada aleatéria (VCA) e
a validagdo-cruzada espacialmente estratificada (VCE).

A frequéncia dos pontos de presenca observados mostra qudo comumente
Paracoccidioides ocorre no curso das varidveis ambientais que aparecem no modelo

final, tornando possivel reconhecer padrdes na frequéncia de ocorréncia observada

(figura 3).
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Figura 3 — Frequéncia da presenga observada de Paracoccidioides representada pelos pontos pretos
e a linha vermelha como uma regresséo local mais suave através das variaveis ambientais significativas
retidas nos modelos finais: Solo 03, Precipitacdo do més mais umido (Bio 13), Precipitacéo do trimestre
mais seco (Bio 17), Radiacao solar kJm - 2 dias - 1 (SRADI), Presséo de vapor de agua kPa (VAPRD).
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As variaveis ambientais com maior contribuicdo estdo representadas também
na figura 4. Das variaveis ambientais selecionadas, as que mais contribuiram para a
construcdo do modelo preditivo de nicho ecolégico de Paracoccidioides foram: 1)
Precipitacdo no més mais umido (BIO 13) com 53%; 2) Precipitacdo na estacdo mais
seca (BIO 17), 25%; 3) Radiacao solar - valor minimo dos 12 meses (SRADI) 11%; 4)
Pressao do vapor d'agua - desvio padrdo dos 12 meses (VAPRD) 11%; 5) Tipo de

solo (GEOBASES) — com contribuicdo de 6%.
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Figura 4 — Contribuicdo das principais varidveis ambientais utilizadas neste estudo: Solo 03,
Precipitacdo do més mais Gmido (Bio 13), Precipitacdo do trimestre mais seco (Bio 17), Radiagdo solar
kdm - 2 dias - 1 (SRADI), Pressao de vapor de agua kPa (VAPRD).



48

O modelo final projetado no mapa abaixo indica os principais pontos de
ocorréncia de Paracoccidioides no Espirito Santo. Podemos observar nitida
concentracédo de pontos em regides serrana e noroeste do estado (figura 5). A regiédo
serrana é caracterizada por precipitacdo mais intensa na estacdo quente do ano e
baixa precipitagdo nos meses mais frios. Intensidade dos pontos se acentua a medida
em que se avanca para o oeste do ES, em direcao a divisa com Minas Gerais. Faixa

leste apresenta menor ocorréncia do fungo (figura 5).
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Figura 5 — Modelo de distribuicao final para Paracoccidioides no estado do Espirito Santo, Sudeste do
Brasil. Os pontos de ocorréncia utilizados na modelagem também s&o mostrados no mapa.

Andlise da variavel tipo de solo mostra que a maior concentracdo de pontos de
ocorréncia foi registrada em regibes com latossolo amarelo, latossolo vermelho

(argilosos), principalmente na bacia hidrogréafica do rio Doce, iniciando-se ao norte e
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alcancando concentracdo ainda mais intensa na calha sul do Rio Doce. Raros pontos
de ocorréncia foram verificados em regifes de neossolo flivico e gleissolo melanico,
presentes na planicie litordnea e no norte do estado (figura 6), como também em parte

da regido sul correspondente as areas quentes e secas na bacia do rio Itapemirim.
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Figura 6 — Resultado da interpolacédo dos tipos de solo no estado do ES em relagéo a ocorréncia de
PCM: latossolo e outros.
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6. DISCUSSAO

A modelagem de nicho ecoldgico e distribuicao preditiva de doencgas, utilizando
o algoritmo de méxima entropia Maxent e o MIAmaxent, tem sido utilizada com
frequéncia para investigar como o0s fatores ambientais podem influenciar na
ocorréncia de doencas infecciosas (REED et al., 2008). Essa técnica tem se mostrado
ainda mais atil em trabalhos nos quais somente marcadores de presenca estdo
disponiveis, como € o caso deste estudo. No que se refere aos fungos dimérficos, ja
foram publicadas modelagens de Blastomicose Norte Americana (REED et al., 2008)
e Coccidioidomicose Weaver et al., 2020), sendo este o primeiro estudo relativo a

Paracoccidioidomicose.

