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RESUMO

Caracterizagdo de multiplos polimorfismos de Pneumocystis jirovecii por
Multiplex-PCR/Single Base Extension

Camila Borges Fernandes

Pneumocystis jirovecii € conhecido por causar infeccdes especificas no aparelho
respiratério de seus hospedeiros, principalmente em doentes imunocomprometidos,
manifestando-se por uma pneumonia grave e por vezes fatal, normalmente designada
por pneumonia por Pneumocystis. A caracterizagdo da diversidade genética de
P. jirovecii tem demonstrado que determinados polimorfismos de base Unica poderdo
ser reconhecidos como marcadores moleculares de eleicdo para o estudo da distribuicdo
geogréfica, vias de transmissdo, resisténcia/susceptibilidade a farmacos, factores de
viruléncia e genética populacional de subtipos genéticos. Este estudo teve como
objectivo a caracterizacdo de polimorfismos de P. jirovecii, através da metodologia
PCR multiplex/Extensdo de base Unica (do inglés single base extension), com a
principal finalidade de constatar eventuais associagdes entre polimorfismos de base
Unica, genotipos multilocus, e dados clinicos e demograficos da infeccdo. Sessenta e
seis espécimes pulmonares, previamente considerados positivos para P. jirovecii,
obtidos entre 2001 e 2012, a partir de doentes portugueses imunocomprometidos, foram
seleccionados de forma aleatoria para este estudo multilocus. PCR multiplex foi
utilizada para a amplificacdo simultanea de trés regides gendmicas: subunidade grande
do rRNA mitocondrial, superoxido dismutase e dihidropteroato sintetase. Cinco
polimorfismos de base Unica, previamente correlacionados com parametros da doenca,
foram genotipados por extensdo de base unica: mt85, SOD110, SOD215, DHPS165 e
DHPS171. Um total de 330 polimorfismos de base Unica e 29 genotipos multilocus
putativos de P. jirovecii foram identificados e caracterizados nos espécimes pulmonares
analisados. Os padrdes de distribuicdo dos polimorfismos foram analisados, sendo
considerada a variacao temporal e/ou geografica das suas formas alélicas. Constatou-se
grande diversidade genotipica entre os isolados de P. jirovecii que podera ter influéncia
a nivel epidemiologico. Foram observadas associacdes estatisticas entre mt85/genotipos
multilocus e parametros demograficos e clinicos. A correlacdo mais importante
verificou-se entre mt85C e cargas parasitarias baixas a moderadas, enquanto mt85T foi
associado com cargas parasitarias altas; MLG5, MLG9 e MLG13 foram associados com
cargas parasitarias baixas, moderadas e altas, respectivamente. Tais associacdes
demonstram que potenciais marcadores moleculares da infeccdo por P. jirovecii
poderdo existir e que polimorfismos/genotipos especificos poderdo determinar perfis
epidemioldgicos da pneumonia por Pneumocystis. A analise genética cruzada permitiu
verificar associacfes entre polimorfismos de base Unica. Os polimorfismos SOD110T e
SOD215C, SOD110C e SOD215T, DHPS165A e DHPS171C, DHPS165G e DHPS171T
foram associados estatisticamente. Os gendtipos multilocus mais prevalentes foram
considerados para o teste recombinatério d1. Dois gendtipos multilocus (MLG7 e
MLG9) foram observados com elevada frequéncia, e a analise genética indicou que
estes se encontravam sobre-representados na populacdo de P. jirovecii estudada. Estas
evidéncias indicam que o fendmeno de desequilibrio de ligacdo e a propagacdo clonal
de subtipos genéticos é frequente, considerando que a espécie P. jirovecii podera ser
representada por uma populacdo com estrutura epidémica. O presente trabalho



confirmou a importancia do estudo de polimorfismos em P. jirovecii, sugerindo que a
caracterizacdo multilocus podera fornecer informacéao relevante para a compreensdo dos
padrdes, causas e controlo da infeccdo, melhorando assim a investigagdo deste
importante patogéneo.

Palavras-chaves: Pneumocystis jirovecii, genotipagem multilocus, epidemiologia.



ABSTRACT

Characterization of multiple polymorphisms in Pneumocystis jirovecii by
Multiplex-PCR/Single Base Extension

Camila Borges Fernandes

Pneumocystis jirovecii is known for causing specific infections in the respiratory tract
of humans, mostly in immunocompromised patients, leading to a severe, and often fatal,
pneumonia known as Pneumocystis pneumonia. The characterization of the genetic
diversity of P. jirovecii has shown that some specific single nucleotide polymorphisms
have been recognized as the molecular markers of choice to study the geographical
distribution, modes of transmission, drug susceptibility/resistance, virulence factors and
population genetics of specific genetic subtypes. The gold of the present work was to
characterize P. jirovecii polymorphisms, using the methodology Multiplex PCR/Single
Base Extension, having as main purpose, the detection of possible associations between
single nucleotide polymorphisms and multilocus genotypes with demographic and
clinical data of infection by P. jirovecii. Sixty six pulmonary specimens previously
identified as positive for P. jirovecii, collected between 2001 and 2012, from
immunocompromised portuguese patients were randomly selected and included in this
multilocus study. Multiplex-PCR was used for simultaneous amplification of tree
genomic regions: mitochondrial large-subunit rRNA, superoxide dismutase and
dihydropteroate synthase. Five single nucleotide polymorphisms correlated previously
with parameters of disease were genotyped by Single Base Exrension: mt85, SOD110,
SOD215, DHPS165 and DHPS171. A total of 330 single nucleotide polymorphisms and
29 potential P. jirovecii multilocus genotypes were identified and characterized in the
samples studied. The polymorphisms distribution patterns were analyzed and the
temporal and/or geographic variation of their allelic forms have been considered. There
was a large genotypic diversity among isolates of P. jirovecii that may have influenced
the epidemiology of infection. Statistical associations between mt85/multilocus
genotypes and some demographic and clinical informations were observed. The most
relevant correlation was observed between mt85C with low to moderate parasite load,
whilst mt85T was associated with high parasite load. MLG5, MLG9 and MLG13 were
associated with low, moderate and high parasite load, respectively. Such associations
demonstrate that optimal molecular markers of infection by P. jirovecii exist and
specific polymorphisms/genotypes may determine specific epidemiological profiles of
Pneumocystis pneumonia. The cross-genetic analysis demonstrated statistically
significant associations among single nucleotide polymorphisms. The polymorphisms
SOD110T and SOD215C, SOD110C and SOD215T, DHPS165A and DHPS171C,
DHPS165G and DHPS171T, were statistically associated. The most prevalent
multilocus genotypes identified were considered in the recombination test d1. Two
multilocus genotypes (MLG7 and MLG9) were observed in higher frequency, and the
genetic analysis indicated at these multilocus genotypes are over-represented in the
population of P. jirovecii studied. These evidences indicate that linkage disequilibrium
and clonal propagation of genetic genotypes is common in this population, considering
that the species P. jirovecii could be represented by an epidemic population structure.
The present work confirmed the importance of the study of polymorphisms in
P. jirovecii, suggesting that the multilocus characterization can provide useful



information to understanding the patterns, causes and control of infection, enhancing the
research of this important pathogen.

Keywords: Pneumocystis jirovecii, multilocus genotyping, epidemiology.
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1.1. Género Pneumocystis

No inicio do século passado, Carlos Chagas (Chagas 1909) ao observar uma
forma morfolégica nunca antes identificada, em tecido pulmonar de porquinhos-da-
india, utilizados como modelo animal para a infeccdo por tripanossoma, constatou
erroneamente que esta poderia pertencer a um estadio do ciclo de vida de Trypanosoma
cruzi. Um ano mais tarde, Antonio Carini (Carini 1910) descreveu formas similares em
pulmdes de ratos infectados com Trypanosoma lewisi, e suspeitou que a forma
morfoldgica visualizada poderia ser de um novo patogéneo. A constatacdo de uma nova
entidade bioldgica foi confirmada em 1912 pelo casal Delanoe (Delanoe & Delanoe
1912), no Instituto Pasteur em Paris, ndo sO pela observacdo dos tecidos pulmonares
enviados por Carini, mas também pela identificacdo da forma em questdo em pulmdes
de ratos sem infeccdo por tripanossoma. Desta forma, ao concluirem que estavam
perante um novo microrganismo, propuseram a formacdo de um novo género
denominado de Pneumocystis. “Pneumo”, devido a localizacdo caracteristica da
infec¢do no pulmao e “cystis” pela forma morfoldgica quistica encontrada (Thomas &

Limper 2004; Redhead et al. 2006; Aliouat-Denis et al. 2008).

Actualmente, o género Pneumocystis € reconhecido por ser um grupo fangico
constituido por microrganismos eucariotas, parasitas oportunistas extracelulares
obrigatorios, que infectam maioritariamente os pulmbes de uma ampla gama de
hospedeiros mamiferos, incluindo o homem. Sdo responsaveis por causar infeccbes
assintomaticas ou subclinicas na maioria dos seus hospedeiros e em casos de
imunossupressdao podem causar pneumonia normalmente denominada de pneumonia
por Pneumocystis (PPc) (Redhead et al. 2006; Aliouat-Denis et al. 2008; Beck &
Cushion 2009).

Pneumocystis é considerado um fungo atipico, com caracteristicas Unicas,
distinto da maioria dos fungos conhecidos (Stringer 1996, 2002; Aliouat-Denis et al.
2008; Kaneshiro & Limper 2011). A presenca de uma parede celular sem ergoesterol na
sua constituicdo é uma das diferencas estruturais encontradas (Stringer 1996; Stringer et
al. 2002; Aliouat-Denis et al. 2008), que estd maioritariamente relacionada com a
ineficacia dos antifingicos tradicionais (Stringer 1996, 2002); também o mecanismo de

variacdo antigénica de superficie, presente neste género, € incomum no grupo dos
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fungos (Stringe 1996); e o facto do gene RNA ribossomico (rRNA) estar presente em
uma Unica cépia, em vez de um elevado nimero de coOpias, como é habitual nos
eucariotas (Stringer 1996, 2002; Aliouat-Denis et al. 2008).

Ao contrério da maioria dos microrganismos patogénicos, um sistema de cultivo
laboratorial a longo prazo, ainda ndo foi desenvolvido para Pneumocystis,
principalmente porque as condicOes fastidiosas apropriadas ao seu crescimento, ainda
ndo estdo totalmente conhecidas (Stringe 1996; Aliouat-Denis et al. 2009). A tentativa
de atingir uma forma de propagacdo sustentada, fora do ambiente pulmonar do
hospedeiro, tem sido extensivamente estudada, por variadas técnicas, mas até agora sem

sucesso, dificultando o seu estudo (Thomas & Limper 2004).

A disponibilidade de tecnologias moleculares tem permitido progressos
significativos na caracterizacdo genética, bioquimica e da biologia celular deste
patogéneo (Smulian 2001). Informacgdes obtidas a partir da anélise de sequéncias de
DNA tém fornecido dados necessarios para a compreensao da classificacdo sistematica,
e do grau de heterogeneidade existente entre 0os microrganismos deste grupo, bem como
uma melhor percepcdo da relacdo existente entre eles e os seus hospedeiros (Wakefield
1998a; Stringer et al. 2002); a utilizacdo de sistemas heterélogos de expressdo e a
analise gendmica e protedmica, tém fornecido informacges Uteis sobre a biologia béasica
e 0 ciclo de vida de Pneumocystis (Huang et al. 2006); o desenvolvimento de
metodologias baseadas na técnica de reaccdo em cadeia da polimerase (PCR —
Polymerase Chain Reaction), para a amplificacdo de genes especificos, tem permitido
um estudo mais alargado sobre a infeccdo, e a pesquisa sobre a epidemiologia e

transmissdo deste patogéneo (Morris et al. 2002; Helweg-Larsen 2004).

No decorrer dos ultimos anos, as dificuldades inerentes ao estudo deste género
tém sido minimizadas e a compreensdo de muitos aspectos importantes do seu
funcionamento tém sido esclarecidos (Smulian 2001; Stringer et al. 2002; Thomas &
Limper 2004).
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1.2. Critérios taxondmicos, classificacdo sistematica e diversidade

especifica do género Pneumocystis

A posicdo taxondmica do genero Pneumocystis foi exaustivamente analisada
devido principalmente a falta de critérios que corroboravam a sua correcta classificacdo
no grupo dos protozoarios ou dos fungos (Redhead et al. 2006; Thomas & Limper 2007;
Aliouat-Denis et al. 2008; Kaneshiro & Limper 2011). Inicialmente foram classificados
como protozoarios tendo como base semelhancas morfolégicas e histoldgicas existentes
no ciclo de vida, a similaridade encontrada quanto a patologia, e a sensibilidade a
agentes anti-protozoarios (Stringer 1996, 2002; Stringer et al. 2002; Thomas & Limper
2004, 2007). Em 1988, com a determinacdo da sequéncia do gene que codifica a
subunidade pequena 18S do RNA ribossomico (18S rRNA) (Edman et al. 1988), foi
possivel verificar, pela analise comparativa de sequéncias, uma proximidade
filogenética entre Pneumocystis e os fungos (Figura 1) (Stringer 1996; Cushion 2004;
Redhead et al. 2006; Aliouat-Denis et al. 2008; Beck & Cushion 2009). A relacéo
evolutiva existente também foi confirmada pela comparacdo filogenética de outros
genes, nomeadamente genes mitocondriais, genes que codificam proteinas e enzimas
importantes, incluindo o gene da B-tubulina (B-TUB), actina, timidilato sintetase (TS) e
dihidrofolato reductase (DHFR) (Stringer 1996; Aliouat-Denis et al. 2008), bem como
a analise e isolamento de genes caracteristicos de fungos, como o que codifica o factor
de alongamento Il e genes relacionados com a resposta ao stress (Stringer 2002;
Stringer et al. 2002).

Apesar da analise molecular classificar este grupo no Reino Fungi, a sua
correcta posicdo sistematica ndo estd muito bem esclarecida, sendo que alguns autores
sugerem que Pneumocystis compreende uma linhagem evolutiva divergente,
coincidente com as linhagens dos Filos Ascomycota e Basidiomycota (Figura 1)
(Stringer 1996; Redhead et al. 2006; Aliouat-Denis et al. 2008; Kaneshiro & Limper
2011). Actualmente é proposto que a sua classificacdo sistematica, datada de 1994
(Eriksson 1994), seja modificada para o Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe
Pneumocystidomycetes, Ordem Pneumocystidales e Familia Pneumocystidaceae
(Stringer 1996; Redhead et al. 2006; Beck & Cushion 2009; Kaneshiro & Limper
2011).



Introducao

100,

100
99

91

91

92

Leucostoma persoonii

Ophiostoma ulmi

Hypomyces chrysospermus
Colletotrichum gloeosporoides
Neurospora crassa

Eremascus albus

Ascosphaera apis

Eurotium rubrum (Aspergillus)
Talaromyces fiavus (Penicillium,
Pleospora rudis
Aureobasidium pullulans
Morchella esculenta
Dipodascus uninucleatus
Kluyveromyces lactis
Saccharomyces cerevisiae
Candida albicans

Endomyces geotrichum
Schizosaccharomyces pombe
Taphrina deformans

Pneumocystis carinii
Athelia bombacina
Spongipellis unicolor
Tremella globospora

Tremella moriforme
Tilletia canes

Ustilago hordei
Cronartium ribicola
Leucosporidium scottii

Endogone pisiformis
Chytridium confervae

Mucor racemosus

Blastocladiella emersonii

Ascomycota

Basidiomycota

Zygomycota
B
Chytridiomycota

Figura 1. Arvore filogenética de sequéncias nucleotidicas do gene 18S rRNA de diferentes espécies do
Reino Fungi e da espécie Pneumocystis carinii (adaptado de Kaneshiro & Limper 2011).

A caracterizacdo ao nivel da espécie, do género Pneumocystis, também

necessitou de ser revista apos a reclassificacdo destes organismos no grupo dos fungos

(Stringer et al. 2002; Aliouat-Denis et al. 2008). Pneumocystis carinii Delanoe &

Delanoe 1912 era o bindémio especifico atribuido no inicio do século XX (Aliouat-Denis

et al. 2008), e foi descrito como sendo a espécie capaz de infectar e causar doenca em

todos os hospedeiros mamiferos encontrados, uma vez que todos os isolados analisados

eram morfologicamente e clinicamente muito semelhantes (Stringer 1996; Wakefield

1998a).
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Através da aplicacdo de técnicas de biologia molecular a heterogeneidade de
Pneumocystis foi estabelecida (Wakefield 1998a; Aliouat-Denis et al. 2008). Estudos
genéticos e fenotipicos demonstraram que diferentes espécies de hospedeiros, estdo
normalmente infectadas com formas distintas de Pneumocystis (Stringer 1996;
Wakefield 1998a; Thomas & Limper 2007; Aliouat-Denis et al. 2008; Kaneshiro &
Limper 2011), que variam principalmente a nivel gendmico, cariotipico, isoenzimatico e
antigénico (Stringer 1996; Wakefield 1998a; Aliouat-Denis et al. 2008). Ao nivel
gendmico, o estudo molecular foi efectuado maioritariamente pela analise de sequéncias
de DNA gue comprovam uma grande varia¢ao genética dentro do género. A constatacao
de variacGes nucleotidicas em genes como o 18S rRNA, genes mitocondriais como 0s
que codificam a subunidade pequena (MtSSU rRNA — mitochondrial smal-subunit
rRNA) e a subunidade grande (mtLSU rRNA — mitochondrial large-subunit rRNA) do
rRNA mitocondrial (Figura 2), a regido de espacadores internos transcritos (ITS —
Internal Transcribed Spacer) do operdo do rRNA nuclear, e outros loci, demonstraram
a presenca de varios genotipos, evidenciando a existéncia de varias especies com
divergéncias genéticas significativas (Stringer 1996; Wakefield 1998a; Thomas &
Limper 2007; Aliouat-Denis et al. 2008). Ainda demonstraram que as espécies deste
género encontram-se fortemente adaptadas e possuem uma alta especificidade de
hospedeiro (Wakefield 1998a; Stringer et al. 2002; Thomas & Limper 2004; Aliouat-
Denis et al. 2008; Kaneshiro & Limper 2011). Sendo que o fendmeno de especiacdo
encontrado podera ser o resultado de isolamento genético e um processo co-evolutivo

entre parasita e hospedeiro (Aliouat-Denis et al. 2008; Kaneshiro & Limper 2011).

Neste momento encontram-se descritas, por critérios do ICNB, cinco espécies do
género Pneumocystis, Pneumocystis carinii Delanoe & Delanoe 1912, Pneumocystis
jirovecii Frenkel 1976, Pneumocystis murina Keely et al. 2004, Pneumocystis
wakefieldiae Cushion et al. 2005 e Pneumocystis oryctolagi Dei-Cas et al. 2006
(Redhead et al. 2006; Beck & Cushion 2009). Até a data, P. jirovecii é a Unica espécie
do género, identificada e isolada, capaz de provocar infeccdo e doenca nos seres
humanos (Wakefield 1998a; Stringer et al. 2002; Thomas & Limper 2004, 2007;
Redhead et al. 2006; Aliouat-Denis et al. 2008; Beck & Cushion 2009; Kaneshiro &
Limper 2011).
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Figura 2. Arvore filogenética do género Pneumocystis, a partir da anélise de sequéncias nucleotidicas
dos genes mtLSU rRNA e mtSSU rRNA, evidenciando as cinco espécies do género descritas até a data,
bem como os seus hospedeiros especificos — espécie (nome comum), representados pelas mesmas cores.
Os restantes ramos representam diferentes estirpes pertencentes ao género Pneumocystis (adaptado e
modificado de Aliouat-Denis et al. 2008).
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1.3. Ciclo de vida de Pneumocystis spp. e principais caracteristicas

morfologicas

Parasitas oportunistas do género Pneumocystis sdo encontrados nos pulmdes de
mamiferos infectados. Possuem um tropismo pulmonar dirigido maioritariamente as
células alveolares do tipo I, e apenas provocam pneumonia quando o sistema imunitéario
dos seus hospedeiros encontra-se debilitado. Normalmente ndo existe disseminagdo para
regides extrapulmonares, contudo, o processo de invasao pode ocorrer em certos casos,
como imunossupressdo grave ou infeccOes generalizadas (Thomas & Limper 2004,
2007; Aliouat-Denis et al. 2008, 2009; CDC 2009).

Nos pulmdes de um mamifero infectado podem ser observadas trés formas
morfologicas principais de Pneumocystis — trofozoito, pré-quisto e quisto — que estdo
envolvidas directamente no seu ciclo de vida, sendo que as formas melhor
caracterizadas do ciclo sdo o trofozoito e o quisto (Figura 3) (Helweg-Larsen 2004;
Thomas & Limper 2004, 2007; Wazir & Ansari 2004; Souza & Benchimol 2005;
Aliouat-Denis et al. 2009; Kaneshiro & Limper 2011). Durante o ciclo de vida, a
proporcao de trofozoitos em relagdo aos quistos chega a ser de 10:1, indicando que o
trofozoito é a forma predominante, representando aproximadamente 90 a 95% da
populacdo parasitaria (Stringer 1996; Thomas & Limper 2007; Aliouat-Denis et al.
2009).

Particulas
CamadaExterna  protoplasma Intramembranares

Protoplasma  Particulas
B Electrodensa Camada Externa

Intramembranares

CamadaExterna

Electrodensa Membranainterna

Camada Intermédia

Microttbulo Electrolucente

Reticulo

Endoplasmatico Membrana

Plasmatica Corpos
Intraquisticos

Nucléolo Ribossoma

Nucleo
Nucléolo

Ribossomas

Nucleo
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Figura 3. llustracdo das principais estruturas celulares das formas morfoldgicas, trofozoito (A) e quisto
(B), de Pneumocystis (adaptado de Souza & Benchimol 2005).
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A deteccdo de Pneumocystis em amostras de secrec6es do aparelho respiratério,
evidencia que a infeccdo podera ter inicio pela inalacdo de uma possivel forma
infectante (Hughes 2001), sendo a via respiratoria uma provavel porta de entrada no
hospedeiro (Kaneshiro & Limper 2011).

O estabelecimento da infeccéo, e o inicio do ciclo de vida intrapulmonar, ocorre
aquando da adesdo dos trofozoitos de Pneumocystis ao epitélio alveolar a superficie
celular dos pneumdcitos do tipo |, permitindo deste modo a sua proliferacdo (Helweg-
Larsen 2004; Thomas & Limper 2004, 2007). O trofozoito, com um didmetro que pode
variar entre 2 a 8 um, é unicelular e mononucleado, de parede celular fina e flexivel,
constituida por uma camada electrodensa e rica em B-glucanos e glicoproteinas; sendo o
nacleo de pequenas dimensdes, variando a sua posi¢do celular, com um nucléolo de
localizacdo central ou periférica (Stringer 1996; Wazir & Ansari 2004; Souza &
Benchimol 2005; Aliouat-Denis et al. 2009). No citoplasma, ja& foram observados
organelos como mitocondrias, complexo de golgi, estruturas ramificadas que se
assemelham ao reticulo endoplasmatico, ribossomas, granulos de glicogénio, espaco
vacuolar e microtubulos (Figura 3.A) (Souza & Benchimol 2005). Estruturalmente, 0s
trofozoitos sdo pleomorficos, irregulares e/ou amebdides; normalmente formam
aglomerados celulares, associando-se em grupos, e possuem projecgdes citoplasmaticas
tubulares, que auxiliam no processo de adesédo aos pneumdcitos (Stringer 1996; Souza
& Benchimol 2005; Aliouat-Denis et al. 2009).

A reproducdo assexuada do ciclo de vida de Pneumocystis ocorre por fissdo
binaria ou endogenia dos trofozoitos (Figura 4.A) (Helweg-Larsen 2004; Souza &
Benchimol 2005; Thomas & Limper 2007; Aliouat-Denis et al. 2008, 2009; Beck &
Cushion 2009; Kaneshiro & Limper 2011). Neste processo replicativo, pode ocorrer a
fusdo de dois trofozoitos haploides, e por conjugacao, seguida de cariogamia, um zigoto
dipléide é formado, por reproducdo sexuada (Figura 4.B) (Stringer 1996; Helweg-
Larsen 2004; Souza & Benchimol 2005; Thomas & Limper 2007; Beck & Cushion
2009; CDC 2009; Kaneshiro & Limper 2011). O zigoto, constituido por uma parede
celular fina, inicia um processo de divisdo meiotica seguido por mitoses sucessivas
(Stringer 1996; Helweg-Larsen 2004; Aliouat-Denis et al. 2009; CDC 2009). Durante
esta fase, trés estadios de préquisto — precoce, intermediario e tardio — sdo observados,

cada um com dois, quatro e oito ndcleos, respectivamente (Thomas & Limper 2007,



Introducéo

Aliouat-Denis et al. 2008; Kaneshiro & Limper 2011). O préquisto precoce ¢ esférico,
mononucleado e possui uma parede celular electrodensa, semelhante a encontrada no
trofozoito; nesta fase € possivel observar o complexo sinaptonémico caracteristico de
uma célula que inicia um processo meiotico (Figura 4.C) (Aliouat-Denis et al. 2008). O
préquisto intermediario é multinuclear e possui uma parede celular espessa, com uma
estrutura muito semelhante a parede encontrada nos quistos de Pneumocystis (Figura
4.D) (Aliouat-Denis et al. 2008). O préquisto tardio, de paredes espessas, é constituido
por oito nucleos ndo delimitados, que por processos de invaginacdo da membrana do
préquisto, tornam-se revestidos por uma membrana, originando 0s corpos intraquisticos
(Figura 4.E) (Aliouat-Denis et al. 2008; Beck & Cushion 2009). No final, o quisto
maduro € produzido, com uma estrutura morfolégica esférica tipica, de diametro
compreendido entre 4 a 8 um, constituido normalmente por uma parede celular rigida,
rica em B-glucanos, com camadas espessas, de aproximadamente 50 nm de espessura;
uma camada externa mais electrodensa, uma camada intermédia electrolucente e uma
interna menos densa, em contacto permanente com a membrana plasmatica (Helweg-
Larsen 2004; Wazir & Ansari 2004; Souza & Benchimol 2005; Aliouat-Denis et al.
2009; Beck & Cushion 2009; Kaneshiro & Limper 2011). O citoplasma do quisto é
constituido maioritariamente por mitocondrias e ribossomas, onde um ndcleo, nucléolo
e reticulo endoplasmatico tambeém sdo visualizados (Figura 3.B) (Souza & Benchimol
2005). No interior, é possivel identificar oito corpos intraquisticos, cada um com
dimensdes entre 1 a 2 um (Helweg-Larsen 2004; Wazir & Ansari 2004; Souza &
Benchimol 2005; Aliouat-Denis et al. 2009). Os corpos intraquisticos, dependendo da
estrutura quistica formada, podem ser morfologicamente diferentes, desde esféricos, a
forma de banana ou irregulares/amebdides (Souza & Benchimol 2005; Aliouat-Denis et
al. 2009), sendo mononucleados, com um citoplasma denso e uma parede celular com
uma camada electrodensa, revestida por uma membrana externa; apresentam
mitocéndrias e reticulo endoplasmatico bem desenvolvidos e indmeros ribossomas
(Souza & Benchimol 2005; Aliouat-Denis et al. 2008, 2009). Apds maturacdo, 0S
corpos intraquisticos irregulares ou em forma de banana, observados nos quistos de
parede celular mais fina, sofrem divisGes mitéticas, e os trofozoitos sdo formados no
interior do quisto (processo denominado de endogenia) e sé depois sdo libertados

(Figura 4.F) (Kaneshiro & Limper 2011); os corpos intraquisticos esféricos observados
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no interior de quistos de paredes espessas sdo libertados, por ruptura da parede quistica,
e dao origem a novos trofozoitos haploides (Figura4.G) (Helweg-Larsen 2004; Souza
& Benchimol 2005; Thomas & Limper 2007; Aliouat-Denis et al. 2009; Beck &
Cushion 2009).
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Figura 4. llustragdo do ciclo de vida de Pneumocystis spp. A. Reprodugdo assexuada, por fissao binaria
ou endogenia; B. Reproducdo sexuada, por conjugacdo. C. D. E. Etapas de formacdo do préquisto;
F. G. Formacéo e libertacdo dos corpos intraquistico (adaptado de Kaneshiro & Limper 2011).