Foram incluidos no estudo 211 (29,4%) de 718 pacientes, possibilitando
referenciar 179 pontos de ocorréncia no ES. O uso de amostras menores, mas que
contenham menor erro de precisdo geografica, proporciona melhor desempenho da
modelagem de nicho da espécie alvo (DALAPICOLLA, 2016). Obviamente, pacientes
gue nasceram e sempre moraram na mesma localidade, forneceram a informacao
mais precisa. Seguiram-se 0s que viveram as duas primeiras décadas no local
referenciado, observando-se o conceito corrente na literatura de que seria esse o
periodo da infeccao por Paracoccidioides. (SHIKANAY-YASUDA et al., 2017; WANKE

& LONDERO, 1994; MARTINEZ, 2007).

A amostra estudada tende a se concentrar nas regides noroeste e serrana do
estado (figuras 1 e 5), conforme anteriormente publicado (PECANHA PM, 2017),
sendo predominantemente constituida por lavradores adultos, do género masculino,

com diagnéstico entre os 30 e 60 anos de idade e portadores da forma crénica da
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PCM, dentro do previsto na literatura (SHIKANAY-YASUDA et al., 2017; PECANHA et

al., 2017; PANIAGO et al., 2003).

Neste estudo, utilizamos um protocolo de modelagem que esta na ponta dos
métodos atuais. O processo de modelagem do pacote MIAmaxent trata de varias
deficiéncias conhecidas do SDM, tais como transformacédo variavel e selecdo de
modelos (VOLLERING et al., 2019). Aplicamos as melhores praticas em nossa
modelagem, incluindo a contabilizacdo do viés de amostragem/autocorrelacéo
espacial rarefeita da ocorréncia da espécie, estabelecendo uma extensao de area de
estudo adequada, calculando a média da AUC de varias réplicas para contabilizar o
desempenho fora da amostra do modelo, e utilizando a estratificacdo espacialmente
estratificada de validacao cruzada (GUISAN, 2017; LOBO & JIMENEZ-VALVERDE,
2008; PETERSON & PAPES, 2008). Os dois tipos distintos de validacées da AUC
foram aplicados aos nossos modelos para comparar 0S extremos - em um extremo
estava a validacdo cruzada aleatdria mais amplamente utilizada, e no outro extremo
estava a validacdo cruzada estratificada espacialmente. O primeiro € conhecido por
inflar a AUC, e o segundo é conhecido por fornecer um valor mais confiavel e realista
da AUC. Mesmo os métodos relativamente rigorosos para validagdo de modelos,
observamos uma mediana de 0,708, o que, segundo Hosmer e Lemeshow (2000), a

classifica como um modelo aceitavel.

As duas variaveis que mais contribuiram para o modelo foram a precipitacdo
no més mais umido (53 %) e no trimestre mais seco (25%). A precipitagdo contribui
para a retencdo de agua e, consequente umidade do solo, indispensaveis a
proliferagéo do Paracoccidioides (TERCARIOLI et al., 2007; RESTREPO et al., 2012).

Admite-se que a maior concentragdo das chuvas nos trés meses de verdo favoreca a
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reproducdo e manutencdo de Paracoccidioides, no solo, ao passo que a menor
precipitacdo, associada a reducdo da temperatura e o solo mais seco no inverno,
favoreceriam a liberacdo e dispersdo aérea das formas infectantes do fungo

(BARROZO et al., 2009; ARANTES et al., 2016).

No ES, estas condicbes climaticas aparecem de forma marcante nas regides
noroeste e serrana do estado, que sobressaem pela maior ocorréncia de casos
humanos da doenca (figura 5). Uma condicdo comum a ambas as regides € a
atividade laboral desenvolvida pela populacéo, caracterizada pela agricultura de
subsisténcia, em que as familias trabalham em pequenas propriedades, com manejo
bracal e contato intensivo com o solo (PECANHA et al., 2017). Além da alternancia de
periodos Umidos e secos nessas regides, chama-se atencao para a atividade agricola
predominante, o cultivo de café, cuja colheita ndo mecanizada exige contato intenso
com o solo, justamente na estacao seca de inverno quando a esporulacao e disperséo

do fungo seriam mais intensas.