Os processos sequenciais descritos deste ciclo de vida complexo, compativeis
com processos Visualizados em outros fungos ascomicotas, foram maioritariamente
estudados pelos autores por observagBes microscopicas, devido, sobretudo, a
problematica do crescimento de espécies de Pneumocystis em cultura (Thomas &
Limper 2004, 2007).
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1.4. Importancia clinica da PPc nos humanos

P. jirovecii, responsavel por causar infecgdes oportunistas especificas no
aparelho respiratério dos humanos (Morris et al. 2008), é a principal causa de
pneumonia grave e por vezes fatal em individuos imunocomprometidos (Stringer et al.
2002; Helweg-Larsen 2004). Primeiramente foi associado a uma epidemia que surgiu
entre 1930 e 1940 e que ocorria maioritariamente em criangas debilitadas de instituices
e orfanatos Europeus (Hughes 2001; Kovacs et al. 2001; Stringer et al. 2002; Catherinot
et al. 2010). O seu reconhecimento como agente etioldgico da PPc foi comprovado por
volta de 1951/52, através da associacdo encontrada entre a identificacdo do patogéneo
em tecido pulmonar pertencente a criangas, que apresentavam a patologia, na altura

conhecida como pneumonia intersticial (Kovacs et al. 2001; Catherinot et al. 2010).

Até meados de 1980, a PPc era incomum e casos esporadicos eram descritos em
criancas desnutridas e prematuras, que representavam cerca de 68% dos casos
conhecidos (Catherinot et al. 2010); a PPc também era reportada em individuos
imunocomprometidos, maioritariamente com sindromes de imunodeficiéncia,
imunodeficiéncia congenita ou submetidos a terapia imunossupressora (Helweg-Larsen
2004; Morris et al. 2004); antes da implementacdo de quimioprofilaxia, doentes
transplantados e com cancro, apresentavam taxas de PPc entre 5 a 25% e 1 a 25%,

respectivamente (Morris et al. 2004).

Em 1980, com o advento do virus da imunodeficiéncia humana (VIH)/ sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (sida), um importante problema mundial de saude
publica (Kaneshiro & Limper 2011), os casos de PPc aumentaram consideravelmente,
atingindo uma taxa elevada de aproximadamente 20 000 casos por ano (Kovacs et al.
2001; Morris et al. 2004; Huang et al. 2006), tornando-se na doenca infecciosa mais
comum definidora do estadio de sida (Helweg-Larsen 2004), uma vez que, em cerca de
2/3 dos seropositivos para VIH, esta compreendia a primeira infeccdo oportunista
importante encontrada (Morris et al. 2004; Huang et al. 2006). Estimava-se que mais de
75% dos individuos infectados por VIH acabariam por desenvolver a doenca no
decorrer de suas vidas (Morris et al. 2004; Huang et al. 2006; Varela et al. 2011), sendo
a causa de morte em cerca de 20 a 25% desses individuos (Varela et al. 2011).

Consequentemente, a pandemia do VIH e a emergéncia da PPc, acabaram por despertar
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0 interesse na pesquisa e compreensdo de Pneumocystis no meio cientifico (Calderdén
2009; Kaneshiro & Limper 2011).

A incidéncia da PPc comecou a diminuir, a partir de 1989, com a implementagéo
de profilaxia anti-Pneumocystis (Kovacs et al. 2001; Helweg-Larsen 2004; Morris et al.
2004; Catherinot et al. 2010), principalmente para seropositivos para VIH e que
apresentavam determinados critérios como contagem de células TCD4" abaixo de 200
células/mm® (Kovacs et al. 2001). Um declinio mais acentuado na sua incidéncia, e
também na mortalidade, foi verificado no decorrer da década de 90 do século passado,
devido & introducdo da terapia anti-retrovirica combinada (HAART — Highly Active
Antiretroviral Therapy), no ano de 1996, para o tratamento de infeccdes por VIH
(Stringer et al. 2002; Helweg-Larsen 2004; Calderén 2009; Catherinot et al. 2010). O
decréscimo da taxa de PPc comecou a ser significativo entre 1992 e 1995 com uma
diminuicdo de 3,4% ao ano (Morris et al. 2004; Huang et al. 2006), sendo o declinio
mais acentuado apdés este periodo, entre 1996 e 1998, com uma diminuicdo de 21,5% ao
ano (Morris et al. 2004; Huang et al. 2006). Outros estudos constataram que a
incidéncia passou de 4,9 casos por 100 habitantes/ano antes do fim do primeiro
trimestre de 1995, para 0,3 casos por 100 habitantes/ano depois de Marco de 1998
(Morris et al. 2004; Huang et al. 2006).

Actualmente, a PPc ainda é uma das doencas oportunistas com maior
morbimortalidade em individuos com imunodeficiéncias. Os infectados por VIH/sida
ainda representam um dos grupos de risco mais afectados por esta patologia (Morris et
al. 2002; Helweg-Larsen 2004; Catherinot et al. 2010; Matos & Esteves 2010a;
Kaneshiro & Limper 2011). Dados da ECDC comprovam este facto, e indicam que esta
doenca continua a ser a principal infeccdo oportunista definidora do estadio de sida
entre adolescentes e adultos (ECDC 2011).

A PPc continua a desenvolver-se, com elevada importancia clinica, sobretudo
nos individuos que ndo possuem uma resposta eficaz a HAART (Morris et al. 2002;
Stringer et al. 2002; Catherinot et al. 2010; Matos & Esteves 2010a); em individuos
sem acesso a profilaxia anti-PPc, ou sem acesso aos medicamentos anti-retrovirais,
principalmente nos paises em desenvolvimento (Morris et al. 2004; Matos & Esteves

2010a); em individuos ndo diagnosticados ou incompativeis com o tratamento prescrito
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para a PPc (Morris et al. 2002); em individuos imunocomprometidos por razdes de
transplantes de Orgdos, quimioterapia para o cancro ou submetidos ao tratamento de
doencas autoimunes e, mais recentemente, em grupos pouco imunocomprometidos
como € o caso de individuos com doenca pulmonar cronica, principalmente em paises
desenvolvidos (Stringer et al. 2002; Morris et al. 2004; Matos & Esteves 2010a;
Kaneshiro & Limper 2011).

Apesar dos avancos progressivos efectuados nos ultimos anos, a PPc continua a
ser um grave problema clinico (Morris 2008; Walzer et al. 2008), sendo a preven¢do um
dos principais objectivos (Matos & Esteves 2010a). O seu prognostico relacionado com
eventuais factores de mortalidade da doenca, ndo tem sofrido grandes alteracfes ao
longo da sua historia clinica. Factores como idade avangada, baixos niveis de
hemoglobina, baixa pressdo parcial de oxigénio (PaO,), necessidade de ventilacdo
mecanica, pneumotorax, episodios anteriores da PPc e a presenca de comorbidade
médica, sdo ainda considerados indicadores de risco para a mortalidade, estando
maioritariamente associados com mau prognostico da PPc (Morris 2008; Walzer et al.
2008). Por outro lado, ainda ndo se sabe porque € que alguns individuos que apresentam
casos moderados da PPc, possuem uma resposta favoravel ao tratamento; enquanto em
outros individuos, com casos consideravelmente mais graves, apesar da terapéutica

instituida, a PPc é muitas vezes fatal (Walzer et al. 2008).

Estas e outras questdes, envolvidas na problematica desta doenca oportunista,
tém sido, no decorrer dos ultimos anos, analisadas e compreendidas atraves de
abordagens clinicas e epidemioldgicas, que tém facilitado o estudo da PPc (Walzer et al.
2008; Matos & Esteves 2010b).
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1.5.  Principais conceitos epidemiolégicos da infeccdo por P. jirovecii
1.5.1. Modos de infeccao

Pneumocystis, sendo um microrganismo oportunista, apresenta uma capacidade
acrescida em estabelecer-se e iniciar a sua proliferacdo no aparelho respiratério de
individuos com um sistema imunitario debilitado, sendo estes hospedeiros
imunocomprometidos, 0s que possuem uma maior susceptibilidade para contrair a
infeccdo (Stringer et al. 2002; Matos et al. 2006; Kaneshiro & Limper 2011).

O modo como os humanos adquirem a infeccdo ndo esta muito bem esclarecido,
varios dados e observagdes corroboram algumas hipéteses, sendo a teoria da reactivacdo
de uma infeccdo latente e a teoria da reinfeccéo, as mais plausiveis até a data (Morris et
al. 2002; Kaneshiro & Limper 2011). A teoria sobre a reactivacdo de uma infecgéo
latente, uma das primeiras hipoOteses a ser considerada, propde que a exposi¢do de um
individuo a P. jirovecii ocorre na infancia, logo nos primeiros meses de vida, e apesar
de nesta fase o sistema imunitario ser capaz de controlar esta infeccdo priméria
assintomatica, P. jirovecii permanece latente até ter a possibilidade de proliferar e
causar pneumonia, 0 que normalmente ocorre com uma supressao do sistema imunitario
(Beard & Navin 1996; Morris et al. 2002; Wakefield 2002; Miller & Huang 2004). Ja a
teoria de reinfeccdo, mais recente e fortemente sustentada, sugere que existe uma
exposicdo quase permanente, durante toda a vida, entre individuos e possiveis fontes de
infeccdo, supondo que as reinfecgdes poderdo ocorrer, através de reservatorios
ambientais ou directamente entre humanos (Keely & Stringer 1997; Morris et al. 2002;
Helweg-Larsen 2004; Kaneshiro & Limper 2011).

A primeira teoria enunciada pode ser defendida através de estudos seroldgicos
que confirmam que a maioria das criangas consideradas saudaveis, apresentam
anticorpos anti-Pneumocystis (Morris et al. 2002; Stringer et al. 2002; Wakefield 2002;
Helweg-Larsen 2004; Miller & Huang 2004; Medrano et al. 2005; Peterson & Cushion
2005), e que a prevaléncia desses anticorpos especificos parece aumentar com a idade
(Morris et al. 2002; Stringer et al. 2002; Helweg-Larsen 2004; Medrano et al. 2005;
Peterson & Cushion 2005). Alguns estudos também verificaram a existéncia de
P. jirovecii em amostras bioldgicas respiratérias de individuos imunocompetentes, sem

evidéncia clinica da PPc, apoiando que o parasita podera entdo permanecer no
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hospedeiro, de uma forma controlada, por tempo indeterminado (Morris et al. 2002;
Wakefield 2002). No entanto, muitos outros estudos ndo conseguiram obter resultados
semelhantes, o que por outro lado pode evidenciar que o patogéneo € eliminado antes de
poder causar infecgdo (Morris et al. 2002; Stringer et al. 2002; Miller & Huang 2004;
Medrano et al. 2005).

Com o advento da biologia molecular, novos estudos genéticos foram sendo
realizados, permitindo adquirir novas informagdes que apoiam a ja referida teoria de
reinfeccdo (Morris et al. 2002; Matos & Esteves 2010b). As primeiras evidéncias foram
efectuadas a partir de estudos com seropositivos para VIH, onde foi possivel a
identificacdo de genotipos distintos de P. jirovecii, num mesmo individuo, em casos
recorrentes da PPc (Beard & Navin 1996; Keely & Stringer 1997; Morris et al. 2002;
Stringer et al. 2002; Wakefield 2002; Miller & Huang 2004; Medrano et al. 2005;
Peterson & Cushion 2005; Matos & Esteves 2010b; Wissmann et al. 2010). Estes dados
sugerem que cada genotipo encontrado representa uma nova infeccdo por P. jirovecii e
que esta ocorre proxima ao surgimento dos sintomas da doenca (Stringer et al. 2002;
Wakefield 2002). Outros estudos epidemiologicos constataram que existe uma grande
variabilidade de frequéncias genotipicas, em isolados de P. jirovecii, consoante a
distribuicdo geogréafica da doenca, e que esta variacdo pode reflectir o local da origem
de infeccdo, que muito provavelmente estd associada ao local de residéncia e ndo ao
local de nascimento do individuo, supondo que a infeccdo foi adquirida recentemente
(Morris et al. 2002; Stringer et al. 2002; Wakefield 2002; Miller & Huang 2004; Matos
& Esteves 2010b; Wissmann et al. 2010).

Assim, sugere-se que, apesar da reactivacdo de uma infeccdo latente ser uma
possibilidade, ndo é o Unico mecanismo para o estabelecimento da infeccdo (Morris et
al. 2002; Stringer et al. 2002; Matos & Esteves 2010b). Enquanto a infec¢do primaria
parece ser muito comum durante a infancia (Stringer et al. 2002; Wakefield 2002), a
suposta infeccdo latente nos adultos € um processo muito limitado (Beard & Navin
1996; Stringer et al. 2002; Miller & Huang 2004; Medrano et al. 2005), podendo em
alguns individuos ser transitorio, estando estes sujeitos a novas reinfec¢des (Morris et
al. 2002; Stringer et al. 2002).
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1.5.2. Transmissao e possiveis reservatorios

Sabe-se que a transmissdo de Pneumocystis, por se tratar de um fungo ubiquo,
devera ser efectuada maioritariamente por via aérea, onde 0s hospedeiros humanos e
outros mamiferos poderdo estar constantemente expostos a este microrganismo (Morris
et al. 2002; Kaneshiro & Limper 2011). A transmissdo por esta via ja foi demonstrada
em estudos com modelos animais, onde verificaram que a exposi¢éo ao ar contaminado
pode ser muito importante para o desenvolvimento da doenca e que a transmisséo entre
hospedeiros animais da mesma espécie ocorre frequentemente (Hughes 1982; Powles et
al. 1992; Ceré et al. 1997; An et al. 2003). Contudo, a transmissdo por via aérea entre
humanos ainda ndo foi confirmada (Hughes 2001; Matos & Esteves 2010b). A detecgéo
e identificacdo de gendtipos de P. jirovecii em ambiente hospitalar, particularmente em
amostras recolhidas em filtros de ar, em locais com doentes infectados, suportam este
tipo de transmissdo em humanos (Olsson et al. 1998; Matos & Esteves 2010b). Em
alguns estudos, o gendtipo encontrado no ar envolvente era idéntico ao identificado nas
amostras biologicas dos doentes, indicando que a presenca de DNA de P. jirovecii no ar
hospitalar, podera estar correlacionado com a sua eventual aquisicdo (Olsson et al.
1998).

Acredita-se que a transmissdo em humanos é antroponotica, excluindo a partida
reservatorios animais (Wakefield 2002; Aliouat-Denis et al. 2008). No entanto, pela
deteccdo de DNA de Pneumocystis no ambiente, possiveis reservatorios naturais nao
podem ser excluidos (Catherinot et al. 2010; Varela et al. 2011). Wakefield (1996), ao
detectar sequéncias de DNA de espécies de Pneumocystis em amostras de ar, ndo
apenas refere que este patogéneo poderad ser muito comum no ambiente, mas tambem
sugere que a forma morfologica nesta suposta fase ambiental podera ser diferente das
formas normalmente encontradas nos pulmdes. Pneumocystis podera entdo sobreviver
no ambiente, de uma forma latente, por meio de esporos, por um mecanismo
independente dos seus hospedeiros (Wakefield 1996; Helweg-Larsen 2004; Thomas &
Limper 2007; Kaneshiro & Limper 2011). Outros estudos, associando um maior risco
de infeccdo entre individuos que estdo constantemente em contacto com o solo, sugerem
que Pneumocystis também podera ser transmitido a partir do solo como acontece com

outras infeccdes fungicas (Helweg-Larsen 2004).
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Reservatorios humanos também tém sido considerados. P. jirovecii estd a ser
estudado como um dos agentes de infeccdo em contacto, mais frequente, com 0s seus
hospedeiros (Varela et al. 2011). A suposta colonizacdo de P. jirovecii na populagéo
humana, em geral, esta a ter grandes repercussdes, e esta nova percepcao podera ser um
dos aspectos mais importantes para 0 mecanismo de transmissdo (Huang et al. 2006;
Catherinot et al. 2010; Varela et al. 2011).

A provavel importancia da populacdo humana passou a ser verificada com o
desenvolvimento de técnicas de deteccdo e amplificacdo de DNA mais sensiveis, que
permitiram proceder a identificacdo de P. jirovecii em amostras biolégicas respiratorias
de individuos assintomaticos, imunocomprometidos com varios niveis de
imunossupressdo e imunocompetentes, com uma carga parasitaria muito reduzida,
provavelmente ndo detectavel com os métodos de diagnostico de rotina (Matos et al.
2001; Miller & Huang 2004; Medrano et al. 2005; Peterson & Cushion 2005; Matos et
al. 2006; Ponce et al. 2010; Wissmann et al. 2010). Evidenciando que a exposicao de P.
jirovecii em humanos também podera ser caracterizada por uma colonizacdo
intermitente (Morris et al. 2002).

A determinacéo desta suposta colonizagéo esta a ser verificada em varios grupos
de estudo, sendo possivel que a circulacdo de P. jirovecii podera estar relacionada com
diversas sub-populacbes (Figura 5) (Peterson & Cushion 2005; Matos & Esteves
2010b; Wissmann et al. 2010; Varela et al. 2011). Primeiramente, verificou-se que a
populacdo de individuos infectados por VIH representa um dos grupos com uma
elevada frequéncia de colonizacdo por parte de P. jirovecii, sendo que a prevaléncia
desta colonizacdo, neste grupo, poderd indicar um potencial foco importante desta
patologia para outros individuos susceptiveis (Matos et al. 2001; Calderon 2009;
Catherinot et al. 2010; Wissmann et al. 2010). A constatacdo de que os profissionais de
salde, em contacto com doentes com PPc, podem ser outro grupo de estudo importante,
mostrou que o risco de serem potenciais portadores da infeccdo é superior em relacdo
aos profissionais que ndo estdo constantemente expostos (Lundgren et al. 1997; Vargas
et al. 2000). Este grupo pode ser importante numa provavel transmissao nosocomial de
P. jirovecii, uma vez que os profissionais podem ser potenciais transmissores da
infeccdo para individuos susceptiveis em ambiente hospitalar (Catherinot et al. 2010;

Wissmann et al. 2010). A colonizacdo frequente, por P. jirovecii, em grupos de
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individuos ligeiramente imunossuprimidos, também foi determinada por Maskell et al.
(2003), sendo a frequéncia de deteccdo de P. jirovecii nas amostras bioldgicas muito
superior a esperada, podendo estes individuos estarem envolvidos no ciclo de
transmisséo. Outros estudos também obtiveram resultados semelhantes, em doentes com
diferentes patologias pulmonares, sugerindo que estes individuos podem ser potenciais
portadores transitérios de P. jirovecii (Sing et al. 1999; Matos et al. 2006), e que 0s
danos tecidulares encontrados nos pulmdes podem favorecer a colonizagdo por parte
deste patogéneo (Sing et al. 1999). Outras evidéncias sugerem que as gravidas também
podem representar um reservatorio da infeccdo e devem possuir um papel crucial na
transmissdo para os seus recem-nascidos (Miller et al. 2002; Vargas et al. 2003). A
identificacdo de gendtipos idénticos entre a mde e a respectiva crianga, sdo dados que
apoiam esta hipdtese (Miller et al. 2002). Outro estudo refere uma provavel transmissao
vertical, sugerindo que o estado imunitario da mulher, durante a gravidez, pode
favorecer a transmissdo de P. jirovecii para o feto (Montes-Cano et al. 2009); Estudos
mais recentes referem que também os individuos imunocompetentes podem ser
reservatorios de P. jirovecii. A constatacdo de que coloniza¢bes pulmonares por P.
jirovecii sdo comuns e frequentes nestes individuos, indicam que este grupo, de
portadores temporarios, pode possuir um papel crucial e activo na transmissao, ja que
vao sendo reinfectados por este microrganismo ao longo da vida (Medrano et al. 2005;
Ponce et al. 2010).

A implicacdo da ocorréncia de transmissdo inter-humana na populacdo em geral,
bem como a elevada incidéncia de grupos de individuos portadores assintomaticos,
pode ser um importante problema de satde publica (Morris et al. 2002; Stringer et al.
2002; Medrano et al. 2005; Matos et al. 2006). Deste modo, estudos mais abrangentes
deverdo ser efectuados e a determinacdo da prevaléncia de colonizacdo, bem como

outros dados epidemioldgicos deverdo ser esclarecidos (Wissmann et al. 2010).
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Figura 5. Representacdo esquematica das provaveis vias de exposi¢Ges em individuos susceptiveis de
desenvolver a PPc: Em cada grupo de individuos (texto a negrito) é descrito as provaveis manifestagdes
da infeccdo (texto sublinhado) seguido de alguns exemplos de possiveis populagfes de risco. A seta
descontinua representa a incerteza da via de exposi¢ao por uma fonte ambiental. A seta a azul representa
a transmissdo directa que provavelmente ocorre entre um individuo com PPc para outro individuo
susceptivel (adaptado e modificado de Peterson & Cushion 2005).
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1.6. Apresentacao e diagnostico da PPc

1.6.1. Critérios clinicos

A apresentacdo e a evolucdo clinica da PPc podem variar consoante a condicao
de imunossupressdo do individuo (Huang et al. 2006; Fujii et al. 2007). Dentro dos
grupos de risco definidos, destacam-se os individuos seropositivos para VIH que
frequentemente manifestam a doenca quando o nivel de contagem de células TCD4" é
inferior a 200 células/mm?® (Thomas & Limper 2004; Huang et al. 2006; Catherinot et
al. 2010). Nestes individuos a doenca é caracterizada por ser subaguda, com uma
apresentacdo tardia, 25 a 28 dias pos infeccdo, diferindo da apresentacdo encontrada em
individuos seronegativos para VIH, com outros tipos de imunodeficiéncias, onde a
sintomatologia surge de forma subita (Fujii et al. 2007; Calderon et al. 2010; Castro &
Morrison-Bryant 2010; Catherinot et al. 2010; Huang et al. 2011; Varela et al. 2011).

Existe um grande namero de sintomas relacionados com a PPc, sendo o quadro
clinico da infeccdo muito variavel (Varela et al. 2011). Os sintomas mais comuns,
frequentemente encontrados, sao dispneia progressiva, tosse ndo produtiva e febre
(Munksgaard 2004; Thomas & Limper 2004; Huang et al. 2006; Fujii et al. 2007;
Calderdn et al. 2010; Catherinot et al. 2010; Huang et al. 2011; Varela et al. 2011).
Outros sintomas podem desenvolver-se como tosse produtiva, dor no peito, e simples
sintomas de gripe (Munksgaard 2004; Thomas & Limper 2004; Fujii et al. 2007;
Calderdn et al. 2010; Varela et al. 2011). Em certos casos os individuos podem ser
assintomaticos ou podem apresentar uma insuficiéncia respiratéria fulminante (Fujii et
al. 2007).

O exame fisico normalmente € inespecifico. A auscultagdo pulmonar muitas
vezes revela-se normal (Huang et al. 2006; Fujii et al. 2007). Taquipnéia, taquicardia
e/ou cianose também podem ser observados (Thomas & Limper 2004; Wazir & Ansari
2004; Fujii et al. 2007; Calderén et al. 2010; Castro & Morrison-Bryant 2010;
Catherinot et al. 2010; Varela et al. 2011). A radiografia pulmonar normalmente é
caracterizada por um infiltrado bilateral intersticial que predomina na regido peri-hilar, e
torna-se mais homogéneo e difuso com a progressdo da doenca (Thomas & Limper
2004; Wazir & Ansari 2004; Fujii et al. 2007; Calderon et al. 2010; Castro & Morrison-

Bryant 2010; Varela et al. 2011). As apresentacdes radiol6gicas podem variar, e outras
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alteragcBes também podem ser observadas, como infiltrados unilaterais, nodulos, lesdes
cavitérias, ou cisticas, e pneumotordx (Thomas & Limper 2004; Wazir & Ansari 2004;
Fujii et al. 2007; Calderdn et al. 2010; Castro & Morrison-Bryant 2010; Huang et al.
2011). No entanto, em alguns casos, uma tomografia computadorizada de alta resolucéo
(do inglés High-Resolution Computed Tomography), devido a sua grande sensibilidade,
pode ser Util principalmente quando a radiografia do tordx é normal, ou sem alteracdes,
na altura do diagndstico clinico (Fujii et al. 2007; Calderon et al. 2010; Castro &
Morrison-Bryant 2010; Catherinot et al. 2010; Huang et al. 2011; Varela et al. 2011).