O regime de chuvas também constitui fator determinante das condicfes de
acidez e alcalinidade do solo, que influenciam na formacao dos nichos naturais onde
prolifera Paracoccidioides. Nesse sentido, 0 solo menos acido na faixa oeste da regiao
serrana também favoreceria a proliferacdo do fungo. Podemos observar, pela analise
dos resultados (figura 5), que a faixa leste da regido serrana mostrou-se menos
propicia a ocorréncia dos casos de PCM. Nessa faixa, as correntes de ar saturado de
umidade vindas do oceano Atlantico propiciam a maior precipitacdo pluviométrica do
territério capixaba, com chuvas distribuidas em todas as esta¢des do ano. O regime

de chuvas intensas, sem definicdo das estacdes chuvosa e seca, promove a
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acidificacao solo e lixiviacdo de elementos minerais, 0 que tornaria o ambiente menos

favoravel a ocorréncia de Paracoccidioides (figura 5).

Estudos experimentais e ecolégicos mostraram que a umidade do solo favorece
a reproducdo de Paracoccidioides e solos umidos se constituiriam em micronichos
naturais onde o fungo poderia crescer mais intensamente (TERCARIOLL et al., 2007;
CALLE et al., 2001). Por outro lado, teores elevados de Aluminio trocavel, associados
a acidez elevada no solo, constituiriam fatores desfavoraveis a proliferagdo do fungo
(TERCARIOLLI et al., 2007; COLOMBO et al., 2011). Solos excessivamente umidos,
encharcados, nao favorecem a ocorréncia de PCM, por ndo possibilitarem a dispersao

do agente causal (ARANTES et al., 2016).

O tipo de solo contribuiu com 6,0 % na constru¢cdo do modelo. Os pontos de
ocorréncia de PCM na faixa oeste do estado se localizam em areas de latossolo
amarelo e vermelho, argilosos, presentes tanto nos terrenos da calha norte do Rio
Doce, regido noroeste do ES, quanto naqueles da calha sul, em direcdo a regiao
serrana, onde também se encontra nitossolo vermelho e argissolo vermelho/amarelo
(FEITOZA et al., 2010; CUNHA et al, 2016). Ambas as regibes apresentam relevo
montanhoso, no entanto a regido noroeste apresenta mais areas planas, de menor
altitude e temperaturas mais altas ao longo do ano, tornando-se menos propicia a
ocorréncia de Paracoccidioides. Ja, a regido serrana, ao sul, apresenta condi¢cdes
climaticas mais propicias, especialmente na faixa oeste onde a esta¢éo chuvosa e a

seca sao mais bem definidas.

O neossolo flavico na planicie litoranea (arenoso), mostra raros pontos de
ocorréncia, em contraponto a alta ocorréncia nas localidades de solo

predominantemente argilosos das regides noroeste e serrana (figuras 3 e 5). Estudos
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experimentais mostram que Paracoccidioides cresce em ambos o0s tipos de solo, mas
solos argilosos retém mais agua e nutrientes o que favoreceria a proliferacdo do fungo

(TERCARIOLI et al., 2007), ao contrario dos solos arenosos do litoral.

Radiacgdo Solar, (valor minimo dos 12 meses), contribuiu com 11% no modelo,
evidenciando a importancia desta variavel para a ocorréncia do Paracoccidioides no
ES. A modulacdo natural da radiacdo solar determina niveis de temperatura
apropriados no solo, contribuindo para o desenvolvimento do fungo na natureza.
Pesquisas mostram que variacdes limitadas de temperatura (17-24°C), associadas a
alta precipitacdo na estacdo chuvosa com aumento da umidade, favorecem o
desenvolvimento de Paracoccidioides (RESTREPO et al.,, 2001; COLOMBO et al.,

2011).