N&o obstante, alteracdes bioguimicas, hematolédgicas e seroldgicas também sao
identificadas em individuos com suspeita clinica de PPc, contudo estas variacfes
anormais ndo sdo geralmente especificas da infeccdo. Normalmente, marcadores
laboratoriais ndo especificos, como o aumento dos niveis de desidrogenase lactica (do
inglés lactate dehydrogenase) e baixa PaO;, que conduz a hipoxia, sdo frequentemente

encontrados em individuos com PPc (Fujji et al. 2007; Calderodn et al. 2010).

A disseminacdo da infeccdo pode ocorrer através do sistema linfatico e
sanguineo, espalhando-se para érgaos extrapulmonares, particularmente, tiroide, figado,
medula 0ssea, ganglios linfaticos, baco e rins, mas ja foi identificado em outros 6rgéos
(Wazir & Ansari 2004; Fujii et al. 2007; Varela et al. 2011). Estas raras manifestacoes
sdo principalmente reportadas em casos especificos de individuos infectados por VIH
(Munksgaard 2004; Fujii et al. 2007).

Independentemente do caso encontrado, um conhecimento adequado sobre as
caracteristicas clinicas apresentadas séo factores importantes a ter em conta (Fujii et al.
2007; Varela et al. 2011) e, apesar de ndo existir uma abordagem universal em
individuos com suspeita clinica de PPc, na maioria dos casos, o diagndstico definitivo é
muito importante para a confirmacdo precoce da doenca e instituicdo da terapéutica
adequada (Helweg-Larsen 2004; Huang et al. 2011).
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1.6.2. Deteccao microscopica de P. jirovecii

No decorrer dos ultimos anos melhorias no diagnostico laboratorial tém sido
implementadas (Kovacs et al. 2001), mas devido a incapacidade de crescimento de
P. jirovecii em cultura (Jarboui et al. 2009), o método standard de diagnostico
laboratorial continua a ser baseado principalmente na observacdo microscopica, a partir
de amostras bioldgicas respiratérias, preferencialmente lavado broncoalveolar (LBA) e
expectoracdo induzida (El) (Helweg-Larsen 2004; Durand-Joly et al. 2005; Fujisawa et
al. 2009; Huang et al. 2011).

A identificacdo microscépica de P. jirovecii pode ser efectuada através de varias
técnicas de coloragdes convencionais, como a coloracdo pela metenamina prata (GMS —
Gomori Methenamine-Silver), a coloracdo pelo giemsa e a coloragdo de azul de
toluidina (TBO — Toluidine-Blue O), comummente utilizadas para a identificacdo de
formas morfologicas caracteristicas do ciclo de vida (Gill et al. 1987; Lautenschlager et
al. 1996; Kovacs et al. 2001; Durand-Joly et al. 2005; Calderén et al. 2010). A
coloracdo GMS (Figura 6.A) e TBO (Figura 6.B) sdao mais especificas para as formas
quisticas, ao possuirem uma grande afinidade para os constituintes da parede; ja a
coloracdo giemsa (Figura 6.C) é mais especifica para a visualiza¢do de trofozoitos, ou
corpos intraquisticos no interior dos quistos (Hughes 2001; Kovacs et al. 2001;
Calderdn et al. 2010; Catherinot et al. 2010).

A subjectividade encontrada neste tipo de técnicas reflecte a sua
inespecificidade, sobretudo pela grande variedade de estruturas morfologicas que
poderdo ser encontradas, semelhantes as formas de Pneumocystis (Gill et al. 1987;
Elvin et al. 1988; Lautenschlager et al. 1996; Ribes et al. 1997). A eficacia e
sensibilidade destas técnicas também podem variar consideravelmente, tendo em conta
varios parametros, dependendo sobretudo, da experiéncia do técnico, do tipo de amostra
biologica a utilizar e da quantidade de microrganismos presentes na amostra (Ribes et
al. 1997; Flori et al. 2004; Helweg-Larsen 2004; Calderdn et al. 2010).
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Figura 6. Deteccdo microscopica de formas morfolégicas de Pneumocystis em LBA: A: Visualizagdo de
quistos corados com GMS (ampliacdo 500X); B: Visualizacdo de quistos corados com TBO;
C: Visualizagio de trofozoitos (A) e corpos intraquisticos (1) no interior de quistos corados com giemsa
(ampliacdo 500X) (adaptado e modificado de Calderon et al. 2010 e Catherinot et al. 2010).

Em 1986 com o desenvolvimento de anticorpos monoclonais (AcM) especificos
para P. jirovecii, técnicas de imunofluorescéncia, directa e indirecta (IFl), comecaram a
ser implementadas no diagndstico da PPc (Kovacs et al. 2001), e demonstraram ser
mais especificas e sensiveis na identificacdo do microrganismo, em comparacao com as
coloracdes de microscopia convencionais (Olsson et al. 1993; Lautenschlager et al.
1996; Ribes et al. 1997). A especificidade deste tipo de técnicas aumenta quando
dirigida para a deteccdo de antigénios (Ag) existentes na parede quistica do
microrganismo, apenas expostos a superficie por digestdo enzimatica (Lautenschlager et
al. 1996). Considerada actualmente, como método de referéncia, a imunofluorescéncia
com AcM ¢é correntemente utilizada em laboratérios de diagndstico, sobretudo devido a
facilidade de manutencao e deteccdo mais rapida e facil do parasita (Olsson et al. 1993;
Gill et al. 1987; Elvin et al. 1988; Jarboui et al. 2009).
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Figura 7. Deteccdo microscopica de quistos de P. jirovecii em LBA por IFI com AcM (fotografias da
autora).

1.6.3. Deteccao molecular de P. jirovecii

Métodos moleculares para a deteccdo de DNA de Pneumocystis foram
primeiramente abordados em 1990 e, posteriormente, muitos investigadores analisaram
a técnica de PCR como uma possivel aplicacdo para o estudo da PPc (Hughes 2001;
Kovacs et al. 2001). Consequentemente, nos Ultimos 20 anos, varios métodos baseados
na PCR tém sido desenvolvidos, tendo como alvo uma grande variedade de genes
(Kovacs et al. 2001; Calderon et al. 2010).

Cedo verificou-se gque este tipo de técnicas possuiam uma elevada sensibilidade
e reprodutibilidade para o diagnostico da PPc (Torres et al. 2000; Flori et al. 2004),
sendo possivel uma maior facilidade na amplificacdo e deteccdo de DNA de P. jirovecii,
em diversos tipos de amostras bioldgicas pulmonares (Barry & Johnson 2001; Kovacs
et al. 2001; Jarboui et al. 2009; Calderon et al. 2010; Kaneshiro & Limper 2011).

A nested-PCR é uma das técnicas convencionais da PCR que tem sido
optimizada para o diagnéstico da PPc (Kovacs et al. 2001). Este método, ao possuir dois
processos consecutivos de amplificacdo, torna-se muito sensivel e a sua sensibilidade
aumenta quando é direccionada para amplificar genes de multipla cépia, como é o caso
dos genes mitocondriais (Barry & Johnson 2001; Kovacs et al. 2001; Jarboui et al.
2009). Deste modo, a deteccdo de DNA de P. jirovecii pode ser garantida em amostras

biolégicas ndo invasivas, e/ou com carga parasitaria reduzida (Jarboui et al. 2009;
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Calderon et al. 2010). Contudo, a deteccdo de P. jirovecii pelas técnicas de PCR, em
individuos com microscopia negativa, ja foi constatada em varios estudos, e evidencia
que um resultado de PCR positivo pode ser apresentado mesmo em individuos que ndo
possuem uma infeccdo activa (Kovacs et al. 2001; Calderon et al. 2010; Huang et al.
2011). E importante referir que casos clinicos podem ser facilmente diagnosticados
através da PCR mas a facilidade de detectar casos assintomaticos ou subclinicos € muito
elevado, o que dificulta a interpretacdo do resultado obtido laboratorialmente (Jarboui et
al. 2009; Calderén et al. 2010).

As limitacdes do diagndstico molecular podem ser resolvidas pela utilizacdo de
técnicas mais apropriadas como a PCR em tempo real (do inglés Real-Time PCR),
sendo mais promissora uma vez que, pela quantificacdo do DNA amplificado, podera
ser possivel distinguir entre portadores assintomaticos e casos clinicos (Torres et al.
2000; Flori et al. 2004; Fujisawa et al. 2009; Calderdn et al. 2010). Porém, as técnicas
de PCR, actualmente, sdo mais utilizadas na investigacio e como métodos

complementares de diagnostico da PPc (Torres et al. 2000; Jarboui et al. 2009).
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1.7. Tratamento e profilaxia da PPc

Antes da existéncia de uma terapéutica especifica para a PPc, o prognostico
global dos individuos infectados por P. jirovecii era considerado pobre (Hughes 2001).
No inicio da epidemia do VIH a taxa de mortalidade rondava os 30 a 40%, podendo a
percentagem de mortes ser superior, principalmente, em individuos que apresentavam

insuficiéncias respiratorias (Helweg-Larsen 2004).

Actualmente a implementacdo do tratamento precoce é essencial, sobretudo
devido a rapida progressao da doenca e ao, ainda, significativo indice de mortalidade
observado (Helweg-Larsen 2004; Varela et al. 2011). A constatacdo da severidade da
doenca e a identificacdo do caso de PPc — leve, moderado ou grave — acaba por ser
importante e decisivo para as medidas a desenvolver na altura do tratamento, como o
tipo de medicamento a utilizar, a necessidade de suporte respiratorio, ou outras
intervencdes durante o processo terapéutico em meio hospitalar (Castro & Morrison-
Bryant 2010; Varela et al. 2011).

Em 1978, estudos confirmaram uma eventual eficiéncia da terapéutica com
farmacos combinados para o tratamento da PPc (Hughes 2001; Helweg-Larsen 2004).
Desde entdo, trimetoprim-sulfametoxazol (TMP-SMZ) é a combinacdo de farmacos de
primeira linha aconselhada para a maioria dos casos, quer em seropositivos para VIH,
quer imunodeficientes seronegativos para VIH (Huang et al. 2006; Castro & Morrison-
Bryant 2010; Catherinot et al. 2010; Matos & Esteves 2010a; Varela et al. 2011).

TMP-SMZ é constituido por dois agentes antimicrobianos, trimetoprim (TMP) e
sulfametoxazol (SMZ), que demonstraram ser altamente eficazes quando combinados
(Castro & Morrison-Bryant 2010). Possuem um largo espectro de accdo, inibindo um
grande numero de microrganismos (Munksgaard 2004). Esta terapia actua sobre a
sintese de acido félico, impedindo a biossintese sequencial deste acido, provocando
efeitos nefastos no patogéneo (Castro & Morrison-Bryant 2010; Kaneshiro & Limper
2011; Varela et al. 2011). A disponibilidade de terapia oral e intravenosa facilitou a sua
instituicdo e permite o tratamento especifico de individuos que apresentam casos leves,
moderados ou graves de PPc (Catherinot et al. 2010; Huang et al. 2011; Matos et al.
2011). TMP-SMZ é normalmente bem tolerado, com rapida e boa resposta clinica em

mais de 80% dos individuos (Castro & Morrison-Bryant 2010; Kaneshiro & Limper
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2011; Varela et al. 2011). Em contrapartida, reacces adversas séo verificadas em 6 a
8% dos imunocomprometidos seronegativos para VIH, sendo esta percentagem mais
elevada nos seropositivos para VIH, com uma taxa de 25 a 50% (Castro & Morrison-
Bryant 2010). Ineficiéncia na terapéutica com TMP-SMZ ocorre em até 20% dos casos
(Castro & Morrison-Bryant 2010).

Normalmente, a duragdo do tratamento chega a ser de 14 dias em
imunocomprometidos, seronegativos para VIH, e de 21 dias para os seropositivos para
VIH. A resposta a terapéutica inicia-se por volta dos primeiros oito dias de tratamento
em seropositivos para VIH, sendo a resposta mais rapida, constatada no quarto/quinto
dia de tratamento nos outros grupos de risco (Castro & Morrison-Bryant 2010; Varela et
al. 2011). A terapia em determinados casos podera ser prolongada, sendo normalmente
necessaria nos seropositivos para VIH, devido a elevada quantidade de carga parasitaria
e a uma resposta tardia do tratamento (Castro & Morrison-Bryant 2010).

Alternativas a terapéutica de primeira linha existem e incluem farmacos como
pentamidina, primaguina-clindamicina, dapsona-trimetropim e atovaquona (Helweg-
Larsen 2004; Huang et al. 2011; Kaneshiro & Limper 2011; Matos et al. 2011).
Pentamidina € um dos farmacos mais estudados, tendo sido utilizado no tratamento da
PPc antes da epidemia VIH/sida (Castro & Morrison-Bryant 2010). E considerado
igualmente eficiente quando comparado ao TMP-SMZ, contudo o facto de ser muito
menos toleravel e de possuir uma grande ocorréncia de reacgdes adversas, limita a sua
utilizacdo (Huang et al. 2006; Catherinot et al. 2010). A escolha preferencial para o
farmaco de segunda linha acaba por ser limitada (Beck & Cushion 2009; Varela et al.
2011), muitas vezes devido a falta de eficicia e a toxicidade apresentadas nestes
farmacos que, normalmente, & superior a encontrada na terapia com TMP-SMZ
(Helweg-Larsen 2004; Beck & Cushion 2009).

Em termos profilacticos, TMP-SMZ continua a ser a medida aplicada para a
prevencdo deste organismo oportunista (Huang et al. 2006; Castro & Morrison-Bryant
2010; Matos & Esteves 2010a; Matos et al. 2011), principalmente, devido a sua grande
eficdcia, baixo custo e largo espectro antimicrobiano (Varela et al. 2011). Medidas
alternativas profilacticas sdo recomendadas quando os individuos ndo séo tolerantes a

prevencdo com TMP-SMZ (Munksgaard 2004). Dapsona, pentamidina, atovaquona,
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primaquina sdo alguns dos agentes profilacticos considerados de segunda linha (Barry
& Johnson 2001; Munksgaard 2004; Matos & Esteves 2010a; Huang et al. 2011).

A profilaxia é fundamental para os principais grupos de risco, uma vez que a
PPc é considerada uma infeccdo grave e representativa de uma alta taxa de mortalidade
(Catherinot et al. 2010). O nivel de contagem de células TCD4" continua a ser um dos
principais factores de risco a considerar, principalmente em individuos infectados por
VIH, cuja probabilidade de manifestacdo da PPc aumenta consideravelmente quando o
nivel destas células é inferior a 200 células/mm® (Barry & Johnson 2001; Huang et al.
2006; Castro & Morrison-Bryant 2010; Huang et al. 2011; Matos et al. 2011).
Candidiase orofaringica também é um indicador para a implementacdo de medidas
profilacticas em seropositivos para VIH, independentemente da contagem de células
TCD4" (Huang et al. 2006; Castro & Morrison-Bryant 2010; Huang et al. 2011). Outros
grupos de risco incluem, imunossuprimidos, como individuos transplantados,
hematoldgicos, ou submetidos a quimioterapia, sendo a profilaxia recomendada, uma
vez que em determinada fase da imunossupresséo, estes individuos encontram-se mais
susceptiveis de contrair a infeccdo por P. jirovecii (Hughes 2001; Munksgaard 2004;
Huang et al. 2006; Castro & Morrison-Bryant 2010). A profilaxia também é
recomendada para seropositivos para VIH que tiveram um episddio recente de PPc, uma
vez que a taxa de recidivas é de 50%, em poucos meses apos o tratamento (Helweg-
Larsen 2004; Huang et al. 2006; Huang et al. 2011; Varela et al. 2011).

A intervencdo profilactica, uma vez iniciada, é recomendada para o resto da vida
(Matos & Esteves 2010a). Em determinados casos pode ser interrompida, se o factor de
risco relacionado com a aquisi¢do da PPc for minimizado (Huang et al. 2006; Huang et
al. 2011). Com a introducdo da HAART, a profilaxia para a PPc tem vindo a ser
suspensa em individuos que apresentam uma resposta favoravel a esta terapia e que por
isso apresentam um nivel de contagem de células TCD4* superior a 200 células/mm?®
(Barry & Johnson 2001; Hughes 2001; Helweg-Larsen 2004; Huang et al. 2006).
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1.8. Heterogeneidade intra-especifica em P. jirovecii

1.8.1. Caracterizacdo molecular

Organismos que pertencem a uma mesma espécie, apesar de partilharem a
maioria das caracteristicas gendmicas, propriedades bioquimicas e factores de
viruléncia (quando patogénicos), podem apresentar um certo nivel de variacdo intra-
especifica, que permite caracteriza-los em determinada estirpe ou subtipo especifico
(Olive & Bean 1999). Variabilidade intra-especifica tem sido igualmente observada em
microrganismos da espécie P. jirovecii (Lee et al. 1993) e, actualmente, a sua
caracterizacdo tem sido facilitada pelo crescente desenvolvimento de metodologias
moleculares, sobretudo devido ao insucesso alcancado pela tipificacdo por métodos
convencionais padronizados, baseados em reacc¢fes bioquimicas ou perfis antigénicos,
devido a incapacidade e dificuldade na obtencdo de isolados puros em cultura (Tsolaki
et al. 1998; Wakefield 1998a; Lu & Lee 2008).

A caracterizagdo em termos moleculares tem como base a analise de variagéo de
sequéncias de DNA, principalmente em regibes gendmicas com grande poder
polimérfico e/ou com grande importancia codificante (Esteves et al. 2010b). A
heterogeneidade encontrada em sequéncias nucleotidicas, entre 0 genoma de distintos
isolados de P. jirovecii, foi uma das primeiras consideracdes para a existéncia de
diferentes subtipos ou estirpes (Lee et al. 1993). A existéncia de sequéncias
polimdrficas evidencia que a base da variabilidade de P. jirovecii estd maioritariamente
relacionada com variacdes pontuais, como o0s polimorfismos de base unica (SNP —
Single Nucleotide Polymorphism) (Esteves et al. 2011), sugerindo a presenca de um
grande numero de subtipos genéticos (Stringer et al. 2002). A caracterizacdo de
P. jirovecii é principalmente assegurada por métodos de tipificacdo molecular (Beard et
al. 2004), sendo a abordagem genética maioritariamente efectuada, pela analise de
sequenciacdo directa, andlise de fragmentos de restricdo, analise de polimorfismos por
comparacdo de DNA em cadeia simples e andlise de sequéncias por hibridacdo com
sondas especificas de oligonucleotidos (Lu et al. 1995; Hauser et al. 1997, 1998, 2001a;
Beard et al. 2004; Ripamonti et al. 2009).

A utilidade da tipificacdo genética tem permitido a analise alargada de diferentes

regibes gendmicas, que podem ser consideradas como potenciais ferramentas
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moleculares para o estudo desta espécie (Beard et al. 2000). Diferentes variaces
nucleotidicas tém sido encontradas num grande nimero de loci genéticos (Helweg-
Larsen 2004), como é o caso dos genes nucleares de rRNA, que codificam as
subunidades 5.8S e 26S, e a regido ITS; genes mitocondriais como citocromo b (CYB —
cytochrome b) ou os que codificam mtSSU rRNA ¢ mtLSU rRNA; o gene B-TUB; 0
gene da familia das glicoproteinas major de superficie (do inglés major surface
glycoprotein); bem como genes que codificam enzimas como superdxido dismutase
(SOD - superoxide dismutase), TS, arom, tiorredoxina reductase, DHFR e
dihidropteroato sintetase (DHPS) (Stringer & Walzer 1996; Latouche et al. 1997;
Hauser et al. 1998; Tsolaki et al. 1998; Beard et al. 2000, 2004; Stringer et al. 2002;
Helweg-Larsen 2004; Ripamonti et al. 2009; Esteves et al. 2010b; Matos & Esteves
2010b).

A anélise genética de determinado locus, quando aplicada de forma integrada,
para além de contribuir para o entendimento sobre a biologia molecular e genética
populacional deste patogéneo, permite uma melhor percepcdo de determinadas
propriedades relacionadas com a epidemiologia da infeccdo (Esteves et al. 2010b). De
facto, a importancia da caracterizacdo molecular tem sido principalmente reconhecida
ao nivel epidemioldgico (Olive & Bean 1999) e, em P. jirovecii, a tipificacdo de um
determinado isolado, pode auxiliar sobretudo na deteccdo de possiveis fontes de
infeccdo, verificacdo de provaveis vias de transmissdo, e identificacdo de estirpes com

diferentes propriedades patogénicas (Lamaignere et al. 2003).

1.8.2. Genotipagem de P. jirovecii e possivel relagdo com parametros

epidemiologicos

A possibilidade de encontrar provaveis associacfes entre gendtipos e alguns
parametros clinicos e demograficos no contexto da infeccdo por P. jirovecii tem sido
largamente estudada através da analise de polimorfismos em determinados loci de
isolados de P. jirovecii. A identificacdo de SNPs relevantes podera ser importante ao
ponto de determinar perfis epidemioldgicos e verificar a provavel existéncia de subtipos
genéticos com potencial patogénico elevado, e que deste modo poderdo eventualmente

influenciar a evolucdo clinica dos casos de PPc (Esteves et al. 2010a, 2011).
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Neste tipo de estudos, os SNPs possuem um grande interesse, principalmente
devido ao seu simples padrdo de variacdo de base uUnica (Kim & Misra 2007). A
importancia de um determinado SNP, esta principalmente relacionada com a sua
frequéncia, com a sua localizacdo gendmica e com a possivel alteracdo que exerce (Kim
& Misra 2007; Esteves et al. 2011).

Em P. jirovecii, o estudo da variabilidade genética polimorfica tem revelado a
importancia de certos loci, como mtLSU rRNA, SOD, DHPS, DHFR e CYB, e a
possibilidade de alguns polimorfismos, nestas regides, estarem relacionados com
factores e pardmetros clinicos da infeccdo (Esteves et al. 2010a).

1.8.2.1. Polimorfismos em mtLSU rRNA e sua importéancia clinica e epidemioldgica

O gene que codifica a mtLSU rRNA encontra-se relacionado com mecanismos
basicos do metabolismo celular, particularmente durante a traducdo, ao estabelecer a
actividade peptidyl transferase para o ribossoma (Esteves et al. 2008, 2010b, 2011).
Localizado no genoma mitocondrial, apesar de ser um gene que apresenta um elevado
nivel de conservacdo (Montes-Cano et al. 2004), a taxa de polimorfismos encontrada
acaba por ser muitas vezes superior a observada em outros genes nucleares (Esteves et
al. 2010a, 2010b). Considerado um dos marcadores moleculares mais informativos,
pode ter grande utilidade na determinacdo de associacdes entre localiza¢6es geograficas,

dados clinicos e demograficos, com genotipos especificos (Esteves et al. 2010b, 2011).

SNPs tém sido identificados neste locus (Figura 8), e a analise de sequéncias
tem permitido a deteccdo de diferencas intra-especificas entre populacGes (Beard et al.
2000; Montes-Cano et al. 2004).

32



Introducéo

10 20 30 40 50 60 70
s sl seemesl] s e dleasmdn senrlnes DewnTos el sroal] s loses el ]
GTGTACGTTGCAAAGTACTCAGAAGAATTGTG! GTAGTGAAATACAAATCGGACTAGGATATAGCTG

80 90 100 110 120 130 140
SRR I RO NN || IO | VNN | ARG SRR (NN SN | OIS I N, RN
GTTTTCTGCGAAAA@IGTTTTGGCAAATTGTTTATTCCTCTCAAAAATAGTAGGTATAGCACTGAATATC

150 160 170 180 190 200 210
s s s el alssndis anelmes [ o wnl] semel] sl afessads wn]
TCGAGGGAGTATGAAAATATTTATCTCAGATATTTAATCT@}AAATAACTATTTCTTAAAATAAATAATC

220 230 240 250 260 270 280
B (NP O SO G SRR R | JU - A O | ORI | WO LT | T

AGACTATGTGCGATAAGGTAGATAGTCGAAAGGGAAA@}GCCCAGAACAGTAATTAAAGCTCCCCAATTA

290 300 310 320 330 340
o wnl] sumesd] sean e wleassndn senines [emnsles o] srmsad] semn e allessmnds
ATATTAA@FGAAATAAAAGTTGTTGGATATCTAAAACAGTTAAGAAGTGGGCTTGGAAACAGCCATC

Figura 8. Representacdo ilustrativa das principais variacGes polimoérficas de mtLSU rRNA de P.
jirovecii. As quatro bases azotadas encontram-se representadas pelas cores: verde (Adenina — A); azul
(Citosina — C); vermelho (Timina — T) e preto (Guanina — G). Os SNPs, em destaque, estdo identificados
através da nomenclatura de nucleétidos segundo a norma IUPAC (ANEXO 1) e encontram-se
representados pela cor roxa. (ilustracdo da autora, efectuada a partir da sequéncia wild-type de mtLSU
rRNA de P. jirovecii, descrita por Sinclair et al. 1991).

Em P. jirovecii, variacbes polimorficas no gene mtLSU rRNA tém sido
maioritariamente identificadas nas posi¢des nucleotidicas 85 e 248 (Beard et al. 2004;
Esteves et al. 2008). O polimorfismo na posicdo 85 € o que apresenta uma frequéncia
mais elevada (Wakefield 1998b; Esteves et al. 2010a), tendo sido j& caracterizados
SNPs de trés das quatro bases azotadas — timina (T), citosina (C) e adenina (A)
(Wakefield 1998b). A analise da eventual importancia clinica destes SNPs foi efectuada
em alguns estudos recentemente (Miller et al. 2005b; Esteves et al. 2010a, 2011, 2012).
Esteves et al. (2010a, 2011, 2012) constataram que estes SNPs (mt85C, mt85A e mt85T)
poderdo estar envolvidos com a capacidade patogénica de P. jirovecii, uma vez que ja
foram associados com parametros clinicos implicados com o grau de infecciosidade do

microrganismo e a severidade da infeccéo.