No estado do Espirito Santo as regides noroeste e serrana se caracterizam por
apresentar relevo acidentado, intercalando montanhas e vales recebendo diferentes
angulos de incidéncia da radiacdo solar, que favoreceriam a ocorréncia de nichos
naturais do fungo. Por outro lado, na regido norte do ES, onde haveria condi¢des de
solo propicias para ocorréncia do fungo, o relevo quase plano vem acompanhado de
baixa ocorréncia de Paracoccidioides (figuras 5 e 6), talvez pela maior incidéncia da
radiacdo solar, com temperaturas mais elevadas, inibindo a proliferacdo do fungo. Na
literatura encontramos descricdo de séries de casos na regido da Serra da
Mantiqueira, estado do Rio de Janeiro (RIOS-GONCALVES et al., 1998), e em Minas
Gerais (PEDROSO et al., 2012), com relevo semelhante a regido Serrana do ES, bem
como na regido Andina da Colémbia, até 1500 m de altitude (RESTREPO et al., 2001;

CALLE et al. 2001).
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Foi possivel demonstrar também que a radiacéo solar constituiu variavel muito
importante em modelagem de nicho ecoldgico de Coccidioides spp., favorecendo
desenvolvimento do agente no solo (WEAVER et al., 2020). Segundo os autores, a
habilidade de depositar melanina em sua parede celular protegeria o fungo de
temperaturas extremas e radiacdo UV, concedendo-lhe vantagem sobre outros

competidores.

Ambientes com alto indice de radiacao solar, podem ser observados também
no Nordeste brasileiro, onde a presenca de Coccidiodes spp. j& foi registrada (WANKE
et al, 1999). Por outro lado, o excesso de radiacdo solar e altas temperaturas

contribuem para a baixa ocorréncia de Paracoccidioides na regido Nordeste.

Neste trabalho, a pressdo do vapor d’agua, um parametro que tem relagéao
direta com umidade do ar, foi outra variavel que contribuiu com 11% na modelagem
com MiaMaxent. Barrozo e colalaboradores (2010) demonstraram aumento na
incidéncia de PCM aguda/subaguda relacionada a umidade absoluta do ar mais
elevada na regidao de Botucatu-SP. Paracoccidioides spp. proliferam no solo e
dispersam com 0 manejo da terra, sendo a umidade do ar fundamental a manutencao
de propagulos/conidios viaveis, capazes de infectar o hospedeiro humano. Outros
autores assinalam a importancia das precipitacdées como determinantes da ocorréncia
do Paracoccidioides spp., (TERCARIOLI et al., 2007; RESTREPO et al., 2001),
havendo inclusive maior liberacdo de artroconidios com o aumento na umidade

absoluta do ar (BARROZO et al., 2010).

A umidade do ar também constituiu variavel importante em SDM usando
MaxEnt para mapeamento da presenca de Cryptococcus neoformans na Turquia

(ERGIN et al, 2019), como também na Colémbia, em areas com grande numero de
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casos de criptococose, na parte inferior dos Andes (MAK et al., 2015). Variacdes
climaticas também ja foram relacionadas a flutuacbes temporais na incidéncia da
histoplasmose disseminada (HANF et al., 2012). Em conjunto, essas publicacdes
evidenciam a importancia das variaveis ambientais na ocorréncia das micoses

sistémicas endémicas.

E importante destacar que esta é a primeira publicacdo associando a
ocorréncia de Paracoccidioides as variaveis radiacéo solar e pressao de vapor d’agua.
Salientamos, também, que embora destaquemos a contribuicdo individual de cada
variavel, o resultado desta modelagem reflete o produto da interacdo de diversos
fatores geograficos e climaticos, determinando a ocorréncia efetiva de

Paracoccidioides.

Outro meérito desta publicacdo é que nossos achados podem ainda ser
extrapolados para os estados vizinhos de Minas Gerais e Rio de Janeiro, com regifes
de clima e topografia semelhantes as do ES. A modelagem espacial direcionada a
area das doencas infecciosas vem ganhando espaco e se apresentando como
ferramenta util tanto para pesquisadores da area, quanto para gestores de saude, no
sentido de contribuir para o planejamento, monitoramento e avaliacdo de programas

de saude publica.