1.8.2.2. Polimorfismos em SOD e sua importancia clinica e epidemioldgica

P. jirovecii estd constantemente exposto a espécies reactivas de oxigénio, ndo

apenas devido aos intermediarios reactivos produzidos endogenamente, através de
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processos metabdlicos, como durante a sintese de adenosina trifosfato (ATP —
adenosine triphosphate) na mitocondria, mas também devido ao stress oxidativo
derivado da accdo de macrofagos alveolares e neutréfilos localizados no microambiente
pulmonar alveolar onde se encontram (Pensanti 1984; Denis et al. 1998; Fréalle et al.
2006; Esteves et al. 2011). O anido superdxido (O2) é um dos intermediérios reactivos
de oxigénio, que causa efeitos nocivos no microrganismo, ao danificar constituintes
celulares, enzimas e acidos nucleicos (Denis et al. 1998). A proteccdo contra a ac¢do
deste, e de outros radicais livres de oxigénio, é maioritariamente assegurada por um
grupo de metaloenzimas ubiquas, conhecidas como superéxido dismutases (Denis et al.
1998, 2000; Miller et al. 2005a; Fréalle et al. 2006; Esteves et al. 2010a, 2011), que se
encontram envolvidas no sistema antioxidante celular e catalisam a dismutagéo de Oy

em oxigénio e peroxido de hidrogénio (Denis et al. 1998; Freéalle et al. 2006).

Estas metaloenzimas possuem trés classes principais de isoformas, descritas
tendo em conta o cofactor enzimatico presente no centro activo (Denis et al. 1998;
Denis et al. 2000; Frealle et al. 2006). Em P. jirovecii a caracterizacdo molecular do
locus SOD constatou que este gene codifica para a classe superéxido dismutase
dependente de manganésio (MnSOD — manganese superoxide dismutase) (Denis et al.
2000). A genotipagem deste locus tem permitido a identificacdo de diferentes
sequéncias polimorficas e SNPs (Figura 9) (Denis et al. 2000; Miller et al. 2005a;
Esteves et al. 2010a, 2011).

Em P. jirovecii, os polimorfismos nas posi¢des nucleotidicas 110 e 215 do locus
SOD séo as alteracBes genéticas mais frequentes (Esteves et al. 2011). Esteves et
al.(2010a, 2011, 2012) referem que estes polimorfismos (SOD110C, SOD110T,
SOD215T e SOD215C) poderao, muito provavelmente, estar relacionados com factores
de viruléncia de isolados de P. jirovecii. De facto, a relevancia de MnSOD ao nivel
patogénico, tem sido recentemente reportada noutras infeccdes fungicas, contudo a
verdadeira importancia deste gene em termos clinicos continua mal esclarecida e
definida (Fréalle et al. 2006).
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Figura 9. Representacdo ilustrativa das principais varia¢cdes polimorficas de SOD de P. jirovecii. As
quatro bases azotadas encontram-se representadas pelas cores: verde (Adenina — A); azul (Citosina — C);
vermelho (Timina — T) e preto (Guanina — G). Os SNPs, em destaque, estdo identificados através da
nomenclatura de nucleétidos segundo a norma IUPAC (ANEXO 1) e encontram-se representados pela cor
roxa. (ilustracdo da autora, efectuada a partir da sequéncia wild-type de SOD de P. jirovecii, descrita por
Denis et al. 2000).

1.8.2.3. Polimorfismos em CYB e sua importancia clinica e epidemioldgica

De forma a garantir a proliferacdo e correcta subsisténcia celular, muitos
microrganismos necessitam e dependem fortemente dos mecanismos de respiracao
celulares (Fisher & Meunier 2008). P. jirovecii ndo € excepcao, e sendo um organismo

eucariota, 0 seu processo de respiracdo aerdbia, é efectuado através do transporte de
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electrGes pela cadeia respiratéria mitocondrial (Kaneshiro 2001). Neste mecanismo
respiratério, a molécula ubiquinona possui uma fungdo crucial, ao actuar como um
transportador mdvel de electrGes entre os varios complexos intervenientes na cadeia. A
ubiquinona recebe electrdes a partir de desidrogenases, nos complexos | e I,
transportando-os para os complexos aceitadores finais de electrfes, como é o caso do
complexo citocromo bcl (Cushion et al. 2000; Kaneshiro et al. 2000, 2006; Kaneshiro
2001; Basselin et al. 2005). Bloqueios na cadeia respiratéria, como a utilizacdo de
inibidores enzimaticos especificos, acarretam consequéncias graves para a célula, sendo
uma forma eficaz no controlo de microrganismos patogénicos (Fisher & Meunier 2008).
Consequentemente, a inibicdo do transporte de electrbes conduz a uma reducdo do
gradiente electroquimico de protdo transmembranar, que resulta numa inactivacdo da

fosforilacdo oxidativa e sintese de ATP (Kaneshiro et al. 2006).

Atovaquona, um anélogo da ubiquinona, possui um largo espectro de accéo,
sendo utilizado frequentemente contra infeccdes por protozoarios ou contra doengas
causadas por outros patogéneos eucariotas, como P. jirovecii, sendo aplicada como um
farmaco de segunda linha, eficaz na profilaxia e no tratamento de casos leves a
moderados de PPc (Walker et al. 1998; Cushion et al. 2000; Kaneshiro et al. 2000,
2006; Kaneshiro 2001; Hill et al. 2003). Esta molécula interfere no transporte de
electrdes ao inibir especificamente o complexo citocromo bcl, uma das principais
enzimas chaves presente na membrana interna mitocondrial, inibindo o transporte de
electrdes ao ligar-se irreversivelmente ao citocromo b (Kazanjian et al. 2001; Kessl et
al. 2004; Kaneshiro et al. 2006).

Mutacdes no gene CYB, presente no genoma mitocondrial, tém sido observadas
em determinados parasitas patogénicos, como Plasmodium falciparum e Toxoplasma
gondii, devido ao uso continuado de atovaguona para o tratamento das infeccdes
provocadas por estes microrganismos. Estas mutacGes sdo frequentemente identificadas
na regido do dominio Qp, ou em regides vizinhas adjacentes, e estdo correlacionadas
com um aumento de resisténcia a atovaquona (Kaneshiro 2001; Kazanjian et al. 2001;
Hill et al. 2003), uma vez que alteracbes aminoacidicas neste local do gene poderdo
estar relacionadas com a afinidade de ligacdo do farmaco (Cushion et al 2000;
Kaneshiro 2001).
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Polimorfismos no gene CYB em isolados de P. jirovecii também tém sido
caracterizados (Figura 10), constatando-se que algumas mutaces também podem
induzir resisténcia a atovaquona, tal como ja foi descrito para outros microrganismos
(Walker et al. 1998; Kazanjian et al. 2001; Takahashi et al. 2002b; Esteves et al. 2010a,
2010b). Walker et al. (1998), foram os primeiros a descrever mutagfes ndo sinénimas,
particularmente nas posi¢des nucleotidicas 362 e 369, localizadas na regido Qo do gene
CYB de P. jirovecii. Trés anos mais tarde, Kazanjian et al.(2001), sugeriram que
mutacBes neste gene podem estar associadas com a exposicdo prévia ao farmaco
atovaquona, nomeadamente muta¢des pontuais ndo sindénimas encontradas nas posicoes
nucleotidicas 299, 358, 362, 369, 373, 716, e 742, situadas préximas e na regido do

dominio Q.

Contudo, uma relacdo directa entre mutagdes no gene CYB e resisténcia a
atovaquona ndo pode ser facilmente demonstrada através da medicdo dos efeitos de
atovaquona no crescimento in vitro ou pela actividade enzimatica desta enzima, pelo
facto da inexisténcia de técnicas de cultivo de isolados de P. jirovecii (Kazanjian et al.
2001; Hill et al. 2003). Alguns estudos tém utilizado organismos modelo, como
Saccharomyces cerevisiae mutantes, para estudar o efeito das mutagdes localizadas no
dominio Qo de CYB, observadas em microrganismos patogénicos como P. jirovecii, na
cadeia respiratoria e na sensibilidade ao farmaco, e verificar a base molecular de

resisténcia a atovaquona (Hill et al. 2003; Kessl et al. 2004).

Outros estudos sdo necessarios para verificar se a existéncia de mutacGes
especificas no gene CYB podem efectivamente ter alguma relevancia clinica e
determinar previamente a resposta a terapéutica instituida com atovaquona, bem como
para verificar a necessidade no desenvolvimento de novos farmacos anti-PPc
(Kazanjian et al. 2001).
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Figura 10. Representacdo ilustrativa das principais variacdes polimorficas de CYB de P. jirovecii. As
quatro bases azotadas encontram-se representadas pelas cores: verde (Adenina — A); azul (Citosina —
C); vermelho (Timina — T) e preto (Guanina — G). Os SNPs, em destaque, estdo identificados através
da nomenclatura de nuclettidos segundo a norma IUPAC (ANEXO 1) e encontram-se representados
pela cor roxa (ilustragdo da autora, efectuada a partir da sequéncia wild-type de CYB de P. jirovecii,
descrita por Walker et al. 1998).
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1.8.2.4. Polimorfismos em DHPS e DHFR e sua importéncia clinica e

epidemioldgica

As espécies do género Pneumocystis, incluindo P. jirovecii, ndo sdo capazes de
adquirir &cido félico através de fontes ambientais, como acontece com 0S seus
hospedeiros mamiferos, sendo necessario existir uma via enddgena capaz de realizar a
sintese de novo deste componente, importante ao nivel celular, para a sintese de purinas,

timidina, glicina e metionina (Armstrong et al. 2000; Matos & Esteves 2010a).

A maior parte dos farmacos utilizados na terapéutica e prevencdo da PPc sdo
agentes antagonistas desta via biossintética, sendo maioritariamente inibidores
enzimaticos competitivos que, para além de actuarem contra P. jirovecii, também sdo
eficazes contra uma grande variedade de microrganismos patogénicos, sobretudo
inibindo as principais enzimas intervenientes na via do acido folico, levando a uma
limitacdo de bases azotadas para a replicacdo, reparacdo e transcricdo de DNA e
também a uma falta de aminoacidos para a sintese protéica que invariavelmente provoca

efeitos nefastos ao nivel celular (Armstrong et al. 2000; Matos & Esteves 2010a).

SMZ, sulfadoxina e dapsona inibem a DHPS, primeira enzima envolvida no
processo do acido folico (Nahimana et al. 2004), a qual catalisa a formacgédo de 7,8-
dihidropteroato, a partir da condensacdo de acido para-aminobenzéico (PABA — para-
aminobenzoic acid) com 7,8-dihidro-6-hidroximetilpterin-pirofosfato (DHPPP — 6-
hydroxylmethyl-7,8-dihydropterin pyrophosphate) (Armstrong et al. 2000; Nahimana et
al. 2004; Matos & Esteves 2010a); TMP e pirimetamina actuam sobre a enzima DHFR
(Nahimana et al. 2004), que catalisa a reducédo de 7,8-dihidrofolato, formado a partir da
conversao de 7,8-dihidropteroato pela accdo da enzima dihidrofolato sintetase, a
tetrahidrofolato (Armstrong et al. 2000; Nahimana et al. 2004; Matos & Esteves 2010a),
fornecendo o acido timidilico, varios aminoacidos e um grupo metil para a sintese de
purinas (Esteves et al. 2010a). TMP-SMZ, combinacdo de farmacos, de primeira linha
para a implementacdo da terapéutica e medidas preventivas da PPc, actua sob reaccoes
sequenciais e inibe respectivamente as enzimas DHFR e DHPS, possuindo um efeito

sinérgico em P. jirovecii (Ma et al. 1999; Matos & Esteves 2010a).

Consequentemente, a frequente utilizacdo de inibidores enzimaticos,

principalmente de agentes anti-folatos que actuam nas enzimas DHPS e DHFR, tem
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conduzido, nos ultimos anos, ao desenvolvimento de resisténcias num grande numero
de bactérias e protozoarios patogenicos (Ma et al. 1999), evidenciando a possibilidade
do desenvolvimento deste tipo de resisténcias em outros microrganismos com
importancia medica, como é o caso de P. jirovecii (Helweg-Larsen et al. 1999; Ma et al.
1999). Em Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Neisseria meningitidis,
P. falciparum, Streptococcus pneumonia e Staphylococcus aureus, o estudo de
eventuais mecanismos moleculares de resisténcia aos inibidores das enzimas DHPS e
DHFR tem estabelecido que a principal causa genética para a resisténcia deve-se a
presenca de mutacdes pontuais (Lane et al. 1997; Helweg-Larsen et al. 1999; Ma et al.
1999; Kazanjian et al. 2000; Takahashi et al. 2002a).

Particularmente, no gene DHPS, as mutagdes que conferem resisténcia as
sulfonamidas encontram-se em regides conservadas do locus (Helweg-Larsen et al.
1999). A suposicédo de que tais mutacdes também possam ocorrer em P. jirovecii, foi
primeiramente verificada por Lane et al.(1997), que constataram algumas variacoes
polimdrficas ndo sinbnimas, como é o caso das variagdes nas posicdes nucleotidicas
165, 171, 180, 334, em DHPS (Figura 11), sendo a maioria em regibes altamente
conservadas e, em alguns casos, as alteracbes verificadas eram semelhantes as
encontradas em outros microrganismos resistentes as sulfas. Actualmente, inimeros
estudos tém sido efectuados para tentar determinar a importancia clinica destas
variacOes, e o0 efeito de mutacdes na enzima DHPS de P. jirovecii tem sido
constantemente analisado tendo em conta os parametros clinicos da doenca (Kazanjian
et al. 1998; Helweg-Larsen et al. 1999; Ma et al. 1999; Armstrong et al. 2000;
Kazanjian et al. 2000; Robberts et al. 2005; Esteves et al. 2010a, 2010b; Matos &
Esteves 2010a).

As variag6es predominantes no gene DHPS e mais estudadas em P. jirovecii, sdo
0s SNPs nas posic¢Ges nucleotidicas 165 e 171. Estes SNPs estdo situados num dos
centros activos da enzima, correspondentes aos coddes 55 e 57 respectivamente, dando-
se-lhes uma atencdo especial por ocorrerem em regifes altamente conservadas e
consideradas como hot spot para a resisténcia as sulfas em outros microrganismos
patogénicos (Lane et al. 1997; Armstrong et al. 2000; Kazanjian et al. 2000; Costa et al.
2005; Matos & Esteves 2010a). Comparacdes ao nivel estrutural e funcional da enzima

constataram que os coddes 55, 56 e 57, caracterizados pela sequéncia aminoacidica
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Thr-Arg-Pro, estdo envolvidos directamente na ligacdo do substrato DHPPP e de
sulfonamida a enzima DHPS (Ma et al. 1999). A descricdo de mutacdes em locais
homdlogos a estes, noutros microrganismos, como em P. falciparum, E. coli e
S. pneumonia, podem conduzir a diminuicdo da sensibilidade as sulfas e séo
normalmente associadas com casos de resisténcia (Ma et al. 1999; Kazanjian et al.
2000). Deste modo, tais mutagbes também podem reflectir o desenvolvimento de
potencial resisténcia as sulfas por parte de P. jirovecii (Ma et al. 1999; Armstrong et al.
2000; Matos & Esteves 2010a).

A dificuldade em encontrar associagcbes que comprovem definitivamente o
aparecimento de resisténcias, esta relacionado com o facto de que em P. jirovecii ndo
existe a possibilidade de realizacéo de testes de susceptibilidade a farmacos in vitro por
métodos convencionais (Kazanjian et al. 2000). No entanto, os resultados dos estudos
epidemiologicos moleculares constatam que, P. jirovecii estd muito provavelmente, a
desenvolver resisténcias (Ma et al. 1999), uma vez que, o aparecimento de mutacoes é
uma possivel consequéncia da exposi¢cdo e uso continuado de farmacos, tais como o
TMP-SMZ, que exercem uma pressdo evolutiva selectiva sob 0s gendtipos circulantes
de P. jirovecii (Lane et al. 1997; Ma et al. 1999; Kazanjian et al. 2000; Robberts et al.
2005; Matos & Esteves 2010a).
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Figura 11. Representacdo ilustrativa das principais varia¢des polimdrficas de DHPS de P. jirovecii. As
quatro bases azotadas encontram-se representadas pelas cores: verde (Adenina — A); azul (Citosina — C);
vermelho (Timina — T) e preto (Guanina — G). Os SNPs, em destaque, estdo identificados através da
nomenclatura de nucleétidos segundo a norma IUPAC (ANEXO 1) e encontram-se representados pela
cor roxa (ilustracdo da autora, efectuada a partir da sequéncia wild-type de DHPS de P. jirovecii, descrita
por Lane et al. 1997).
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Em relacdo ao gene DHFR, alguns estudos genéticos tém sido direccionados
para a investigacdo da heterogeneidade polimorfica deste locus em P. jirovecii (Figura
12) (Ma et al. 1999; Takahashi et al. 2002a; Nahimana et al. 2004; Robberts et al. 2005;
Costa et al. 2006; Esteves et al. 2010a, 2010b, 2011).

Ma et al.(1999), foram os primeiros a relatar sequéncias polimérficas no gene
DHFR de P. jirovecii, descrevendo um polimorfismo sinébnimo na posicdo nucleotidica
312 (a presenga de uma C, em vez de uma T). A provavel importancia clinica, dos SNPs
DHFR312T e DHFR321C foi referida em dois estudos recentemente (Esteves et al.
2010a, 2011), que indicam que polimorfismos na posi¢do 312 do gene DHFR poderéo,
de alguma forma, estar envolvido com a severidade da infeccdo por P.
jirovecii (Esteves et al. 2010a, 2011).

Em relagdo ao desenvolvimento de resisténcia, em DHFR, alteraces ao nivel
enzimatico, devido a mutacdes no gene, também podem representar mecanismos de
resisténcia, aos seus principais inibidores, TMP e pirimetamina, em microrganismos
com grande relevancia clinica, como é o caso de P. falciparum, S. aureus e
S. pneumonia (Takahashi et al. 2002a; Nahimana et al. 2004; Costa et al. 2006). De
momento, ainda ndo foram encontradas associacOes significativas entre a ocorréncia de
polimorfismos no gene DHFR de P. jirovecii e a exposi¢do préevia ao TMP-SMZ (Ma et
al. 1999; Takahashi et al. 2002a; Robberts et al. 2005; Costa et al. 2006).
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Figura 12. Representacdo ilustrativa das principais variacdes polimdrficas de DHFR de P. jirovecii. As
quatro bases azotadas encontram-se representadas pelas cores: verde (Adenina — A); azul (Citosina — C);
vermelho (Timina — T) e preto (Guanina — G). Os SNPs, em destaque, estdo identificados através da
nomenclatura de nucleétidos segundo a norma IUPAC (ANEXO 1) e encontram-se representados pela cor
roxa (ilustracdo da autora, efectuada a partir da sequéncia wild-type de DHFR de P. jirovecii, descrita por
Ma et al. 1999).

Num unico estudo publicado em 2004, Nahimana et al. (2004), detectaram seis

polimorfismos ndo sinbnimos em regides conservadas, alguns posicionados em locais
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eventualmente pertencentes ao centro activo enzimético da enzima DHFR, os quais
provavelmente provocam alteracOes estruturais que podem reduzir a afinidade da
enzima em relacdo aos seus inibidores, sendo que, duas delas ja se encontram
relacionadas com fendmenos de resisténcia noutros microrganismos. De facto, uma
associagéo significativa foi verificada entre mutagdes no gene DHFR e 0 insucesso na
profilaxia com o uso de inibidores da enzima DHFR de P. jirovecii de segunda linha,
raramente utilizados, particularmente com a pirimetamina. Estes dados sugerem que
populacgdes de P. jirovecii podem estar a ser submetidas a uma presséo selectiva, devido
ao uso de inibidores enzimaticos, e que determinadas mutacfes no gene da DHFR
podem eventualmente contribuir para a resisténcia a farmacos como a pirimetamina.
Deve-se realcar ainda que este farmaco exerce uma pressao mais elevada no gene da
DHFR de P. jirovecii do que o TMP, uma vez que estudos cinéticos ja comprovaram
que este € um inibidor enzimatico mais fraco em relacdo a outros agentes como a

pirimetamina, considerada quatro vezes mais forte (Nahimana et al. 2004).
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1.8.3. Aplicabilidade e importancia epidemioldgica da genotipagem multilocus em

P. jirovecii

A evolucdo de um determinado caso de PPc encontra-se dependente de varias
variaveis clinicas, que podem ter um papel preponderante na doenca, influenciando
deste modo o seu prognéstico (Matos & Esteves 2010b). Uma forma de tentar
minimizar o impacto clinico do patogéneo P. jirovecii, e conhecer melhor a
complexidade patoldgica da PPc, sera compreender a epidemiologia molecular desta
infeccdo (Ripamonti et al. 2009). Deste modo, a caracterizacdo genética de isolados,
com o intuito de relacionar a diversidade intra-especifica de P. jirovecii com varios
aspectos demogréaficos e clinicos da PPc, poderd ser um dos factores a considerar
durante o processo de decisdo clinica (Esteves et al. 2010a; Matos & Esteves 2010b),
sendo de grande utilidade para a identificacdo de casos que apresentam isolados de

P. jirovecii potencialmente mais patogénicos e/ou resistentes (Esteves et al. 2011).

Como ja foi referido, estudos sobre a caracterizacdo genética de isolados desta
espécie tém constatado que SNPs especificos encontram-se estatisticamente associados
com determinadas caracteristicas epidemiologicas; e alguns indicam mesmo que,
provavelmente, alguns destes perfis epidemioldgicos poderdo estar dependentes da
ocorréncia de uma associacdo entre multiplos polimorfismos situados em diferentes
regibes gendmicas de P. jirovecii, definidos como haplétipos (Matos & Esteves 2010Db).
Desta forma, a relevancia da genotipagem multilocus, correntemente aplicada na
caracterizacdo de outras espéecies patogénicas, comecou a ter um grande impacto neste

tipo de estudos em P. jirovecii (Matos & Esteves 2010b).

Estudos de genotipagem multilocus, ao verificarem associacGes de haplotipos
com determinados parametros clinicos, como severidade da PPc e insucesso profilactico
anti-PPc, tém verificado que haplotipos especificos podem, de certa forma, interferir na
evolucdo clinica dos casos de PPc (Hauser et al. 2001b; Esteves et al. 2010a, 2011,
2012; Matos & Esteves 2010b). Assim, pbe-se em evidéncia que, muito provavelmente,
a caracterizacdo de multiplos polimorfismos trard dados relevantes para a compreensao
da infeccdo por P. jirovecii (Esteves et al. 2010a; Matos & Esteves 2010b), uma vez

gue a genotipagem multilocus permite a caracterizacdo simultanea de varios SNPs, em
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loci distintos e independentes, fornecendo assim mais informagéo, do que a simples

genotipagem de apenas um locus (Esteves et al. 2008, 2010a; Matos & Esteves 2010b).

A aplicabilidade/funcionalidade deste tipo de genotipagem poderd ser
influenciada por aspectos metodoldgicos relacionados com custo-beneficio, precisdo e
rendimento da técnica a utilizar, bem como a facilidade na interpretacdo dos resultados,
morosidade, e dificuldade da técnica (Olive & Bean 1999; Kim & Misra 2007).
Métodos mais robustos, de forma a alcancar estes e outros requisitos indispensaveis,
devem ser utilizados neste tipo de abordagens genéticas (Kim & Misra 2007). A maioria
das tecnologias de genotipagem, conhecidas actualmente, requerem um passo de
amplificacdo de DNA pela PCR, de forma a garantir quantidade suficiente de produto
genomico de interesse; e posterior deteccdo de SNPs para a determinacdo e

caracterizacdo do genotipo/isolado (Kim & Misra 2007).

Técnicas promissoras de alto rendimento com formato em larga escala, como a
PCR Multiplex (MPCR — Multiplex PCR) associada com a técnica de extensdo em base
Unica (SBE - Single Base Extension) podem ser utilizadas de maneira a garantir o
estudo de uma grande quantidade de isolados e verificar a potencial relacdo entre
haplotipos de P. jirovecii e parametros clinicos da PPc (Matos & Esteves 2010b).
Esteves et al. (2011), demonstraram que esta metodologia, MPCR/SBE, é mais
adequada para estudos multilocus do que as técnicas moleculares convencionais, sendo
um método de elevada sensibilidade, com um alto rendimento e fiabilidade, para a

genotipagem multilocus de SNPs em P. jirovecii.
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OBJECTIVOS

Objectivos gerais:

Constatando a importéancia actual de estudos sobre a epidemiologia molecular de
P. jirovecii, esta dissertacdo teve como principal objectivo a caracterizacdo de multiplos

polimorfismos desta espécie, a partir da utilizacdo de técnicas moleculares promissoras.

A metodologia MPCR/SBE foi utilizada para a amplificacdo simultanea de trés
regides gendmicas do microrganismo (mtLSU rRNA, SOD e DHPS), reconhecidas
como marcadores genéticos adequados; bem como para a genotipagem multilocus de
cinco SNPs (mt85, SOD110, SOD215, DHPS165 e DHPS171), considerados relevantes

pelo facto de terem sido previamente associados com parametros da infeccéo.

A caracterizacdo genética efectuada no decorrer do presente estudo teve como
principal finalidade a deteccdo de eventuais associagdes entre SNPs, haplotipos e
multiplos genotipos, com dados clinicos e demograficos, e verificar a importancia de
associagdes estatisticamente significativas com a apresentacdo clinica e evolucdo dos

casos de PPc.

Objectivos especificos:

i.  Seleccionar os marcadores genéticos mais informativos para o estudo multilocus
em P. jirovecii.
ii.  Identificar a frequéncia e os padrdes de distribui¢cdo dos SNPs em estudo.
iii.  Determinar a diversidade genotipica existente nos isolados de P. jirovecii.
iv.  Analisar a provavel importancia epidemioldgica da diversidade genética de
P. jirovecii com parametros da infeccao.
v. ldentificar provaveis associacdes entre 0s SNPs em estudo.
vi.  Compreender a estrutura populacional da espécie P. jirovecii.
vii.  Considerar a importancia da metodologia MPCR/SBE para a epidemiologia da
PPc.
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Consideracdes prévias

De modo a atingir os objectivos propostos, este estudo foi concretizado em cinco
etapas principais, através da implementacdo de determinados procedimentos
metodoldgicos, que serdo descritos pormenorizadamente ao longo deste capitulo.

A primeira etapa consistiu na selecgé@o de alguns isolados de P. jirovecii para o
estudo multilocus, obtidos a partir de amostras bioldgicas de secre¢Bes pulmonares
provenientes de doentes com suspeita clinica de PPc. Na seccdo “2.1. Caracterizagdo da
amostra/Populagdo em estudo” serd definido o ndmero de isolados introduzidos no
estudo bem como o tipo e origem das amostras biolégicas, sendo também definida a
populacdo de doentes deste estudo e as informacdes epidemioldgicas que foram
facultadas.

A segunda etapa consistiu na confirmagéo da positividade de todas as amostras
seleccionadas para o estudo multilocus. Na secg¢do “2.2. Processamento de amostras
respiratorias — secregdes pulmonares” sera descrito o pré-tratamento especifico que foi
necessario efectuar em cada uma das amostras ao chegarem ao laboratorio. Este
tratamento foi realizado, durante o presente estudo, em 48 amostras que chegaram ao
laboratdrio entre 2011 e 2012. A identificacdo e confirmacgdo de P. jirovecii, em todas
as amostras bioldgicas seleccionadas, foi efectuada através do diagnostico
parasitologico e molecular por tecnicas correntemente implementadas ao nivel
laboratorial (seccdo “2.3. Identificacdo de P. jirovecii nos produtos biologicos

processados”).

A terceira etapa consistiu na escolha dos marcadores genéticos com maior
importancia epidemioldgica para o estudo multilocus. Na sec¢ao “2.4. Selecgdo dos
marcadores genéticos mais informativos” serdo definidos os critérios para a seleccao
dos marcadores, de entre as regides mtLSU rRNA, SOD, CYB, DHPS e DHFR do
genoma de P. jirovecii. Para esta escolha, foi tida em conta a informacao obtida através
de uma extensa andlise bibliografica, sobre as cinco regibes gendmicas a considerar,
bem como a realizacdo e analise dos resultados de um estudo preliminar efectuado com
0 proposito de caracterizar geneticamente alguns dos marcadores eleitos
(nomeadamente os genes CYB e DHPS) em isolados de P. jirovecii escolhidos

aleatoriamente para o efeito.
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A quarta etapa consistiu na execucao do estudo genético multilocus, através da
abordagem metodologica MPCR/SBE. Na secgdo “2.5. Metodologia MPCR/SBE” serdo
relatados os principios basicos das técnicas que foram utilizadas bem como o0s
principais procedimentos efectuados e as condi¢Ges de optimizagdo para uma correcta
genotipagem multilocus dos isolados de P. jirovecii.

A quinta etapa consistiu na avaliacdo e interpretacdo de todos os resultados
obtidos ao longo deste trabalho, e que serdo apresentados e discutidos ao longo dos
proximos dois capitulos “3. Resultados” e “4. Discussdo e Conclusdes”. Na secgdo “2.6.
Interpretagao dos resultados” deste capitulo, serdo descritos os principais testes
utilizados para a analise estatistica e genética aplicada para o estudo e caracterizacdo de
isolados de P. jirovecii em Portugal.
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2.1. Caracterizagdo da amostra/Populagéo em estudo

De um total de 145 amostras de secre¢des pulmonares disponiveis, 66 amostras
(58 LBA e oito El), previamente caracterizadas como sendo positivas para 0 patogéneo
oportunista P. jirovecii, através do diagnostico laboratorial, foram aleatoriamente
incluidas para o estudo genético multilocus. As amostras sdo origindrias de 66
individuos pertencentes a um grupo de doentes imunocomprometidos com

sintomatologia pulmonar, sugestiva de PPc.

As amostras seleccionadas, bem como toda a informacéo clinica disponivel de
cada doente, sdo provenientes de diferentes hospitais situados na regido de Lisboa,
Portugal, no periodo compreendido entre os meses de Fevereiro de 2001 e Setembro de
2012, e encaminhadas para o laboratério do Grupo de Protozoarios Oportunistas/VIH e
Outros Protozoarios, da Unidade de Ensino e Investigacdo de Parasitologia Médica do
Instituto de Higiene e Medicina Tropical, Universidade Nova de Lisboa (IHMT-UNL),

para procedimento de diagnostico laboratorial.

As informacOes relativas aos doentes incluidos no estudo foram obtidas, no
periodo da colheita da amostra bioldgica, ap0s a assinatura do consentimento informado
por parte destes, aprovado pelos conselhos de Etica das instituicbes participantes. De
entre os dados recolhidos encontram-se, para além de informacdes demograficas
(género e idade), importantes parametros como diagnostico clinico, dados laboratoriais,
eventuais medidas profilacticas e terapéuticas aplicadas contra a PPc, bem como a
evolucdo clinica e o prognostico dos doentes, quando disponibilizados. Todas as
informacGes foram recolhidas com o intuito de verificar as associacdes estatisticas

mencionadas na secg¢ao “2.6. Interpretagao dos resultados”.

E importante referir que, para além dos 66 isolados introduzidos no estudo
genético multilocus, cerca de 45 isolados de P. jirovecii foram também escolhidos
aleatoriamente para um estudo preliminar de caracterizacdo genética, apenas para
verificar a variabilidade genética dos marcadores CYB e DHPS de isolados de
P. jirovecii em Portugal (ver sec¢do ‘“2.4.1. Caracterizagdo genética de isolados — estudo
preliminar dos genes CYB e DHPS” neste capitulo). Estes isolados, escolhidos
aleatoriamente, provém de amostras de secrecdes pulmonares de doentes

imunocomprometidos, semelhante a populacéo caracterizada neste estudo.
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2.2. Processamento de amostras respiratorias — secre¢des pulmonares

Todas as amostras de secrecdes pulmonares, LBA e El, foram devidamente
colhidas, a partir de individuos com suspeita clinica de PPc, pelas entidades/instituicbes
hospitalares de que sdo provenientes, por um processo habitual descrito em Matos et al.
(1995, 2006). Todas as amostras foram devidamente identificadas, acondicionadas e
transportadas até ao seu local de destino, situado no laboratério do Grupo de
Protozoéarios Oportunistas/VIH e Outros Protozoarios, da Unidade de Ensino e
Investigagdo de Parasitologia Médica do IHMT-UNL, de modo a serem submetidas ao

diagndstico laboratorial da PPc.

Antes da analise do material bioldgico, foi realizado um pré-tratamento, em que
cada amostra, foi correctamente processada de forma a ser devidamente
descontaminada, homogeneizada e concentrada. Todos estes procedimentos, referidos
na sec¢ao ‘“2.2.1. Processamento de amostras de LBA” e “2.2.2. Processamento de
amostras de EI”, foram efectuados com as devidas precaugdes de seguranca e de

conservacdo das amostras recomendadas.

2.2.1. Processamento de amostras de LBA

O processamento das amostras de LBA iniciou-se com a homogeneizacdo da
amostra e transferéncia do seu volume total para tubos de centrifuga. A centrifugacao,
na centrifuga Kubota 4000 (Kubota Corporation), a 4100 g, durante 20 minutos, seguida
da remocdo do sobrenadante, e ressuspencdo do sedimento em 0,5 mL de tampao
fosfato salino (PBS — Phosphate-Buffered Saline) (BioMérieux), foi efectuada com o

objectivo de concentrar a amostra bioldgica.

Com o sedimento ressuspendido, fizeram-se trés esfregacos em laminas tratadas
com poly-L-lisina (Menzel Glaser — Thermo Scientific) e apds a secagem dos
esfregacos, a temperatura ambiente, procedeu-se a fixacdo dos mesmos por imersao em
acetona (Panreac Quimica S.L.U.), durante 10 minutos. Por fim, transferiu-se o restante
material biolégico para tubos de eppendorf de 1,5 mL e guardou-se a -80°C, para

processos posteriores, nomeadamente extraccdo de DNA. Utilizou-se uma das laminas

53



Material e Métodos

para o diagndstico parasitologico, pela técnica de IFI e conservou-se as restantes a
-20°C.

2.2.2. Processamento de amostras de El

Para 0 processamento deste tipo de amostras foi necessario um passo inicial que
consistiu num tratamento prévio com uma substancia mucolitica — ditiotreitol (Sigma-
Aldrich®), utilizado para tornar este tipo de amostra pulmonar menos viscosa, de forma
a facilitar a eliminagdo do muco. Desta forma, adicionou-se a amostra igual volume do
agente quimico ditiotreitol, a 0,1% em agua destilada, e ap6s agitacdo no vortex (Velp
Scientifica®), até a homogeneizacdo completa da solucdo, incubou-se numa estufa
(Heraeus) a 37°C, durante 30 minutos, procedendo-se a agitacdo da solucéo, de 10 em
10 minutos, para facilitar o processo de solvéncia e solubilizagdo. Posteriormente,
transferiu-se o volume total da solucdo para tubos de centrifuga e adicionou-se PBS
(BioMérieux) até perfazer o volume total do tubo. A partir deste ponto 0s
procedimentos efectuados foram idénticos aos descritos anteriormente para as amostras

de LBA (ver secgdo “2.2.1. Processamento de amostras de LBA”).
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2.3. ldentificacdo de P. jirovecii nos produtos bioldgicos processados

De forma a proceder a identificacdo do patogéneo, cada uma das amostras
processadas, foi submetida a duas técnicas correntemente utilizadas para o diagndstico
laboratorial deste microrganismo. Primeiramente, foi aplicada a técnica de IFI, para a
observacdo microscépica de formas morfoldgicas quisticas de P. jirovecii; seguida da
aplicacdo de uma técnica derivada da PCR convencional, a nested-PCR, para a detecgao
de DNA gendmico, através da amplificacdo de um fragmento especifico do gene
mtLSU rRNA de P. jirovecii.

2.3.1 Diagnostico parasitoldgico — deteccdo microscépica de quistos de P. jirovecii
por IFI com AcM

O diagnostico parasitologico de todas as amostras foi realizado pelo Monofluo™
Kit P. jirovecii (Bio-Rad Laboratoires Lda), que permite a identificacdo rapida e
especifica de quistos de P. jirovecii, em material biologico como LBA e El, através da
identificacdo de Ag de superficie, utilizando AcM. Esta técnica foi aplicada seguindo as
instrucdes e utilizando todos os constituintes e reagentes disponibilizados pelo
fabricante (Bio-Rad Laboratoires Lda).

Para cada lamina, o procedimento efectuado iniciou-se com uma diluicdo de
1:10 da enzima tripsina, previamente reconstituida com 250 pL de HCI 0.001 M. Para
tal, diluiu-se 2 pL da enzima em 18 pL de diluente enzimatico. Aplicou-se a diluicdo
(com um volume final de 20 pL) sobre a ldmina e espalhou-se suavemente,
assegurando-se de que toda a superficie do esfregaco ficasse submersa. Incubou-se em
camara humida, a 37°C, durante 30 minutos, numa estufa (Heraeus), para uma correcta
digestdo da parede celular quistica do microrganismo, dirigida para as proteinas de
superficie, de forma a facilitar a exposicdo de epitopos especificos. Em seguida, lavou-
se a lamina cuidadosamente com &gua destilada, tendo a atencdo de ndo conduzir o jacto
de agua directamente sobre o esfregaco e, apds secagem, aplicou-se 20 pL de AcM
murino anti-P. jirovecii, especifico para os Ag presentes na parede quistica de
P. jirovecii. Espalhou-se suavemente até toda a superficie do esfregaco estar revestida, e
incubou-se, novamente, em camara hdmida, a 37°C, durante 15 minutos, procedendo a

lavagem da lamina como ja indicado. Depois de seca, aplicou-se, em toda a superficie
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do esfregaco, 20 pL de conjugado com fluoresceina — Ac anti-rato conjugado de
isociotianato de fluoresceina, o qual se liga especificamente ao complexo Ag-Ac,
emitindo fluorescéncia de coloracdo especifica, quando exposto a um determinado
comprimento de onda. Incubou-se nas mesmas condicOes referidas anteriormente, e
apos lavagem e secagem da lamina procedeu-se a montagem da preparagdo, em lamela,

utilizando uma gota de meio de montagem.

A leitura da preparacdo foi realizada, num microscépio optico de fluorescéncia
(Olympus U-RFL-T), a um comprimento de onda de 475 nm, tendo a atencdo de
observar cuidadosamente todos os campos da preparacdo, registando-se de seguida o
resultado observado.

Para a interpretacdo dos resultados, é necessario ter em conta que uma lamina de
um esfregaco proveniente de uma amostra biologica de LBA ou El, é considerada
positiva quando sdo observados dois ou mais quistos, com paredes espessas, de forma
oval ou arredondada, de aproximadamente 4 a 8 pum de didmetro, apresentando
fluorescéncia de coloracdo verde alface brilhante, podendo o0s organismos
apresentarem-se isolados ou agrupados. Em contrapartida, considera-se um resultado
inconclusivo quando se observa apenas uma forma quistica, e um resultado negativo,
quando em toda a lamina ndo se observa qualquer forma oval ou arredondada de

coloracéo fluorescente especifica (Matos et al. 2006).

2.3.2 Diagnostico molecular — amplificacdo do locus mtLSU rRNA pela
nested-PCR

A utilizacdo de técnicas baseadas na PCR, como a nested-PCR, para a detec¢édo
de DNA de P. jirovecii em amostras biologicas, tem vindo a ser utilizada como técnica
auxiliar ao diagndstico convencional, uma vez que se torna possivel a deteccdo de DNA
em amostras com carga parasitaria baixa, dificilmente detectada com as técnicas

parasitologicas habituais (Tamburrini et al. 1993; Matos et al. 2000).

De forma a proceder ao diagnéstico molecular, todas as amostras de LBA e El,
previamente processadas, foram submetidas a um processo de extraccdo de DNA
disponivel, e correntemente utilizado no laboratério, o método de mini

beadbeeter/tiocianato de guanidina-silica.
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2.3.2.1. Extraccdo de DNA genomico pelo método de mini beadbeeter/tiocianato de

guanidina-silica

Este método de extraccdo de DNA, adaptado de procedimentos previamente
descritos em Boom et al. (1990) e Patel et al. (1998), baseia-se essencialmente em
quatro etapas constituidas por, lise mecanica associada a propriedades de lise celular
quimica e inactivacdo de nucleases do agente tiocinato de guanidina, adsorcdo do DNA
partindo das propriedades de ligagdio do DNA as particulas de silica, seguido por
processos de lavagens e eluicdo do DNA (Boom et al. 1990).

Esta metodologia iniciou-se com adi¢do de 0,3 g de particulas de zirconio (com
0,5 mm de didmetro) (Biospec Products), 900 pL de tampédo de lise (constituido por 7M
tiocinato de guanidina, Calbiochem; 50 mM Tris-HCI [pH 6.4], Calbiochem - Sigma -
Aldrich; 25 mM EDTA [pH 8.0], Merck; e 1,5% Triton X-100, Serva) e 60 pL de alcool
isoamilico (Merck) num tubo de reac¢do de 2 mL com tampa de rosca, seguindo-se a
adicdo de 400 pL da amostra, LBA ou EI, previamente processada. Agitou-se a
velocidade méxima de 2800 oscilagbes/minuto, no aparelho Mini BeadBeater (Biospec
Products), durante aproximadamente dois minutos, de forma a facilitar a ruptura da
parede quistica, induzida por stress fisico. Centrifugou-se, na centrifuga Kubota 3000
(Kubota Corporation), a velocidade maxima de 23100 g, durante 15 segundos, de forma
a sedimentar os detritos insollveis e as particulas de zirconio, antes de transferir o

sobrenadante para um novo tubo de eppendorf de 1,5 mL.

De forma a garantir a adsorcdo do DNA, adicionou-se ao sobrenadante 40 L de
uma suspensdo aquosa de silica em pé a 1% [pH 2.0] (Sigma-Aldrich), que permite a
ligacdo do DNA, pelo facto de estar carregada positivamente e de apresentar um pH
baixo. Ap6s agitacdo no vortex (Velp Scientifica®), incubou-se & temperatura ambiente,
sob agitacdo constante, durante cerca de uma hora, num agitador rotativo para
laboratério (Frobel Labortechnit GmbH). A sedimentacdo da silica com o DNA
adsorvido foi efectuada por centrifugacédo, a velocidade maxima (23100 g), durante 15

segundos, desprezando de seguida o sobrenadante.

Posteriormente procedeu-se as etapas de lavagem, que consistiram na
ressuspensdo da silica, com soluc@es e solventes apropriados, seguido de centrifugacao

a velocidade maxima (23100 g), durante 15 segundos. Deste modo, lavou-se o
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sedimento, duas vezes com 200 pL de tampdo de lavagem (constituido por 7 M
tiocinato de guanidina, Calbiochem e 50 mM Tris-HCI [pH 6.4], Calbiochem- Sigma-
Aldrich); uma vez com 200 pL de etanol (Panreac Quimica, S.A.U.) a 80% a -20°C; e
uma vez com 200 pL de acetona absoluta (Panreac Quimica, S.A.); por fim desprezou-
se a acetona e incubou-se a 70°C, no Block Heater (Stuart Scientific) até a evaporagdo
completa do solvente.

Por Gltimo, ressuspendeu-se a silica, com o DNA adsorvido, em 60 pL de agua
destilada estéril, e incubou-se a 60°C, durante 10 minutos, para facilitar a eluicdo do
DNA. Sedimentou-se a silica por centrifugacdo a velocidade maxima (23100 g), durante
dois minutos. Recolheu-se o sobrenadante, com o DNA dissolvido, para um tubo de
eppendorf limpo e conservou-se a -20°C.

2.3.2.2. Amplificagéo do locus mtLSU rRNA pela nested-PCR

Neste estudo, a deteccdo molecular de P. jirovecii nas amostras de secrec¢des
pulmonares, foi efectuada atraveés da amplificacdo do gene mitocondrial multicopia
mtLSU rRNA. A analise deste locus, pela nested-PCR, foi realizada com pares de
primers especificos complementares a regido do gene escolhida. O par de primers
pAZ 102-E — pAZ 102-H, foi desenhado especificamente para a primeira etapa de
amplificacdo, sendo, deste modo, considerado como o conjunto de oligonucleotidos
externos  desta  nested-PCR;  consequentemente o par de  primers
pAZ 102-X — pAZ 102-Y, designados pelo conjunto de primers internos, foram
desenhados para serem utilizados na segunda etapa de amplificacdo (Wakefield 1996;
Tsolaki et al. 1998; Matos et al. 2001). As principais caracteristicas dos pares de

primers utilizados estdo descritas no Quadro I.
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Quadro 1. Caracteristicas dos primers utilizados para o diagnéstico molecular por amplificacdo do gene
mtLSU rRNA pela nested-PCR. Os primers foram descritos pela primeira vez por Wakefield et al. 1990 e
Tamburrini et al. 1996.

Tamanho TmM* % Produto

Locus  Primers Sequéncia (5’ 3°) (pb) ) GC (ob)
PAZ GATGGCTGTTTCCAAGCCCA 20 618 55
102-E :
346
PAZ GTGTACGTTGCAAAGTACTC 20 469 45
102-H
mtLSU
RNA —
D2 GTGAAATACAAATCGGACTAGG 22 521 41
263
4 TCACTTAATATTAATTGGGGAGC 23 533 35

*A temperatura de desnaturacdo (Tm) foi calculada com o auxilio do programa Primer Express 3.0.

Para a amplificacdo do fragmento pretendido com 263 pb, foi optimizada, para
ambas as etapas sequenciais de amplificagdo, uma mistura de reac¢ao com volume final
de 25 pL por amostra. As condi¢cdes de amplificagdo, para as duas etapas, processadas
no termociclador T Thermocycler (Biometra®™), encontram-se descritas no Quadro II.
Sendo também necessario referir que, para a primeira etapa de reacgao, 2 pL. da amostra
de DNA gendémico extraido foram adicionados a 1X tampdo de reac¢ao (160 mM
(NH4)2S04, 670 mM Tris-HCI [pH 8.8], 0,01% Tween-20) (Bioline), 0,2 uM de cada
primer pAZ 102-E e pAZ 102-H (MWG Biotech), 0,2 mM de cada
desoxirribonucleétidos trifosfatados (dNTPs — deoxyribonucleotide triphosphates)
(Applied Biosystems), 2,5 mM de MgCl, (Bioline), 0,01 pug/uL de albumina sérica
bovina (BSA — Bovine Serum Albumin) (Fermentas), 0,75 U de BioTag™ DNA
polimerase (Bioline), perfazendo o volume final de 25 pL com 4gua desionizada estéril.
Para a segunda etapa de amplificacdo, os componentes utilizados estavam nas mesmas
condicdes e concentragdes referidas anteriormente, com excepgao de ter sido utilizado o
conjunto de primers internos, adicionando-se 0,2 uM de cada primer
pAZ 102-X — pAZ 102-Y (MWG Biotech), e 2 pL de produto de PCR da primeira etapa
de reaccdo, como molde de DNA. De forma a verificar a qualidade das condi¢des de
amplificacdo, uma amostra de controlo positivo (com suspensdo de DNA gendémico de

P jirovecii) foi utilizada durante o processo. Como indicador da inexisténcia de
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contaminacdo por DNA exdgeno, foi incluida uma amostra de controlo negativo (com
todos os componentes da mistura de reaccdo, com agua no lugar do DNA molde)

utilizada nas duas etapas de reac¢do desta nested-PCR.

Quadro I1. Condicoes térmicas de amplificacdo do gene mtLSU rRNA de P. jirovecii utilizadas nas duas
etapas da nested-PCR.

Etapas PCR Programa PCR
Desnaturacdo inicial 94°C — 3 min
Desnaturacdo 94°C — 1 min
Ligacéo 55°C — 1 min 39 Ciclos de amplificagdo
Extensdo 72°C — 1min
Extensdo Final 72°C — 10 min

Para a visualizagcdo do DNA amplificado, os fragmentos de DNA obtidos foram
submetidos a electroforese em gel de agarose. Para tal, 10 uL da mistura de reaccdo da
segunda etapa de amplificacdo, juntamente com 2 pL de tampdo de aplicacédo
(Fermentas), foram visualizados com o auxilio de um transiluminador de luz
ultravioleta (UV) (Vilber Lourmat) apos electroforese em gel de agarose a 1% (m/v)
(Merck), em 1X tampdo TAE (40 mM Tris-Acetato, 1 mM EDTA [pH 8.3]) (Sigma-
aldrich), por coloragdo com brometo de etidio (Sigma-aldrich) a uma concentracgéo final
de 0,5 pg/mL, submetida a uma carga eléctrica de 100 V, durante aproximadamente 60
minutos. A visualizacdo do fragmento de DNA da regido mtLSU rRNA com 263 pb foi
conseguida pela fluorescéncia emitida atraves da molécula de brometo de etidio que
apresenta propriedades intercalantes com a cadeia de DNA, permitindo deste modo a
sua deteccdo por luz UV. A estimativa do tamanho molecular de cada fragmento de
DNA observado foi efectuada atraves da compara¢do com uma amostra de marcador de

peso molecular de 100 pb (Gene Ruler™ — Fermentas).
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2.3.3. Determinacdo da carga parasitaria

A determinacdo da carga parasitaria de cada uma das 66 amostras foi efectuada
através da quantificacdo microscopica do nimero de formas quisticas de P. jirovecii
observado por campo, durante o diagnéstico parasitologico, aqui efectuado através da
técnica de IFI com AcM, e recorrendo também aos resultados da nested-PCR.

O Quadro Il representa a classificagdo da carga parasitaria padronizada neste
estudo (Matos et al. 2001; Costa et al. 2005; Esteves et al. 2010b, 2011).

Quadro I11. Quantificacdo da carga parasitaria das amostras.

Carga Parasitaria

Baixa Nenhum quisto identificado (PCR positivo)
Moderada 1 a 30 quistos identificados em 30 campos*
Alta 2 ou mais quistos identificados por campo*

*Calculo estimado com a ampliagdo x1000 (ocular x10 e objectiva x100)
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2.4.  Seleccio dos marcadores genéticos mais informativos

Os loci mtLSU rRNA, SOD, CYB, DHPS e DHFR s&o actualmente
reconhecidos como as principais regibes gendmicas para o estudo epidemioldgico
molecular da espécie P. jirovecii. S80 normalmente referenciados como marcadores
genéticos da infecgcdo pelo facto de possuirem uma grande importancia metabdlica, ao
estarem relacionados com mecanismos bésicos celulares, e por apresentarem uma
grande variabilidade genética, que eventualmente podera influenciar a patogenicidade
do microrganismo e a existéncia de diferentes padrdes da infeccéo (Esteves et al. 2010a,
2011).

Antes do estudo multilocus foi necessario proceder a seleccdo dos marcadores
genéticos ideais. A escolha baseou-se essencialmente na presenca e prevaléncia de
variagdes polimoérficas, SNPs mais relevantes, com maior interesse a nivel clinico e

epidemiologico para este estudo.

Esta informacdo, para a maioria dos marcadores (mtLSU rRNA, SOD e DHFR),
foi facultada através da analise de estudos efectuados recentemente, cuja abordagem foi
direccionada para grupos de imunocomprometidos semelhantes a populacdo analisada
neste estudo (Costa et al. 2006; Esteves et al. 2008, 2010a, 2010b, 2011, 2012), de
forma a constatar as principais associa¢es encontradas entre 0s SNPs mais prevalentes
e padrdes clinicos e demogréaficos dos doentes. Contrariamente, para 0os marcadores
CYB e DHPS, devido a escassez de informacdo bibliografica actualizada disponivel,
referente a grupos semelhantes a populacdo alvo do estudo, foi necessario proceder a
uma analise prévia, para a caracterizacdo genética de alguns isolados, seleccionados
aleatoriamente, com o propdsito de identificar os principais SNPs existentes e proceder
a comparacdo das frequéncias aqui obtidas com os resultados de outros estudos
epidemiologicos, efectuados ao longo dos ultimos anos, de forma a constatar a

importancia clinica dos SNPs encontrados.
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2.4.1. Caracterizacao genética de isolados — estudo preliminar dos genes CYB e
DHPS

O estudo preliminar dos genes CYB e DHPS envolveu 45 isolados de
P. jirovecii. A caracterizacdo genética foi efectuada através da amplificacdo pela PCR
das regibes gendmicas de interesse seguida por sequenciacdo e andlise dos resultados
obtidos.