Como limitagcdes do estudo, assumimos que a falta de registro de casos
humanos seria indicativa de ndo ocorréncia do fungo no solo, premissa essa que pode
nao ser verdadeira. Além disso, a parcela de pacientes excluidos do trabalho por falta
de informacéo exata da localidade de procedéncia pode ter reduzido o nimero de

pontos de ocorréncia do fungo. Tais fatos podem trazer limitagcdes na interpretacao
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dos resultados, mesmo considerando a precisdo da ferramenta utilizada na

modelagem de nicho ecoldgico.
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salde deverdo estar mais preparados para o diagndstico precoce da doenga e tratamento adequado. E
desconfortdvel constatar que, apds mais de cem anos da identificacao do fungo e da doenca, pacientes
ainda permanecam meses ou até anos circulando por Servigos de Sadde sem diagndstico da PCM.

De acordo com a Res. CNS n°466/12, "Toda pesquisa com serés humanos envolve risco em tipos e
gradaghes variados.”

Desta forma, os riscos e beneficios, conforme descritos pelo pesquisador, atendem as exigéncias da
Resolucao CHS n° 466/12.

Comentadrios e Consideragies sobre a Pesquisa:
Projeto de pesquiza potencialmente relevanta, com beneficios previstos prevalecendo sobre og riscos.

Consideragdes sobre os Termos de apresantacio obrigatdria:

Mo projeto constam os seguintes documentos:

-Folha de rosto: apresentada e adequada

-Projeto detalhado: apresentado e adequado

-TCLE: dispensado

-Termo de Assentimento: dispensado

-Termo de Sigilo e Confidencialidade: apresentado

-Termo de anuéncia da instituicao onde a pesquisa serd realizada: apresentado
-Cronograma: apresentado e adequado

-Orgamento: apresentado e adequado

Os termos de apresentacdo obrigatdria estdo em conformidade com a Resolugao CHS 466/12.

Endereco:  Av. Marechal Campos 1458
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Recomendagies:

Antes de submeter ou ressubmeter seu projeto de pesquisa para o CEP verifigue as recomendagies abaixo:

Alguns projetes encaminhados ao CEP tém apresentado problemas que tem dificultado a apreciacio dos
mesmaos, atrasando a emissao do parecer @ sobrecarmegando o colegiado com o grande ndmero de projetos
com pendéncias. Desta forma, o CEP, vem por melo desse encaminhar algumas recomendagdes, baseadas
na RESOLUCAD CNS N° 466, DE 12 DE DEZEMBRO DE 2012 a serem observadas para agilizar a
avaliagdo dos projetos.

1. D& acordo com a referida resolugao, XI.2 “Cabe ao pesquisador: a) apresentar o protocolo devidamente
instruido ao CEP ou & CONEP, aguardando a decisdo de aprovagdo ética, antes de iniciar a pesquisa”, ou
seja, NENHUMA ETAPA DA PESQUISA QUE ENVOLVA QUALQUER CONTATO COM 0S5

PARTICIPANTES OU SEUS DADOS PODE SER INICIADA ANTES DA APROVACAO DO CEP.

2. A res. CNS 466/12 dispte: "V - DOS RISCOS E BENEFICIOS: Toda pesquisa com seres humanos
envolve risco em tipos e gradagtes variados®, portanto o pesquisador deverd prever quais situagbes

poderdo atingir fisica ou mentalmente um sujeito. Questiondrios, por exemplo, podem demandar tempa,
causar constrangimento, fazer a pessoa a reviver experiéncias que podem causar soffimento psiquico,

causar ansiedade, expor informagoes de um grupo ou comunidade especifica, etc. Assim o pesquisador
deverd, em todo tipo de projeto, relatar os possivels riscos mesmo gue minimos, e também as providéncias
e cautelas a serem empregadas para evitar e/ou reduzir os riscos citados.