2.4.2. Amplificacdo dos loci CYB e DHPS pela PCR

Para o estudo preliminar do locus CYB, o par de primers CytbFw — CytbRw foi
utilizado de forma a amplificar uma regido do gene de aproximadamente 638 pb
(Esteves et al. 2010a). O estudo do locus DHPS, por amplificacdo de uma regido de
240 pb, foi conseguido através da utilizacdo do par de primers DHPSFw1 — DHPSRw1,
desenhado para o efeito no decorrer do presente estudo, através do programa

bioinformatico Primer3 (verséo 0.4.0) disponivel on-line em http://frodo.wi.mit.edu/. A

escolha do par de primers ideal para a amplificacdo da regido pretendida do gene DHPS
foi efectuada atraves da analise de varios parametros tais como, a dimensdo de cada
primer, o célculo da temperatura de desnaturacdo (Tm - do inglés melting temperature)
com base no contetdo de G e C, bem como a probabilidade de formacéo de estruturas
secundarias (hairpin), e dimeros de primers. As principais caracteristicas dos conjuntos

de primers utilizados encontram-se descritas no Quadro 1V.

Quadro V. Caracteristicas dos pares de primers utilizados para o estudo do gene DHPS e CYB pela
PCR. O par de primers DHPSFw1 — DHPSRW!1 foi desenhado neste estudo. O par de primers CytbFw —
CytbRw foi descrito pela primeira vez por Esteves et al. 2010a.

Tamanho Tm* 9%  Produto

Locus Primers Sequéncia (5’23’
quencia (3">3) (b))  (C) GC  (pp)
DHPSFw1 CGATGGGGGTGTTCATTCATATG 23 619 48
DHPS 240
DHPSRw1 GCCTTAATTGCTTGTTCTGCAACC 24 619 46
CytbFw CCCAGAATTCTCGTTTGGTCTATT 24 58.6 42
CcvyB 638
CytbRw AAGAGGTCTAAAAGCAGAACCTCAA 25 579 40

*A temperatura de desnaturagdo foi calculada com o auxilio do programa Primer Express 3.0.
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Os fragmentos de DNA dos respectivos genes, CYB e DHPS, foram
amplificados segundo as mesmas condic@es térmicas ciclicas de PCR, no termociclador
T1 Thermocycler (Biometra®), descritas na Quadro V. Para cada uma das amostras
submetidas a amplificacdo, a mistura de reaccao foi efectuada num volume final de 25
ML, contendo 2 pL da amostra de DNA utilizada como molde, 1X tampéo de reaccéo
(160 mM (NH4),S04, 670 mM Tris-HCI [pH 8.8], 0,1% Tween-20) (Bioline), 0,2 mM
de cada ANTP (Applied Biosystems), 1 uM de cada primer (CytbFwl e CytbRwl;
DHPSFw1 e DHPSRw1) (MWG Biotech), 0,5 U de BioTaq DNA polimerase (Bioline),
0,5 pg/pL de BSA (Fermentas) e 2,5 mM de MgCl, (Bioline), perfazendo o volume
final de 25 pL com &gua desionizada estéril. Para cada PCR foram utilizados dois
controlos de reaccdo, um positivo (suspensdo de amostra de P. jirovecii conhecida) e

outro negativo (com todos 0s componentes reaccionais, menos 0 DNA molde).

Os produtos de PCR foram analisados, através de electroforese em gel de
agarose, como indicado na sec¢do “2.3.2.2. Amplificagdo do locus mtLSU rRNA pela
nested-PCR”. Apds registo fotografico, as bandas cujo tamanho rondava
aproximadamente 638 pb para o gene CYB, e 240 pb para o gene DHPS, foram
extraidas do gel de agarose, com o auxilio de um bisturi, e posteriormente purificadas e

sequenciadas.

Quadro V. Condigdes térmicas de amplificagdo dos genes CYB e DHPS de P. jirovecii pela PCR.

Etapas PCR Programa PCR
Desnaturacéo Inicial 95°C — 10 min
Desnaturacéo 95°C — 1 min
Ligacéo 61,5°C — 1 min 42 Ciclos de Amplificacdo
Extenséo 72°C — 1min
Extenséo Final 72°C — 10 min
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2.4.3. Purificacdo dos produtos de PCR

A purificacdo dos produtos de PCR é essencial para um processo de
sequenciacdo satisfatério e com bons resultados. Esta etapa permite efectuar a remogéo
de sequéncias de primers e dNTPs em excesso, e eventuais residuos que possam

interferir na reaccao de sequenciacao.

Para a purificacdo dos produtos de PCR foi utilizado o kit comercial Jetquick
Gel Extraction Spin Kit (Genomed), seguindo todas as instru¢des do fabricante. O
protocolo permite a extraccdo de fragmentos de DNA, entre os 40 e 10.000 pb, a partir
de géis de agarose, e compreende quatro processos essenciais: solubilizacdo da agarose
na presenca de um sal caotrdpico concentrado, adsor¢do do DNA, seguido por lavagens
e eluicdo do DNA.

ApoOs reconstituicdo dos reagentes e solucbes, 0 processamento para a
purificacdo dos produtos iniciou-se pela adi¢do de 400 uL da solugdo L1 (constituida
por NaClO,, acetato de sodio e TBE) por 100 mg de gel. Seguiu-se a incubacao a 50°C,
no Block Heater (Stuart Scientific), tendo-se tido o cuidado de agitar a mistura, no
vortex (Velp Scientifica®), em intervalos de 10 minutos, de forma a ajudar o processo
de solubilizacdo. Apds 30 minutos de incubacdo, transferiu-se a solucéo obtida, com a
agarose ja solubilizada, para uma coluna Jetquick spin column contida num tubo
colector de 2 mL. Centrifugou-se, na centrifuga kubota 3000 (Kubota Corporation), a
velocidade maxima de 23100 g, durante um minuto, descartando o filtrado. De seguida,
e para uma correcta e selectiva ligacdo do DNA a membrana de silica e também para a
eliminacdo de residuos de agarose, adicionou-se 400 yL de L1 e ap6s um minuto a
temperatura ambiente, centrifugou-se a velocidade maxima durante um minuto,
descartando novamente o filtrado. O processo de lavagem foi iniciado, com a adicédo de
250 pL de solucdo H2 (Etanol, NaCl, EDTA e Tris-HCI). Apo6s cinco minutos a
temperatura ambiente, centrifugou-se a velocidade maxima durante um minuto.
Descartou-se o filtrado, e repetiu-se o processo de centrifugacdo para a remocao
completa da solucdo H2 e eventuais residuos de etanol. Por fim, transferiu-se a coluna
para um novo tubo de eppendorf de 1,5 mL. Adicionou-se cuidadosamente 40 uL de
agua esterilizada, previamente aquecida a aproximadamente 65°C, directamente no

centro da matriz de silica da coluna, guardou-se cinco minutos a temperatura ambiente,
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e centrifugou-se a velocidade méaxima durante dois minutos. Conservou-se 0 DNA

eluido e purificado a -20°C para posterior sequenciacao.

2.4.4. Sequenciacdo directa e andlise das sequéncias

Os produtos de PCR, dos genes CYB e DHPS, uma vez purificados, foram
enviados para a Macrogen Inc. que efectuou a reaccdo de sequenciacdo directa, com o
auxilio de um sequenciador automatico Applied Biosystems 3730/3730XL (Applied
Biosystems), que consiste num sistema automatizado de electroforese de capilares,
utilizado para a analise de fragmentos de DNA previamente marcados. Cada produto foi
submetido a duas reaccOes de sequenciacdo para assegurar que a cadeia dupla do
fragmento de interesse fosse correctamente sequenciada em ambos o0s sentidos. O
resultado consistiu na formagdo de duas sequéncias para cada produto — sequéncia

forward e reverse — formadas a partir de oligonucleétidos iniciadores especificos.

A analise simultanea das sequéncias forward e reverse, de cada produto, iniciou-
se através da utilizagdo do programa bioinformdtico Multiple sequence alignment

(MultAlin) disponivel on-line em http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin. html,

de forma a proceder ao alinhamento das sequéncias e adquirir a sequéncia consenso do
fragmento. Paralelamente, cada sequéncia foi analisada no programa ChromasPro
versao 1.6, para a verificagdo da qualidade da sequenciagdo através da observacdo e
analise dos cromatogramas de cada uma das sequéncias. Cada sequéncia consenso
obtida foi entdo comparada com sequéncias publicadas, disponiveis na base de dados do
GenBank, com o auxilio do programa bioinformatico Basic Local Alignment Search

Tool (BLAST), disponivel on-line em http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, com a

finalidade de identificar possiveis polimorfismos.

As sequéncias provenientes da amplificagdo pela PCR do gene CYB foram
alinhadas através do MultAlin, e comparadas com as sequéncias nucleotidicas
publicadas do gene CYB de P jirovecii (sequéncias disponiveis no GenBank pelos
nameros de acesso (AN. — Accession Number): EU979567.1; EU979568.1;
AF074871.1; AF321304.1; AF320346.1; AF320345.1; AF320344.1; AF320343.1;
AF320342.1; AF320341.1). As sequéncias obtidas apos amplificacdo do gene DHPS

pela PCR foram alinhadas e comparadas com as sequéncias nucleotidicas publicadas do
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gene DHPS de P, jirovecii (sequéncias disponiveis no GenBank pelos AN.: JX101868.1;
JX101869.1; U66282.1; U66280.1; U66278.1; U66281.1; U66279.1; GU479994.1;
GUA479992.1; AJ746341.1; GU479993.1; AM404075.1; AJ586567.1).
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2.5. Genotipagem multilocus — metodologia MPCR/SBE

Apos seleccdo dos polimorfismos com interesse, SNPs anteriormente associados
com caracteristicas epidemiolégicas da infeccdo e que sdo frequentemente detectados
em populacbes semelhantes a deste estudo (ver sec¢do “4.2. Selecgdo dos marcadores
genéticos mais informativos” no capitulo “4. Discussao e Coclusdes”), iniciou-se a
analise genotipica através de uma abordagem multilocus para a caracterizagcdo dos SNPs
— mt85, SOD110, SOD215, DHPS165 e DHPS171 — presentes nos genes mtLSU rRNA,
SOD e DHPS (Quadro VI).

Para o efeito, foi amplificada a por¢do de cada um dos trés marcadores genéticos
que flanqueia a regido polimorfica pretendida, através da metodologia de PCR de alto
rendimento — MPCR, seguida pela genotipagem dos cinco SNPs, através da tecnologia

genotipica de elevada sensibilidade — a técnica SBE.

Quadro VI. Representacdo dos trés loci em estudo, bem como dos respectivos SNPs de interesse, as suas
posi¢cdes nucleotidicas (PN) e as possiveis identidades nucleotidicas (IN) descritas até a data.

Descrito pela

Locus SNP PN IN primeira vez por:
C Sinclair et al. 1991
mtLSU rRNA mt85 85 A Wakefield et al. 1992
T Lee et al. 1993
C
SOD110 110 Denis et al. 2000
T
SOD
C
SOD215 215 Denis et al. 2000
T
A
DHPS165 165 Lane et al. 1997
G
DHPS
C
DHPS171 171 Lane et al. 1997
T
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A técnica de MPCR utilizada no decorrer do presente estudo, é uma metodologia
correntemente aplicada na investigacdo e no diagnostico laboratorial desde a sua
primeira descricdo em 1988 (Chamberlain et al. 1988), que se rege pelos principios
basicos da técnica de PCR convencional, sendo uma variante, na qual dois ou mais loci
podem ser amplificados em simultdneo, através da inclusdo de pares de primers
especificos (Henegariu et al. 1997; Elnifro et al. 2000; Kapley et al. 2000; Markoulatos
et al. 2002).

A possibilidade de obtencdo de varios amplicdes genéticos, pertencentes a
diferentes regides gendmicas, em apenas uma reaccao, demonstrou que a MPCR pode
ser de grande utilidade em diversas &reas de anélise de DNA, incluindo o estudo de
polimorfismos (Henegariu et al. 1997; Elnifro et al. 2000; Kapley et al. 2000;
Markoulatos et al. 2002), o que facilitou o desenvolvimento de tecnologias para a
genotipagem de SNPs e 0 seu estudo genético multiplex (Syvanen 2001; Faber et al.
2005).

A técnica de SBE, metodologia robusta e de alto rendimento para a genotipagem
de polimorfismos, encontra-se bem adaptada para este tipo de estudos. Precedida pela
amplificacdo de DNA gendmico de interesse, num formato multiplex, permite a
genotipagem de varios SNPs em simultaneo, através da formacdo de produtos
especificos, que podem ser identificados pela utilizacdo de sistemas de deteccdo
adequados e bem caracterizados (Hirschhorn et al. 2000; Syvanen 2001; Chen &
Sullivan 2003; Faber et al. 2005).

Nesta abordagem genotipica, oligonucleétidos sdo especificamente concebidos
para hibridarem com a sequéncia alvo, na regido localizada imediatamente antes da base
nucleotidica polimérfica de interesse, numa orientacdo 5°—2>3°, deixando uma
extremidade 3’ livre (Figura 13.A) (Syvanen 2001; Chen & Sullivan 2003; Faber et al.
2005; Podini & Vallone 2009). Estes primers, num ensaio SBE em formato multiplex
(MPCR/SBE), necessitam de ser acoplados a uma sonda TAG, caracterizada pela adi¢ao
de uma cauda de sequéncia ndo complementar a regido de interesse, na extremidade 5’
de cada primer (Figura 13.A) (Chen & Sullivan 2003; Faber et al. 2005; Podini &

Vallone 2009). Cada TAG-Primer SBE é normalmente diferenciado pelo seu tamanho,
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que varia em poucos nucledtidos, de modo a permitir uma correcta analise dos
resultados (Figura 13.B) (Chen & Sullivan 2003; Podini & Vallone 2009).

Esta técnica baseia-se nos conceitos basico da sintese de DNA, ao utilizar a
propriedade de incorporacdo de nucledtidos com elevada precisdo, da enzima DNA
polimerase (Kwok 2000, 2001; Syvanen 2001; Chen & Sullivan 2003). Durante a
reaccdo, a extensdo de uma Unica base, a partir do TAG-Primer SBE hibridado com a
sequéncia alvo, exactamente no sitio do SNP, ocorre pela actividade da DNA
polimerase, na presenca de dNTPs diferencialmente marcados, e que ndo possuem 0
grupo  3-hidroxilo -  didesoxirribonucleétidos  trifosfatados  (ddNTPs  —
dideoxyribonucleotide triphosphates), complementares ao nucle6tido encontrado na
posicdo do SNP. A auséncia do grupo OH na extremidade 3’ do ddNTP incorporado
impede o seguimento da polimerizacdo da cadeia de DNA e o produto SBE € formado
com a adicdo de apenas um nucleétido, exactamente na localizagdo do SNP. (Syvanen
2001; Chen & Sullivan 2003; Faber et al. 2005)

A identificacdo do produto SBE formado é revelada pelo tamanho do TAG-
Primer SBE e pela natureza do ddNTP incorporado, reconhecida através dos
marcadores de fluorescéncia, fluoréforos especificos de cada ddNTP. Esta identificacdo
pode ser efectuada com o auxilio dum aparelho de electroforese de capilares, permitindo
assim a determinacdo do gendtipo (Figura 13.B) (Chen & Sullivan 2003; Faber et al.
2005; Podini & Vallone 2009).
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Figura 13. llustracdo da metodologia MPCR/SBE. URF — Unidades relativa de fluorescéncia (do inglés

Relative Fluorescent Units) (adaptado de Podini & Vallone 2009).

2.5.1. Amplificacéo pela MPCR

Para a amplificacdo simultanea dos trés fragmentos correspondentes aos genes
mtLSU rRNA, SOD e DHPS, que flagueiam os SNPS relevantes para este estudo,

foram seleccionados trés pares de primers especificos (Quadro VII) que dao origem a

produtos de amplificacdo que variavam entre os 240 pb e os 448 pb. A excepcdo dos
pares de primers PAZ 102-X — PAZ102-E (Quadro I) e SODFw2 — SODRw3 (Quadro
VI11), previamente descritos (Wakefield 1996; Tsolaki et al. 1998; Matos et al. 2001;
Esteves et al. 2010a), o par de oligonucleotidos iniciadores, DHPSFw1l — DHPSRw1

(Quadro 1V), foi desenhado a partir do programa bioinformatico Primer3, conforme

descrito na sec¢do “2.4.2. Amplificagdo dos loci CYB e DHPS pela PCR”, sintetizado e

obtido comercialmente (MWG Biotech).
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Quadro VII1. Caracteristicas do par de primers SODFw2 e SODRw3 utilizado para o estudo multiplex.
O par de primers foi descrito pela primeira vez por Esteves et al. 2010a.

Tamanho Tm* o  Produto

Locus Primers Sequéncia (5’23’
quéncia (3'>3) (o)  (C) GC ()
SODFw2 GGGTTTAATTAGTCTTTTTAGGCAC 25 55.1 36
SOD 448
SODRw3 CACTTCCTTGAATCCCAGACAA 22 57.8 45

*A temperatura de desnaturacéo foi calculada com o auxilio do programa Primer Express 3.0.

Numa primeira analise os loci de interesse foram amplificados separadamente,
de forma a verificar a eficiéncia dos pares de oligonucleétidos seleccionados. Para o
efeito, trés reaccOes de PCR foram efectuadas paralelamente com um volume final de
25 pL, contendo 5 pL da amostra de DNA, 1,5X tampdo de reaccdo (75 mM KCI, 15
mM Tris-HCI [pH 8.3]) (Applied Biosystems), 0,5 mM de cada dNTP (Applied
Biosystems), 3 U de Ampli TAQ GOLD (Applied Biosystems), 0,01 pg/pL de BSA
(SIGMA), 5% de dimetilsulféxido (DMSO — dimethyl sulfoxide) (SIGMA) e 5 mM de
MgCl, (Applied Biosystems). Em cada uma das reac¢6es foi adicionado 0,7 uM de cada
par de primers especificos (MWG Biotech). Assim, para a reac¢do | (amplificacdo pela
PCR da regido genomica mtLSU rRNA de 304 pb) utilizou-se os primers PAZ102-X e
PAZ 102-E; para a reaccdo Il (amplificacdo pela PCR da regido genomica do locus
SOD com 448 pb) utilizou-se os primers SODFw2 e SODRw3; e por fim, para a
reaccao 111 (amplificacdo pela PCR de uma regido do gene DHPS com 240 pb) utilizou-
se 0s primers DHPSFw1 e DHPSRw1. O ciclo térmico de PCR foi iniciado através de
uma desnaturacéo inicial a 95°C, 10 minutos, seguido por 55 ciclos compreendidos por
uma desnaturacdo a 95°C, 1 minuto; ligacdo a 60°C, 1 minuto; e extensdo de 72°C, 10

minuto; finalizando com uma extensao final de 72°C, 10 minutos.

De seguida, realizaram-se as etapas de optimizacdo da MPCR para a
amplificacdo simultanea dos trés produtos de interesse. Os programas de PCR utilizados
neste processo de optimizacdo encontram-se enunciados por ordem de utilizacdo no
Quadro IX, as condicBes térmicas iniciais utilizadas foram as mesmas efectuadas para
as reaccOes de amplificacdo de cada loci pela PCR simples (Quadro IX. Programa A).
O Programa C apresenta as condicdes térmicas ciclicas optimizadas para o protocolo

MPCR implementado neste estudo (Quadro IX. Programa C).
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Cada ensaio de reacgéo foi efectuado, para cada amostra, com 1,5X tampao de
reacgdo (75 mM KCI, 15 mM Tris-HCI [pH 8.3]) (Applied Biosystems), 2 mM de
dNTPs (0,5 mM de cada dATP, dGTP, dCTP e dTTP) (Applied Biosystems), 3 U de
Ampli TAQ GOLD (Applied Biosystems), 0,01 pg/uL de BSA, 5% de DMSO e 5 mM
de MgCl, (Applied Biosystems). Sendo que, a concentragédo final dos primers utilizada
(MWG Biotech), optimizada de forma a amplificar o fragmento pretendido, foi de
0,5 UM (para os primers PAZ 102-X e PAZ 102-E), 1,2 uM (para os primers SODFw2,
SODRw3) e 0,7 uM (para os primers DHPSFw1 e DHPSRw1), seguido pela adi¢do de
4 pL de DNA gendémico e perfazendo o volume com agua destilada estéril. As
condicdes Optimas de cada reaccdo foram verificadas pela utilizacdo de controlos
positivos (suspensdo de amostra de P. jirovecii conhecida) e negativos (com todos os

componentes reaccionais menos o DNA molde).

Quadro IX. Programas utilizados para a optimizacdo da MPCR

Programa A Programa B Programa C
Desnaturacéo Inicial 95°C - 10 Min 95°C - 10 Min 95°C - 10 Min
Desnaturacéo 95°C - 1 Min 95°C - 1 Min 95°C - 1 Min
Ligacdo 60°C - 1 Min 59°C - 1 Min 58°C - 1 Min
Extenséo 72°C - 1 Min 72°C - 1 Min 72°C - 1 Min

55 Ciclos 55 Ciclos 55 Ciclos
Extens&o Final 72°C - 10 Min 72°C - 10 Min 72°C - 10 Min

A negrito encontram-se as diferengas entre cada um dos programas.

Com o objectivo de avaliar os resultados da reac¢do de MPCR, os produtos de
amplificacdo foram separados por electroforese em gel de agarose (1,5%), tal como
descrito na secgdo “2.3.2.2. Amplificagdo do locus mtLSU rRNA pela nested-PCR”.
Apos analise dos fragmentos e do registo das imagens, as amostras que apresentavam 0s
trés fragmentos de interesse foram purificadas e submetidas ao tratamento necessario

para posterior sequenciacdo com a tecnologia SBE.
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2.5.2. Purificagdo dos produtos de MPCR

A purificagdo dos produtos amplificados por MPCR foi realizada a partir do
protocolo do kit comercial QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen), que permite uma
purificacdo directa, dos produtos de DNA em cadeia dupla entre 100 pb a 10 kb,
removendo primers, dNTPs, constituintes enzimaticos e outros reagentes eventualmente
em excesso, apos amplificacdo pela MPCR. Esta metodologia utiliza como principio,
propriedades selectivas de ligagdo do DNA a membrana de silica, acoplada a um
sistema de coluna spin, que através da utilizacdo de tampdes especificos, em etapas
sequenciais de lavagens, permite uma correcta remog¢do dos contaminantes bem como

uma eficiente purificagéo e eluicdo do DNA.

As etapas efectuadas seguiram todas as instrucdes do fabricante, iniciando-se
com a adicdo de cinco vezes mais de tampao PB (constituido por 5 M hidrocloreto de
guanidina e 30% isopropanol) para um de volume de reaccdo de MPCR. Esta mistura de
reaccdo diluida, foi aplicada numa coluna QlAquick para a realizacdo de um processo
de centrifugacao, na centrifuga Kubota 3000 (Kubota Corporation), a 15400 g durante
um minuto, para que o DNA ficasse adsorvido a membrana de silica pela presenca de
elevadas concentracdes de sal. De seguida, para a etapa de lavagem, adicionou-se
750 pL de tampéo de lavagem PE (10 mM Tris-HCI [pH 7,5] e 80% etanol) a coluna
QIAquick e centrifugou-se a 15400 g durante um minuto, desprezando-se o filtrado.
Repetiu-se 0 processo de centrifugacdo para uma correcta lavagem e remocéo residual

de tampéo PE.

A eluicdo do DNA foi efectuada pela adi¢cdo de 30 pL de tampdo EB (10 mM
Tris-HCI [pH 8.5]), directamente no centro da membrana de silica situada no interior da
coluna, e ap6s um minuto em repouso a temperatura ambiente. A coluna, inserida hum
tubo de eppendorf de 1,5 mL, foi submetida a centrifugacdo a 15400 g, durante um

minuto. Por fim, guardou-se 0 DNA puro e eluido a uma temperatura de -20°C.

2.5.3. Sequenciacdo pela técnica SBE

A genotipagem dos cinco SNPs, foi efectuada com o auxilio da tecnologia SBE

através do kit comercial GenomedLab™ SNPStart Primer Extension kit (Beckman
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Coulterg) que permite uma rapida e simples analise de multiplas variacbes em

sequéncias de DNA.

Para o efeito foram utilizados cinco TAG-Primers SBE (Quadro VII), cada um
com especificidade para uma das cinco regides polimorficas de interesse. Os TAG-
Primer SBE utilizados para a genotipagem dos SNPS mt85, SOD215 e SOD110 foram
descritos previamente por Esteves et al. (2011), ja os TAG-Primer SBE especificos para
0s SNPs DHPS165 e DHPS171 foram cuidadosamente desenhados e elaborados durante
este estudo, com o auxilio do programa Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/), seguindo

alguns parametros importantes.

Sucintamente, cada porcdo nucleotidica correspondente a sonda TAG, foi
desenhada a partir de seleccbes do genoma do bacteriofago lambda, disponivel no
GenBank, para garantir a auséncia de complementaridade entre as sequéncias TAG e
regides do genoma de P. jirovecii. A auséncia de homologia foi confirmada atraves da
utilizacdo da ferramenta bioinformatica BLAST. Por outro lado, cada porcao
nucleotidica correspondente ao primer SBE foi desenhada com a finalidade de hibridar
proximo da regido polimorfica de interesse, especificamente um nucleétido a montante
do sitio do SNP. Por fim, o hibrido TAG-Primer SBE foi construido a partir da ligacao
entre cada sequéncia TAG a cada uma das sequéncias Primers SBE especificas (Faber
et al. 2005; Podini & Vallone 2009; Esteves et al. 2011).

Cada TAG-Primer SBE utilizado neste estudo possui comprimentos diferentes,
entre 0s 47 e 0s 82 nucledtidos, de modo a que possam ser facilmente distinguidos,

através do seu tamanho (Quadro VII).

Segundo as instrucbes do fabricante (Beckman Coulterg), cada reac¢do de SBE,
com um volume final de 17 uL, foi preparada em gelo, com 6 pL de mistura de reaccao
contendo os ddNTPs marcados (SNPStart Master Mix), 4 L de uma mistura contendo
o0s cinco TAG-Primer SBE (0,5 uM de TAG-Primer SBE especifico para 0 SNP mt85;
1,5 uM de TAG-Primer SBE especifico para 0 SNP SOD110; 1 uM de TAG-Primer
SBE especifico para 0 SNP SOD215; 0,5 uM de TAG-Primer SBE especifico para o
SNP DHPS165 e 0,5 uM de TAG-Primer SBE especifico parao SNP DHPS171) e 7 uL
de produto de MPCR purificado (contendo os trés fragmentos de interesse),

previamente submetido a um choque térmico (incubacdo no Block Heater (Stuart
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Scientific) a 95°C — 10 minutos, seguido de arrefecimento a 4°C), de modo a facilitar o

processo de desnaturacdo da cadeia de DNA.

O programa térmico ciclico das reaccOes, realizadas no termociclador T1
Thermocycler (Biometra®), consistiu numa desnaturagdo inicial durante um minuto a
90°C, seguido por 45 ciclos de 90°C — 15 segundos (para o processo de desnaturacéo) e
45°C — 30 segundos (para a ligacéo eficiente dos TAG-Primer SBE, a montante de cada
regido polimorfica especifica, e incorporacdo do ddNTP, complementar ao SNP). Os
produtos SBE resultantes foram incubados com 0.1 U/pL de enzima fosfatase alcalina
(SAP — Shrimp Alkaline Phosphatase) (Takara Bio Inc.), diluida com o respectivo
tampdo enzimatico, a 37°C, durante 30 minutos, para uma correcta inactivacdo dos
ddNTPs em excesso, através da desfosforilagdo do grupo fosfato da extremidade 5°,

seguido por uma inactivagao enzimatica, por calor, a 65°C, durante 15 minutos.

De seguida, os produtos SBE tratados foram preparados para a analise geneética
efectuada no sistema automatizado CEQ 8000-XL (Beckman Coulterg) de electroforese
capilar. Desta forma, em 3 pL de cada produto SBE purificado, apds tratamento com a
enzima SAP, foi adicionado 0,5 uL. de marcador molecular — Size Standard 80 e 39 uL
de solucédo de aplicacdo, fornecidos pelo fabricante (Beckman Coulterg). A leitura da
sequenciacdo de cada reaccao foi efectuada apos adicdo da mistura referida acima, num
poco de uma placa de leitura apropriada, seguida pela adicdo de uma gota de glicerol,
em cada poco. Por fim, e apds a introducdo da placa no aparelho CEQ 8000-XL, a
sequenciacdo pela SBE ocorreu através do programa optimizado, referido pelo
fabricante (Programa SNP-1, Beckman Coulterg). Cada ensaio de sequenciacdo foi
efectuado com um controlo positivo, fornecido pelo fabricante, de modo a verificar a

qualidade e funcionalidade dos constituintes do kit comercial utilizado.

A Figura 14 sumariza as vérias etapas da metodologia MPCR/SBE aplicada

neste estudo multiplex.
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Amplificacio MPCR: Purificaciio em coluna dos
240 pb DHPS;

3 Produtos MPCR pelo kit
304 pb mtLSU rRNA; comercial QIAquick® PCR

448 pb SOD; Purification Kit
Multiplex SBE:
N 90°C - 1min,
Preparacio Reacciio SBE: (90°C - 15¢zeg, 45 %
SNPSTart Master Mix + TAG- 45°C - 30seg)
Primer SBE + Produto MPCR

Purificado i

Tratamento enzimatico dos

Produtos SBE — enzima SAP

Preparacio dos Produtos SBE

para anilise genética: ) Leitura e Genotipagem por
Marcador Molecular + solugéio de

Electroforese de capilares
aplicacéo + Produto SBE tratado

Figura 14. Representacdo esquematica das etapas essenciais da metodologia MPCR/SBE.
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2.6. Interpretacdo dos resultados

A genotipagem multilocus dos cinco SNPs relevantes, foi efectuada com o
proposito de: constatar a diversidade genética existente entre os isolados de P. jirovecii;
verificar associacOes estatisticas; e averiguar alguns critérios relacionados com a

genética populacional desta espécie.

A diversidade genética foi analisada através dos resultados obtidos pela
genotipagem, onde foi possivel verificar a frequéncia dos SNPs e a identificacdo e
prevaléncia de gendtipos multilocus (MLG — multilocus genotype).

A andlise estatistica foi efectuada com a finalidade de constatar possiveis
relagdes, de carécter estatistico significativo, entre as caracteristicas demograficas e
clinicas conhecidas da populacdo em estudo com os SNPs, haplotipos e genotipos
identificados. Sendo também verificada a existéncia, ou ndo, de provaveis relagdes entre
0s SNPs detectados, recorrendo ao programa bioinformatico SNPStats disponivel em:

http://bioinfo.iconcologia.net/snpstats/start.htm, de forma a estudar a presenca de

desequilibrio de ligacao (do inglés linkage disequilibrium) entre os SNPs.

Toda a abordagem estatistica foi efectuada pelo programa informatico SPSS®
(Statistical Package for Social Sciences) versdo 18.0 (IBM), através do teste de hipotese
ndo-paramétrico Qui-quadrado (y°), recorrendo ao teste exacto de Fisher quando
necessario, utilizado para verificar associagdes entre variaveis qualitativas dicotomicas,

com um nivel de significancia igual ou inferior a 0,05 (P< 0,05).

A analise genética incidiu no estudo e compreensdo da estrutura populacional

da espécie P. jirovecii em Portugal.

Foi aplicado um método estatistico, o teste combinatério d1, proposto por
Tibayrenc et al. (1990, 1991), adequado para o estudo de populacdes de
microrganismos eucariotas. Este teste baseia-se na hipotese nula de que a populagéo é
panmitica, que a recombinacdo genética ocorre aleatoriamente (Tibayrenc 2003; Esteves
et al. 2010b), permitindo, deste modo, avaliar e quantificar provaveis desvios a
recombinacdo aleatéria e analisar possiveis critérios de clonalidade (Tibayrenc et al.
1990; Esteves et al. 2010b).
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A observagdo da presenca de um MLG especifico em excesso, numa amostra
proveniente de determinada populacdo é, muitas vezes, uma forte indicacdo para a
ocorréncia de recombinacdo ndo aleatoria entre loci distintos (Tibayrenc et al. 1991;
Tibayrenc 2003). O nivel de significancia estatistica deste tipo de observacéo é avaliado

pelo teste d1, onde a probabilidade P, € calculada do seguinte modo:

n . .

n'x'(1—-x)"

P=Z a-07
i=m

i'!(n—1i)!

onde X representa a probabilidade da presenca do MLG, assumindo associagOes
aleatorias entre os loci, estimada pela multiplicacdo da frequéncia observada de cada um
dos loci; n representa 0 nimero total de isolados; e m representa o namero de isolados

com um determinado genotipo (Tibayrenc et al. 1990).
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3.1. Caracteristicas demograficas e clinicas da popula¢do em estudo

As informagdes epidemioldgicas de cada um dos 66 individuos em estudo, bem
como as respectivas 66 amostras de secrecGes pulmonares, previamente consideradas
positivas para P. jirovecii, foram obtidas a partir de quatro instituicdes hospitalares,
situadas no distrito de Lisboa, num periodo de 11 anos (2001-2012).

Constatou-se que a maioria dos doentes eram do sexo masculino (47/66; 71%) e
29% (19/66) eram do sexo feminino, com idades compreendidas entre os 12 e 0s 65
anos. A média das idades foi de 41 anos, enquanto a mediana foi 39.

Cerca de 95% (63/66) da populacdo era constituida por individuos adultos,
pertencentes ao grupo etario dos 25 aos 64 anos (28% com idades compreendidas entre
0s 25 e 0s 34 anos; 29% com idades entre 35 e 0s 44 anos; 24% com idades entre os 45
e 0s 54 anos; e 14% com idades entre os 55 e 0s 64 anos). Verificou-se, também, que os
restantes 5% (3/66) estavam distribuidos pelos outros trés grupos etarios formados,
sendo 1/3 da populacdo constituida por criancas (grupo etario entre os 0 e 0s 14 anos),
1/3 constituida por individuos entre os 15 e 0s 24 anos, e 1/3 constituida por doentes

com idades superior a 65 anos (Grafico 1).

_—_——_
o
o,
28%
— i
L o r
L 4407 4
. o 0-14 L Ii’ 4 W 15-34 anos
rupo etdrio 0-14 anos \ J
o r W 35-44 anos
N Grupo etério 15-24 anos - B 4554
s n
W Grupo etério 25-64 anos 5564 anes
-54 sAas
B Grupo etdrio 65 aNos ou Mais -—

Gréfico 1. Distribuicdo das idades pelos grupos etéarios definidos.

Estes individuos representavam um grupo de imunocomprometidos, constituido
por doentes seropositivos para VIH (64/66; 97%) e seronegativos para VIH (2/66; 3%)
com outras causas de imunodeficiéncia (dois doentes submetidos a terapia de

imunossupressao, devido a transplante de 6rgdo e a ocorréncia de tumor).
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Através dos dados clinicos facultados, foi possivel constatar que, apesar da
apresentacdo clinica variar sobretudo devido ao grau de imunossupressdo de cada
doente, todos apresentavam manifestacBes clinicas pulmonares. Estas e outras
informagdes relevantes, foram analisadas tendo em conta alguns critérios, considerados
importantes para o estudo, e previamente referidos em Esteves et al. (2010a, 2010b,
2012). A andlise efectuada de toda a informacdo clinica disponivel encontra-se
sumarizada no Quadro X.

Quadro X. Informacoes clinicas referentes aos doentes estudados.

Dados Clinicos NUmero (%) de Doentes
- Diagnostico clinico: 66
Sugestivo para a PPc 59 (89)
N&o sugestivo para a PPc 7(11)
- Contagem de células TCD4": 55
> 200 cél/mm® 2 (4)
200 cél/mm?® < X > 50 cél/mm? 20 (36)
< 50 cél/mm?® 33 (60)
- Regime Profilactico: 60
Anti-PPc instituido 9 (15)
N&o instituido 51 (85)
- Regime Terapéutico: 59
Anti-PPc instituido 50 (85)
N&o instituido 9 (15)
- Evolucéo Clinica: 46
Positiva 33(72)
Negativa 13 (28)

Na sua grande maioria, o diagnostico clinico era fortemente sugestivo para uma
suspeita de PPc (Quadro X). Cerca de 89% (59/66) dos doentes apresentava um quadro
clinico e radioldgico sugestivo de infeccdo pulmonar por P. jirovecii, com a presenca de
pelo menos duas das seguintes manifestac@es: sintomas como tosse ndo produtiva, febre
e/ou dispneia; baixa pressdo parcial de oxigénio (inferior a 65 mmHg); e/ou radiograma

do torax com imagem compativel com um padrdo caracteristico de PPc (infiltrado
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intersticial bilateral predominante na regido peri-hilar), sendo a frequéncia destas
manifestacdes de 95%, 69% e 91%, respectivamente (Grafico 2).

1 Imagem com infiltrado fintersticial
Rx-Toréx
1 < 65 mmH
Pal ,
1 |Tosse ndo produtiva/Febre/Dispneia
Sintomas
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Graéfico 2. Frequéncia das principais caracteristicas clinicas encontradas, referentes ao quadro clinico,
gasimetria e imagem radioldgica dos doentes analisados neste estudo, associadas com PPc.

Foram também disponibilizados, para 55 doentes, os niveis de contagem de
células TCD4" (Quadro X). Considerando que a probabilidade de manifestagdo da PPc
aumenta consideravelmente quando os niveis de contagem destas células € inferior a
200 células/mm®, a obtencdo deste parametro laboratorial permitiu verificar o risco de
desenvolvimento da infeccdo por P. jirovecii, sendo constatado que o risco associado €
baixo, moderado ou alto, quando a contagem se encontra superior a 200 células/mm?,
entre 200 e 50 células/mm? ou inferior a 50 células/mm?®, respectivamente. Apenas 4%
(2/55) dos doentes apresentavam uma contagem superior a 200 células/mm?®. Os
restantes apresentavam niveis celulares iguais ou inferiores a 200 células/mm?®, dos

quais 60% (33/55), apresentavam uma contagem igual ou inferior a 50 células/mm?®.

Dados referentes a presenca/auséncia de administracdo de medidas profilacticas
e/lou terapéuticas contra a PPc também foram considerados. De acordo com a
informacdo médica disponibilizada para 60 dos 66 doentes (Quadro X), apenas 15%
(9/60) foram submetidos a profilaxia anti-PPc com o farmaco TMP-SMZ, constatando

que a maioria (51/60; 85%) ndo recebeu qualquer tipo de intervencdo profilactica. No
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que diz respeito ao tratamento, em 85% (50/59) dos doentes para 0s quais esta
informacdo foi cedida (Quadro X), verificou-se a implementacdo de terapéutica anti-
PPc, maioritariamente através da combinagdo de farmacos TMP-SMZ (46/50; 92%) e
sulfadiazina-pirimetamina (4/50; 8%).

Foi possivel obter ainda a informacdo adicional sobre a evolugdo da situacdo
clinica em 46 doentes submetidos ao tratamento (Quadro X). Em 72% (33/46) dos
casos, verificou-se uma melhoria progressiva e evolugdo clinica positiva, provavelmente
devido a uma resposta favoravel a terapéutica anti-PPc aplicada, e sobrevivéncia de pelo
menos quatro semanas depois do diagnostico. Nos restantes 28% (13/46) a evolucdo
clinica foi negativa. Nestes casos, ou 0 doente ndo apresentou melhorias significativas
apos instituicdo da terapéutica, apresentando uma resposta pouco favoravel mesmo

depois de 10 dias de tratamento, ou acabou por falecer durante o episodio clinico.
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3.2. Diagnostico laboratorial

A positividade das amostras (N=66) foi confirmada através do diagndstico
laboratorial efectuado pela técnica de IFI com AcM, para a identificacdo de formas
morfoldgicas quisticas de P. jirovecii, e/ou pela técnica nested-PCR, ap6s extrac¢do de
DNA, para a amplificacdo e deteccdo do gene mtLSU rRNA de P. jirovecii.
Verificou-se que 86% (57/66) das amostras foram confirmadas como sendo positivas
para P. jirovecii através do diagnostico parasitolégico e molecular, engquanto as
restantes (9/66; 14%) amostras apenas foram confirmadas como sendo positivas para
P. jirovecii pelo diagnéstico molecular (tendo sido, portanto, negativas pelo exame

parasitologico).

Considerando os resultados obtidos pelo diagndstico laboratorial, foi possivel
proceder a determinacdo da carga parasitaria em cada uma das amostras/isolados
analisados, atraves da informacdo fornecida pelo Quadro Il (disponivel na seccdo
“2.3.3. Determinagdo da carga parasitaria” no capitulo “2. Material ¢ Métodos”). Deste
modo, em 14% (9/66) dos isolados foi encontrada uma carga parasitaria baixa, em 45%
(30/66) dos isolados foi encontrada uma carga parasitdria moderada e 0s restantes

(27/66; 41%) isolados apresentavam uma carga parasitaria alta.

Tendo novamente em consideracdo o0s resultados referentes ao diagndstico
laboratorial e os dados clinicos disponibilizados, foi possivel verificar que, dos
espécimes pulmonares analisados, 89% (59/66) considerados positivos pela IFI e/ou
nested-PCR, com carga parasitaria baixa/moderada/alta, foram provenientes de doentes
com diagnostico clinico sugestivo de PPc; 6% (4/66) considerados positivos pela IFI e
nested-PCR, com carga parasitaria moderada/alta foram obtidos a partir de doentes com
diagnostico clinico ndo sugestivo de PPc; e 5% (3/66), considerados negativos pela IFI
e positivas pela nested-PCR, com carga parasitaria baixa, foram provenientes de doentes
com diagndstico clinico ndo sugestivo de PPc. Esta descricdo permitiu a formacdo de

trés grupos distintos de doentes, definidos no Quadro XI.
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Quadro XI. Definigdo dos grupos tendo em conta os resultados obtidos laboratorialmente e o diagndstico
clinico de cada doente.

Diagndstico
Grupo Laboratorial Diagnéstico Clinico Carga Parasitéria N (%)
IFI PCR
A . " Sugestivo de PPc Ba'xa’m;’:erada’ 59 (89)
B + + N&o sugestivo de PPc Moderada a Alta 4 (6)
C - + N&o sugestivo de PPc Baixa 3(5)

+: resultado positivo; -: resultado negativo; N: ndmero de individuos;

Tendo em conta a informagéo disponibilizada no Quadro XI, verifica-se que o
grupo A foi constituido por doentes com casos de PPc confirmada; o grupo B foi
constituido por doentes com apresentacdo atipica de PPc, e o grupo C foi constituido
por doentes colonizados por P. jirovecii, e que deste modo apresentam uma infeccao

subclinica.
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3.3. Seleccdo dos marcadores genéticos mais informativos

A seleccdo dos marcadores genéticos, com interesse epidemioldgico, de entre as
regides gendmicas mtLSU rRNA, SOD, CYB, DHPS e DHFR, foi baseada numa
pesquisa bibliogréfica sobre os cinco marcadores genéticos envolvidos, e através de um
estudo genético prévio para a analise de sequéncias, dos genes CYB e DHPS, com o
intuito de proceder a caracterizacdo destas regiGes, em alguns isolados disponibilizados
para o efeito (cujos principais resultados serdo descritos nesta seccao).

Seleccionou-se trés dos marcadores mencionados anteriormente, nomeadamente,
0s genes mtLSU rRNA, SOD e DHPS, devido a presenga de SNPs que foram
previamente considerados relevantes a nivel clinico, em estudos epidemiolégicos, e que
apresentavam uma prevaléncia relativamente elevada na populacdo alvo deste estudo,
com implicagdes na severidade da infeccéo, evolugéo clinica, ou mesmo em fenémenos
de resisténcia a farmacos (ver sec¢ao “4.2. Seleccao dos marcadores genéticos mais

informativos” do capitulo “4. Discussdo e Conclusdes™).

3.3.1. Analise e caracterizacao genética de isolados - locus CYB

Neste estudo, a analise do gene CYB foi efectuada somente em 78% (35/45) dos
isolados. Nos restantes 22% (10/45) dos isolados ndo foi possivel proceder a esta
analise devido a insuficiente quantidade de DNA disponivel. Estes foram submetidos a
uma reaccdo de PCR, para a amplificacdo de um fragmento com 639 pb do gene CYB,
onde mais de metade (25/35; 71%) foram amplificados com sucesso, e submetidos a

sequenciacao directa.

Os resultados obtidos por sequenciacdo foram cuidadosamente analisados e cada
sequéncia consenso do gene obtida, referente a cada um dos isolados, foi comparada,
com sequéncias do gene CYB disponiveis na base de dados do GenBank, de modo a

serem caracterizadas.

Constatou-se a presenca de sequéncias idénticas a sequéncia descrita por Walker
et al. (1998), previamente definida pela sequéncia wild-type do gene CYB (AN.
AFQ074872), em 52% (13/25) dos isolados. A identificacdo de sequéncias com mutacdes
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pontuais, nomeadamente nas posi¢des nucleotidicas 279, 516, 547, 566 e 838 do gene
CYB, foi verificada em 36% (9/25) dos isolados. Trés destas sequéncias caracterizadas
apresentavam simultaneamente os polimorfismos nas posi¢des nucleotidicas 279 e 516.
Por ultimo, em 12% (3/25) dos isolados caracterizados foi verificada a presenca de
sequéncias mistas, definidas pela presenca de mais do que uma base numa mesma
posicdo nucleotidica. Especificamente, cada um destes isolados possuiam uma
combinacéo entre sequéncias do tipo wild-type e polimorficas, e apresentavam variagdes
em uma de trés posi¢cdes nucleotidicas, nas posi¢es 516 (C/T), 547 (C/T) ou 838 (C/T).

De entre os 25 isolados caracterizados, para a sequéncia nucleotidica
correspondente ao gene CYB, verificou-se a presenca de quatro sequéncias nunca antes
reportadas, tendo sido por isso submetidas e registadas na base de dados do GenBank
com 0s AN. JX292733, JX292734, JX292735 e JX292736 (Figura 15).

As novas sequéncias JX292733 e JX292736, com 581 pb e 598 pb
respectivamente, apresentavam 99% de homologia com a sequéncia publicada no
GenBank pelo AN. AF074871. A diferenca esta numa Unica variacdo nucleotidica
encontrada, a substituicdo de um C para um T, na posicdo 547 na sequéncia JX292733
(Figura 15.A) e na posicao 516 na sequéncia JX292736 (Figura 15.B).

As outras duas sequéncias JX292734 e JX292735 aqui caracterizadas
apresentavam 99% de identidade, em 595 pb e 589 pb respectivamente, com a
sequéncia do gene CYB disponivel no GenBank com o AN. EU979567. As sequéncias
JX292734 e JX292735 sdo distintas da sequéncia EU979567 na mesma regido
nucleotidica, mais concretamente na posicdo 348, devido a substituicdo, de um
nucledtido G para um nucledtido A (Figura 15.C e Figura 15.D). A sequéncia
JX292735 também se distingue pela presenca de outra variacdo nucleotidica, na posicéo

279 (substituicdo de uma C para uma T) (Figura 15.D).
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Através da analise e do alinhamento de sequéncias do gene CYB também foi
possivel verificar a presenca de determinados SNPs previamente identificados em
estudos de caracterizacdo genética deste gene (Walker et al. 1998; Kazanjian et al.
2001; Takahashi et al. 2002b; Esteves et al. 2010a, 2010b) (Quadro XII).

Quadro XII. Identificacdo dos SNPs encontrados nas posi¢cdes nucleotidicas 279, 516, 547, 566 e 838,
bem como as suas respectivas frequéncias, apds caracterizacdo genética de sequéncias do gene CYB em
isolados de P. jirovecii.

Posicao (|de,n'_udade) Num_ero (%) dos SNPs Frequéncia dos SNPs
nucleotidica isolados
279 (C) 22 (88) CYB279C 88%
279 (C>T) 3(12) CYB279T 12%
516 (C) 19 (76)
CYB516C 7%
516 (C>T) 5 (20)
CYB516T 23%
516 (C/T)* 14
547 (C) 22 (88)
CYB547C 88%
547 (C=>T) 2(8)
CYB547T 12%
547 (CIT)* 1(4)
566 (C) 24 (96) CYB566C 96%
566 (C>T) 1(4) CYB566T 4%
838 (C) 23 (92)
CYB838C 92%
838 (C>T) 14
CYB838T 8%
838 (CIT)* 1(4)

*Polimorfismos contabilizados duas vezes, para o calculo da frequéncia, por pertencerem a isolados que
contém mais do que uma base para a mesma posi¢cdo nucleotidica. Isolados com mais do que um
gendtipo.

A negrito encontram-se representados os SNPs caracteristicos da sequéncia wild-type do gene CYB.

“->” representa a variacdo nucleotidica encontrada. “/”” indica a existéncia de duas entidades nucleotidicas
na mesma posicao.

Os SNPs mais prevalentes sdo aqueles caracteristicos da sequéncia wild-type do
gene CYB, com frequéncias que variam entre 77% (para o SNP CYB516C) a 96% (para
0 SNP CYB566C).
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A maioria das varia¢des nucleotidicas encontradas compreende polimorfismos
sinbnimos, de entre os quais, o0 SNP CYB516T é o mais representativo com uma
frequéncia de 23%, seguindo pelos SNPs CYB279T e CYB547T, ambos com uma
frequéncia de 12%. Também foi verificada a presenca de variagdes que resultam em
SNPs ndo-sinénimos, nomeadamente a variacdo nucleotidica C>T encontrada nas
posicOes 566 e 838. A presenca do SNP CYB566T conduz a uma alteracdo do
aminoécido Ser, no coddo 189, para o aminoacido Leu; e a presenca do SNP CYB838T
resulta na substituicdo do aminoéacido Leu para Phe no coddo 280. No entanto, estes
SNPs, CYB566T e CYB838T, foram 0s menos representativos entre os isolados
caracterizados, com frequéncias relativamente baixas, entre 0os 4% e 0s 8%,

respectivamente.

3.3.2. Analise e caracterizacao genética de isolados - locus DHPS

O gene DHPS foi amplificado pela PCR em 84% (38/45) dos isolados, sendo o
fragmento do gene amplificado com 240 pb, posteriormente sequenciado e analisado

€COm Sucesso.

As sequéncias obtidas foram comparadas com sequéncias do gene DHPS de
P. jirovecii disponiveis no GenBank, com o auxilio da ferramenta bioinformatica
BLAST, de forma a verificar a existéncia de regides similares e a presenca de eventuais
polimorfismos. Através desta comparacdo, foi possivel verificar que a totalidade das
sequéncias analisadas foram 100% semelhantes as sequéncias encontradas na base de

dados.

Constatou-se que a maioria das sequéncias obtidas neste estudo (33/38; 87%),
eram homologas a sequéncia wild-type do gene DHPS descrita por Lane et al. (1997)
(AN. U66282), e que 8% (3/38) dos isolados caracterizados apresentavam mutacdes em
duas regides nucleotidicas, na posicdo 165 e 171, considerados duplos mutantes. Os
restantes isolados (2/38; 5%) apresentavam ambos os genotipos referidos anteriormente,
sequéncia wild-type e variacdo nucleotidica nas posicdes 165 (A/G) e 171 (C/T), sendo
portanto, considerados como isolados com sequéncias mistas, representativas de

populacdes heterogéneas de microrganismos.

Né&o foram observadas quaisquer outras varia¢des nucleotidicas.
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No Quadro XIlIl encontram-se representados os SNPs identificados neste
estudo, previamente descritos por Lane et al. (1997), apds a anélise e alinhamento das
sequéncias do gene DHPS.