3. O cronograma deve prever o tempo para os tramites no CEP. Deve-se considerar a possibilidade do

projeto ndo ser aprovado na primeira avaliagdo e possuir pendéncias, além do calenddrio de reunides.

Dessa forma, o projeto depois de adaptade terd que ser novamente avaliade. Isso pode acarretar em

atrasos. Assim, nunca deixe para submeter o projeto, contanto com a aprovagdo na primeira avaliagio.
4. Cumprir com rigor as exigéncias da Res. CNS 466/12, IV, que trata do Consentimento Livie e Esclarecido.

Fol disponibilizado um modelo de TCLE pelo CEP - CCS/UFES a fim de auxiliar na elaboragao do referido
documento.

5. Verificar se o projeto esta sendo vinculando ao CCS, pois caso contrario o projeto pode ser encaminhado
para outro CEP/UFES.

6. A Folha de Rosto que deverd ser digitalizada e anexada ao protocolo serd gerada pela
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plataforma. Nao usar o modelo disponivel no site do CONEP.

1. Caso tenha alguma dificuldade em utilizar a Plataforma Brasil (como inclus3o de anexo, etc), sugerimos
mudar de navegador.

&. Informar e comprovar a existéncia de Biorrepositério ou Biobanco. A ndo comprovacio inviabiliza a
aprovacao do projeto.

8. Caso 0 acesso aos participantes ocorra em local diferente da instituiclo proponente, uma carta de
anuéncia assinada pelo responsdvel por este local preciza ser apresentada — por exemplo, hospital,
unidade de salde, escola, asilo, creche, etc.

10. Caso no projeto conste ¢ uso de dados secunddrios, como prontudnios médicos ou outros bancos de
dados do tipo, uma carta de anuéncia azsinada pelo responsdvel pelos dados precisa ser apresentada.
Meste caso, ainda & obrigatdrio a apresentagdo de um termo de sigilo, privacidade e confidencialidade
assinado pelo pesquizador responsavel pelo projeto proposto.

11. O orcamento detalhado precisa ser apresentado, independentemente se o projeto caracteriza-se como
“financiamento proprio” ou ndo.

ALGUNS DOCUMENTOS IMPORTANTES

- Resolucio CNS n® 466/12 — diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres
humanos: http:/fconselho.saude. gov briresolucoes/201 2/Resod66_pdf

- Resolugao CNS n® 44111 — armazenamento & utilizacao de material bioldgico humano com finalidade de
pesquisa (Biorepositdrio ou Biobanca): hitp:fconselho_saude.gov briresolucoes/2011/Resod4 1 pdf

- Modeloe para elaboragdec do TCLE preparade pelo CEP/CCS/UFES:
hitp:/lecs ufes brisites/ees ufes brffiles/Roteira% 20para 20elaborac % CC%ATa % CC %A 30 %2 0da% 20TCLE _
0.pdf

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Todaz as pendénciaz foram adequadas e o projeto estd de acordo com as exigéncias do sistema
CEP/CONEP & Resoluclo do CNS 466 de 2012,

Consideragdes Finals a critério do CEP:

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relaclonados:
Tipo Documento Arquivo | Postagem | Autor [ Situago|
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Informagbes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS DO P | 21/02/2020 Aceito
do Projelo ROJETO 1338850.pdf 12:27:18
Outrozs SigileConfidencialidade. paf 181272019 |Paulo Mendes Aceito
08:48:42 [Pecanha
Outroz AutorizacasdoSetordeProntuarios. pdf 181272019 |Paulo Mendes Aceito
_ 08:47:37 _|Pecanha
Outroz CartaResposta pdf 181272019 |Paule Mendas Agaito
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Projeto Detalhado | |Projeto PCM . docx 26/04/2019 |Paulo Mendes Aceito
Brochura 224604 |Pecanha
Investigadar
Folha de Rosto Folha_rosto. pdf 26/04/2019 |Paulo Mendes Aceito
224347 |Pecanha
Situagio do Parecer:
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Necessita Apreciacio da CONEP:
Nao
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Assinado por:
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