Quadro XIII. Identificagdo dos SNPs encontrados nas posi¢des nucleotidicas 165 e 171, bem como as
suas respectivas frequéncias, apos caracterizacao genética de sequéncias do gene DHPS em isolados de P.
jirovecii.

s . , o
Posigao (lde,npdade) Num_ero (%) dos SNPs Frequéncia dos SNPs
nucleotidica isolados
165 (A) 33 (87)
DHPS165A 87%
165 (A>G) 3(8)
DHPS165G 13%
165 (A/G)* 2(5)
171 (C) 33(87)
DHPS171C 87%
171 (C>T) 3(8)
DHPS171T 13%
171 (C/T)* 2(5)

*Polimorfismos contabilizados duas vezes, para o calculo da frequéncia, por pertencerem a isolados que
contém mais do que uma base para a mesma posi¢cdo nucleotidica. Isolados com mais do que um
gendtipo.

A negrito encontram-se representados os SNPs caracteristicos da sequéncia wild-type do gene DHPS.

“>” representa a varia¢do nucleotidica encontrada. “/” indica a existéncia de duas entidades nucleotidicas
na mesma posicao.

Como indicado no quadro acima, os SNPs DHPS165A e DHPS171C,
caracteristicos de sequéncias wild-type do gene DHPS, sdo 0s mais representativos entre
os isolados, com uma frequéncia de 87% (Quadro XIII). As Unicas variacOes
encontradas, caracterizavam-se por serem polimorfismos ndo sinénimos, e situam-se
nas posicdes nucleotidicas 165 (A > G) e 171 (C - T), que resultam numa alteracao
aminoacidica, de uma Thr para Ala na posi¢do correspondente ao coddo 55 e numa
alteracdo aminoacidica, de uma Pro para uma Ser referente ao coddo 57,
respectivamente. Estes SNPs, DHPS165G e DHPS171T, apresentavam uma prevaléncia
entre os isolados de 13% (Quadro XII1).
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3.4.  Amplificacdo pela MPCR

Neste estudo, foi optimizado um protocolo para a amplificacdo simultanea de
trés fragmentos de DNA, provenientes de trés regides genomicas distintas de P.
jirovecii (mtLSU rRNA, SOD e DHPS), consideradas como marcadores genéticos da

infecgdo, através da utilizagdo da técnica de MPCR de alto rendimento.

A validagdo deste protocolo iniciou-se com a escolha dos trés conjuntos de
primers (PAZ 102-X — PAZ 102-E; SODFw2 — SODRw3; DHPSFwl — DHPSRw1)
especificos para a amplificacdo de cada uma das regibes gendmicas de interesse. As
sequéncias de cada um dos seis primers foram analisadas no programa bioinformatico

OligoAnalyzer 3.1 (http://eu.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/) onde foi

constatado a baixa complementariedade existente entre cada sequéncia de primers bem
como a reduzida probabilidade de formag&o de estruturas secundarias (hairpin) e
dimeros de primers. Para a verificacdo da eficiéncia de amplificacdo, cada par de
primers foi testado em trés reacgdes de PCR simples, efectuadas paralelamente e nas
mesmas condi¢des referidas anteriormente na secgao “2.5.1. Amplificagdao pela MPCR”
no capitulo “2. Material e Métodos”, para a amplificagdo dos trés genes de interesse

individualmente.

A Figura 16 representa os resultados obtidos, por electroforese em gel de
agarose, onde foi possivel comprovar a eficiéncia dos trés pares de primers através da
visualizacdo dos fragmentos com tamanhos especificos, nomeadamente, 240 pb para a
amplificacdo do gene DHPS com o par de primers DHPSFw1 — DHPSRw1, 304 pb para
a amplificacdo do gene mtLSU rRNA com o par de primers PAZ 102-X — PAZ 102-E, e
448 pb para a amplificacdo do gene SOD com o par de primers SODFw2 — SODRw3.
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400 pb
300 pb
200 pb
100 pb

Figura 16. Electroforese em gel de agarose (1%) dos produtos de amplificacdo pela PCR dos genes
DHPS, mtLSU rRNA e SOD em isolados de P. jirovecii. Po¢o 1: Gene DHPS (240 pb); Poco2: Gene
mtLSU rRNA (304 pb); Poco3: Gene SOD (448 pb); Pogo 4: Controlo negativo; Poco 5: Marcador de
peso molecular de 100 pb (Gene Ruler™ - Fermentas).

Apo6s verificacdo e andlise dos pares de primers seleccionados, foi possivel
iniciar a optimizacdo do protocolo de MPCR. Numa primeira fase, um ciclo de MPCR
foi implementado com as mesmas condicdes de reaccédo utilizadas para os PCR simples,
e com concentracfes equimolares dos pares de primers. A analise dos resultados sugeriu
alteracdes nas condicdes ciclicas utilizadas e a um ajuste na concentracdo dos primers,
que conduziu ao protocolo optimizado, descrito na sec¢ao “2.5.1. Amplificagdo pela
MPCR” ¢ no “Quadro IX.Programa C” no capitulo “2. Material ¢ Métodos”. Esta
optimizacdo dependeu fortemente da temperatura de ligacdo utilizada. A diminuicdo de
2°C (de 60°C para 58°C) facilitou a amplificacdo dos trés fragmentos simultaneamente
e, como esperado, os produtos com 240 pb, 304 pb e 448 pb, que correspondem aos
fragmentos dos genes DHPS, mtLSU rRNA e SOD, respectivamente foram
amplificados, com sucesso, nos 66 isolados submetidos ao protocolo MPCR. O ajuste
na concentragdo dos primers (de 0,7 uM para 0,5 UM para o par PAZ 102-X — PAZ
102-E; de 0,7 uM para 1,2 uM para o par SODFw2 — SODRw3; e de 0,7 UM para o par

DHPSFwl — DHPSRwl) foi efectuado principalmente para evitar a amplificacdo
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preferencial de fragmentos, o que também resultou numa diminuiu de formacdo de

produtos pouco visiveis e com fraca intensidade.

Na Figura 17 encontra-se representado um resultado da amplificagdo simultanea
dos genes DHPS, mtLSU rRNA e SOD pelo protocolo MPCR utilizado.

400 pb
300 pb

200 pb
100 pb

Figura 17. Electroforese em gel de agarose (1.5%) dos produtos de amplificagdo multiplex dos genes
DHPS, mtLSU rRNA e SOD em isolados de P. jirovecii. Pogo 1: Controlo positivo; Poco 2-5: MPCR
dos genes DHPS (240 pb), mtLSU rRNA (304 pb) e SOD (448 pb). Pogo 6: Controlo negativo;
Pogo 7: Marcador de peso molecular de 100 pb (Gene Ruler™ - Fermentas).
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3.5. Genotipagem pela técnica SBE

Para a genotipagem dos cinco SNPs seleccionados (mt85, SOD110, SOD215,
DHPS165 e DHPS171), previamente associados com parametros da infeccdo por
P. jirovecii, foi necesséario proceder a optimizacdo da técnica SBE num formato

multiplex, que possibilitasse a sequenciagdo simultanea dos polimorfismos de interesse.

A utilizacdo desta técnica foi dirigida aos produtos de MPCR, obtidos ap6s
amplificacdo dos trés loci (mtLSU rRNA, SOD e DHPS) do genoma de P. jirovecii, que
flaqueiam os SNPs seleccionados.

O protocolo do ensaio SBE, em formato multiplex, para este estudo, comecou a
ser desenvolvido com a aquisicdo de cinco TAG-Primer SBE escolhidos
especificamente através de alguns critérios, ja referidos na seccdo “2.5.4. Sequenciacao
pela SBE” no capitulo “2. Material e Métodos”. Para a optimizacdo do ensaio de
reaccdo SBE, foi crucial que cada TAG-Primer SBE utilizado estivesse na sua
concentragdo Optima. Os melhores resultados foram obtidos para concentragbes de
TAG-Primer SBE entre os 0,5 uM e 1,5 uM, seguindo o programa térmico ciclico
indicado pelo fabricante do kit comercial GenomedLab™ SNPStart Primer Extension kit
(Beckman Coulterg). A optimizacdo do ensaio permitiu garantir a formacéo de produtos
SBE com optima qualidade e com boa intensidade de fluorescéncia, minimizando a

formacdo de produtos inespecificos.

Os resultados foram visualizados através da técnica de electroforese capilar, com
0 auxilio de um sequenciador automatico, onde foi possivel detectar cinco picos
distintos correspondentes a cada um dos produtos SBE formados. Cada produto teve
origem a partir de um TAG-Primer SBE especifico e da incorporacdo de um ddNTP
complementar e diferencialmente marcado, na posi¢do nucleotidica do SNP. Os cinco
picos detectados, por electroforese capilar, identificam os cinco SNPs em estudo, e
representam a dimensdo dos diferentes TAG-Primer SBE utilizados e as diferentes
fluorescéncias emitidas pela incorporacdo do ddNTP marcado com fluoréforos
especificos. Deste modo, a deteccdo de picos com dimensbes proximas de 47
nucleotidos, com fluorescéncia amarela (representada pela cor preta), vermelha ou azul,
correspondiam aos SNPs mt85C, mt85A ou mt85T, respectivamente; a detecgdo de picos

com dimensdes proximas de 55 nucledtidos, com fluorescéncia vermelha ou verde,
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correspondiam aos SNPs DHPS165A ou DHPS165G, respectivamente; a detecgdo de
picos com dimensdes proximas de 64 nucledtidos, com fluorescéncia vermelha ou
verde, correspondiam aos SNPs SOD215T ou SOD215C respectivamente; a
identificacdo de picos com dimensBes proximas de 75 nucledtidos, com fluorescéncia
amarela (representada pela cor preta) ou azul, correspondiam aos SNPs SOD110C ou
SOD110T respectivamente; e a identificacdo de picos com dimensfes proximas de 82
nucledtidos, com fluorescéncia verde ou vermelha, correspondiam aos SNPs
DHPS171C ou DHPS171T respectivamente.

A Figura 18 representa um resultado caracteristico obtido atraves da técnica de

genotipagem SBE em formato multiplex, por electroforese capilar, aplicada neste

estudo.
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Figura 18. Cromatograma obtido por sequenciacdo SBE através de electroforese capilar, para a
genotipagem multilocus dos SNPs mt85, SOD110, SOD215, DHPS165 e DHPS171, de um isolado de P.
jirovecii. Os picos de fluorescéncia correspondem aos SNPs mt85T, DHPS165A, SOD215C, SOD110T e
DHPS171C. Os picos de dimensdes nucleotidicas de 13 e 88 nucleétidos, com fluorescéncia vermelha,
representam o marcador molecular (Size Standard 80).

Através desta sequenciacdo, pela técnica SBE, foi possivel genotipar todos os 66
isolados introduzidos no estudo. Em cada isolado submetido a técnica SBE, cinco SNPs
foram genotipados. Para os 66 isolados de P. jirovecii, um total de pelo menos 330

SNPs foram identificados, analisados e caracterizados.
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Com os resultados da genotipagem multilocus, apresentados no Quadro XIV.A,
foi possivel obter as frequéncias alélicas de cada um dos cinco SNPs (Quadro XIV.B) e
determinar, teoricamente, os MLG presentes nos isolados analisados (Quadro XV).

Quadro XIV. Resultados da genotipagem multilocus dos cinco SNPs considerados relevantes para o
estudo (A) e respectivas frequéncias (B), apds sequenciacdo por SBE.

A i B  Frequéncia dos SNPs
SNP ,\Iﬂm%ﬂ?ﬁa N (%) dos isolados
SNP N (%)
c 20 (30)
A 17 (26)
mt85C 28 (34)
T 12 (18)
mies mt85A 32 (38)
mt85T 23 (28)
AT 9 (14)
c 22 (33)
SOD110C 29 (40)
SOD110 T 37 (56)
SOD110T 44 (60)
T 16 (24)
SOD215T 29 (37)
SOD215 C 37 (56)
SOD215C 50 (63)
T/C* 13 (20)
A 59 (89)
DHPS165A 61 (90)
DHPS165 G 5(8)
DHPS165G 7 (10)
AIG* 2(3)
c 59 (89)
DHPS171C 62 (90)
DHPS171 T 46)
DHPS171T 7 (10)
CIT* 3(5)

*Polimorfismos contabilizados duas vezes, para o calculo da frequéncia, por pertencerem a isolados que
contém mais do que uma base para a mesma posicdo nucleotidica. Isolados com mais do que um
gendtipo.

“/” indica a existéncia de duas entidades nucleotidicas na mesma posicdo; N: nimero de individuos.

Pela observacdo dos resultados de genotipagem (Quadro XIV.A) constatou-se

que, na populacdo dos isolados em estudo, todas as formas alélicas caracterizadas para
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os cinco SNPs, encontravam-se presentes. Também foi possivel constatar que muitos
dos isolados analisados apresentavam, em determinados SNPs, mais do que um
nucleédtido, evidenciando a existéncia de infeccdes mistas, com a presenca de mais do

que um gendtipo do microrganismo.

Em termos de frequéncia, e considerando o SNP mt85, verificou-se que mt85A e
mt85C sdo os alelos mais frequentes, com distribuicbes de 38% e de 34%
respectivamente, seguido pelo mt85T com uma frequéncia de 28% (Quadro XIV.B).
Em relacdo aos SNPs do gene SOD, verificou-se que o0 SNP SOD110 possuia uma
frequéncia de distribuicdo de 60% para SOD110T e de 40% para SOD110C; e que 0
SNP SOD215 possuia uma frequéncia de distribuicdo de 63% para SOD215C e de 37%
para SOD215T (Quadro XIV.B). Por altimo, os SNPs presentes no locus DHPS,
DHPS165 e DHPS171, representam frequéncia alélicas de 90% para DHPS165A e
DHPS171C e de 10% para DHPS165G e DHPS171T (Quadro XIV.B).

Também foi tida em conta a anélise dos possiveis MLGs presentes na populacao
de isolados de P. jirovecii deste estudo. Vinte e nove MLGs foram facilmente
determinados (Quadro XV). Cerca de 56% (37/66) dos isolados caracterizados
continham apenas um tipo de MLG, o que pode evidenciar a presenga de um Unico
subtipo de P. jirovecii. Treze dos 29 MLGs determinados (MLG3, MLG5, MLGS6,
MLG7, MLG10, MLG11, MLG12, MLG13, MLG14, MLG17, MLG18, MLG22 e
MLG29) foram identificados neste tipo de isolados. Em contrapartida, os restantes 44%
(29/66) dos isolados, podem apresentar mais do que um gendtipo de P. jirovecii, uma
vez que, pela analise dos resultados da genotipagem, constatou-se a presenca de
sequéncias complexas caracterizadas pela existéncia de mais do que um alelo num
mesmo SNP. A maioria (19/29; 66%) destes isolados, apresentavam sequéncias
complexas que determinam a presenca de pelo menos dois gendtipos distintos, sendo
que, em alguns isolados, devido a complexidade verificada, foi possivel determinar a

presenca de mais do que cinco MLGs putativos.

Como € possivel verificar no quadro seguinte (Quadro XV), a frequéncia de
cada MLG variou entre 1 a 14%, sendo os MLG5, MLG7, MLG10 e MLG13, aqueles

que apresentam frequéncias superiores a 10%.
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3.6. Analise estatistica

A variabilidade genética de P. jirovecii foi estudada através de uma abordagem
estatistica para verificar a possivel existéncia de associacdes entre 0s SNPs/MLGs e
parametros demograficos e clinicos da PPc, bem como entre os SNPs identificados.
Toda esta analise foi efectuada a partir de variaveis qualitativas pelo programa SPSS,
através do teste x* ou o teste exacto de Fisher.

Os isolados caracterizados contendo uma mistura de genétipos, ou seja, com
mais do que uma forma alélica em determinado SNP, foram contabilizados pelo nimero
de gendtipos que apresentavam, contribuindo mais do que uma vez para a analise

estatistica.

3.6.1. Analise estatistica descritiva entre os SNPs e dados demograficos e clinicos

Os Quadros XVI, XVII, XVIII e XIX sumarizam os resultados obtidos entre a
distribuicdo das frequéncias dos SNPs, em relacdo aos dados demogréaficos e clinicos
dos doentes. Estes resultados foram analisados com o intuito de verificar provaveis
associagdes estatisticas entre 0s SNPs e 0s parametros mais importantes da infeccdo por
P. jirovecii. As informacGes mais relevantes, obtidas ap0s a andlise estatistica, seréo

referidas ao longo desta seccao.

Primeiramente, nenhuma associacdo estatistica entre as distribuicbes dos SNPs
em relacdo ao grupo etario, dos doentes incluidos neste estudo, foi verificada (Quadro
XVI). Em relacdo ao genero, uma variacdo na distribuicdo alélica do SNP mt85,
aparentemente relevante, foi constatada. A frequéncia de mt85T em isolados de doentes
do sexo feminino é relativamente superior (10 isolados; 43%; P=0,05) quando
comparada com as frequéncias encontradas para mt85C (8 isolados; 30%) e mt85A (6
isolados; 19%) (Quadro XVI). VariacGes semelhantes também foram verificadas nos
restantes SNPS, em que SOD110T e SOD215C, DHPS165G e DHPS171T s&o menos
frequentes em isolados de doentes do sexo masculino, em relacdo a SOD110C e
SOD215T, DHPS165A e DHPS171C que sdo os mais frequentes (Quadro XVI).

Alguns dos resultados também sugerem uma importancia ao nivel da

distribuicdo alélica do SNP mt85 do gene mtLSU rRNA, relacionada com determinadas
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épocas do ano. Uma associagao estatisticamente significativa entre mt85C e isolados
provenientes de amostras recolhidas entre os meses de Marco a Junho (11 isolados;
39%; P=0,006) foi verificada, enquanto mt85A (4 isolados; 13%; P=0,05) e mt85T (3
isolados; 13%) sé@o menos frequentes em isolados recolhidos na mesma altura do ano
(Primavera), sendo mais comuns em isolados recolhidos em outras estagdes do ano
(Quadro XVI).

Do ponto de vista clinico, e considerando a informacéo referente ao diagndstico
clinico (Sugestivo/Nao sugestivo para a PPc), verificou-se que os SNPs DHPS165G (7
isolados; 100%) e mt85T (22 isolados; 96%) sdo os que apresentam uma frequéncia
mais elevada entre isolados de doentes com diagndstico clinico sugestivo para PPc
(Quadro XVII). Em relagdo ao pardmetro laboratorial contagem de células TCD4",
DHPS171T (5 isolados; 100%), SOD215T (16 isolados; 67%) e mt85T (11 isolados;
65%) sdo os trés SNPs que possuem frequéncias alélicas mais elevada entre os isolados
de doentes que possuem contagens celulares TCD4" inferiores a 50 células/mm?
(Quadro XVII). No entanto, nenhuma correlacdo estatisticamente significativa foi
verificada entre os SNPs referidos, ou entre os restantes SNPs, com 0s parametros

clinicos mencionados anteriormente.
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Considerando a distribuicdo alélica dos SNPs com as informacdes
disponibilizadas dos doentes em relagdo aos regimes profilactico e terapéutico
aplicados, bem como em relacdo a evolucdo clinica, ndo se verificaram associacdes
estatisticas significativas. Entretanto, DHPS165G e DHPS171T parecem ser mais
frequentes em isolados de doentes com terapia anti-PPc instituida (ambos em 6
isolados; 86%). DHPS171T também parece estar relacionado com uma evolugdo clinica
negativa, apresentando a frequéncia mais elevada, em termos de distribuicdo alélica (2
isolados; 40%) em comparagdo com os restantes SNPs, enquanto que mt85C parece ser
0 SNP menos associado com uma evolucao clinica negativa (2 isolados; 11%) estando
mais frequentemente relacionado com isolados de doentes com uma evolugdo clinica
positiva (17 isolados; 89%) (Quadro XVIII).

Continuando a analise através do Quadro XIX, e tendo em conta a informacéo
para cada um dos locus em estudo (mtLSU rRNA, SOD e DHPS), em relacdo a carga
parasitaria, verifica-se, que 0s SNPs mt85C, SOD110T e SOD215C sdo mais comuns
em isolados com carga parasitaria baixa (mt85C — 6 isolados; 21%, SOD110T -7
isolados; 16%, ¢ SOD215C- 7 isolados; 14%). Ainda, verificou-se que mt85C &
significativamente mais frequente em isolados com carga parasitaria baixa a moderada
(22 isolados; 79%; P=0,006) do que em isolados com carga parasitaria alta (6 isolados;
21%; P=0,006). Em relacdo aos outros alelos, mt85A e mt85T, SOD110C e SOD215T,
provavelmente estardo relacionados com cargas parasitarias altas (mt85A—13 isolados;
41% / mt85T — 16 isolados; 70%; P=0,001 / SOD110C — 12 isolados; 14% / SOD215T—
12 isolados; 14%). Também os SNPs DHPS165A e DHPS171C sdo detectados com
maior frequéncia em isolados com cargas parasitarias altas (ambos com 26 isolados;
43% e 42% respectivamente). mt85T foi estatisticamente associado com isolados de
doentes que ndo possuem carga parasitaria baixa a moderada (16 isolados; 70%;
P=0,001), o que comprova o que ja foi referido, que este SNP esta associado com carga
parasitarias altas. Por fim, nenhuma associacédo relevante foi verificada entre os grupos
clinicos e SNPs especificos. As constatacdes a serem mencionadas prendem-se com o
facto de que todos os isolados com o SNP DHPS165G foram classificados no grupo de
doentes com caso de PPc confirmada (grupo A), e que todos os doentes classificados no
grupo C (doentes colonizados por P. jirovecii) possuiam isolados com o SNP mt85C
(Quadro XIX).
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Resultados

0s resultados mais relevantes da distribuicdo dos MLGs mais frequentes, pelos dados

demograficos e clinicos tendo-se verificado associacdes estatisticamente significativas.

O parametro demogréafico relacionado com o periodo de colheita da amostra
demonstrou ser estatisticamente importante entre alguns MLGs (Quadro XX). Isolados
caracterizados com 0 MLGS5 estdo significativamente mais associados com periodos de
colheita das amostras entre 0os meses correspondentes as estacdes do ano Primavera,
Verdo e Outono do que nos meses de Inverno (1 isolado; 6%; P=0,027). O mesmo
acontece com isolados identificados com o MLG13, os quais foram detectados entre o
periodo compreendido pelos meses de Verdo a Inverno, ndo sendo detectado em
nenhum isolado pertencente a amostras colhidas na Primavera (0 isolados; 0%;
P=0,028). J& o MLG12 encontra-se estatisticamente associado com 0s meses de
Setembro a Dezembro (Outono), uma vez que todos os isolados com este MLG foram
colhidos neste periodo do ano (3 isolados; 100%; P=0,015) (Quadro XX).

O MLGS5 também foi significativamente associado com o diagnostico clinico de
PPc. Diagnostico clinico sugestivo foi menos comum em doentes que apresentavam
uma infeccdo por P. jirovecii com o MLG5 (13 isolados, 72%, P=0,030), quando
comparado com o grupo das restantes combinagdes multilocus identificadas em outros
isolados (Quadro XX).

Por ultimo, associacdes entre MLGs e a carga parasitaria também foram
observadas. A frequéncia de MLG5 foi significativa entre isolados com carga
parasitaria baixa (5 isolados; 28%; P=0,05). MLG9 foi mais comum em isolados com
carga parasitaria moderada (5 isolados; 100%; P=0,017). MLG13 foi mais frequente em

isolados com carga parasitaria alta (10 isolados; 72%; P=0,009).
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Resultados

3.6.3. Andlise estatistica descritiva entre os SNPs

Uma das abordagens efectuadas neste estudo foi a andlise de correlagdo
estatistica entre os SNPs. Através desta analise foi possivel verificar algumas
associagdes estatisticamente significativas, nomeadamente entre os SNPs SOD110T e
SOD215C, SOD110C e SOD215T, DHPS165A e DHPS171C, e entre DHPS165G e
DHPS171T.

SOD110T foi mais frequente entre isolados com SOD215C. De facto, 42 dos 50
isolados que apresentavam SOD110T também continham o SNP SOD215C (96%;
P<0,001). Do mesmo modo, 26 dos 29 isolados que apresentavam o SNP SOD110C
também apresentavam o SNP SOD215T (90%; P<0,001), sendo que SOD110C foi mais
frequente entre isolados com SOD215T.

A associagéo encontrada entre DHPS165A e DHPS171C também indica que esta
combinagédo é frequente entre os isolados. Sessenta dos 61 isolados caracterizados com
0 SNPs DHPS165A também apresentavam o SNP DHPS171C (98%; P=0,001), da
mesma forma que o SNP DHPS165G foi mais comum entre isolados com DHPS171T
(em 5 dos 7 isolados; 71%; P<0,001).

A andlise efectuada atraves do programa SNPStats permitiu demonstrar
significativamente (P<0,001) que os SNPs nas bases 110 e 215 do gene SOD, assim
como 0s SNPs nas bases 165 e 171 do gene DHPS encontram-se em desequilibrio de

ligacdo.
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3.7. Andlise genética

A estrutura da populacéo dos isolados de P. jirovecii deste estudo foi analisada a
partir de um teste estatistico combinatério proposto por Tibayrenc et al. 1990,
correntemente denominado por d1. Este teste é normalmente implementado para
verificar a existéncia de associacbes ndo aleatdrias entre diferentes marcadores
genéticos. Neste caso, foi calculado para verificar a probabilidade de ocorréncia de
associacOes entre os loci polimérficos mtLSU rRNA, SOD e DHPS, de P. jirovecii,
através dos resultados obtidos dos MLGs putativos identificados a partir dos trés loci

referidos.

A aplicacéo do teste foi efectuada em 10 MLGs (MLG5, MLG6, MLG7, MLGS,
MLG9, MLG10, MLG11, MLG13, MLG14, MLG15) escolhidos por serem 0s mais
representativos, com frequéncias de distribuicdo superiores a 2% (ver Quadro XV,

secgdo “3.5. Genotipagem pela técnica SBE”).

Para o teste foi necessario calcular as frequéncias esperadas e observadas de
distribuicdo de cada MLG, assumindo, a partida, associagdes aleatorias entre os loci. Os
resultados das frequéncias, bem como o valor de P, definido pelo teste d1, através da
aplicacao da formula referida na secgao “2.6. Interpretagao dos resultados”, do capitulo

‘2. Material e métodos”, encontram-se descritos no Quadro XXI.

Pela analise dos resultados obtidos, pelo calculo das frequéncias em cada MLG,
verifica-se que, em alguns casos, as frequéncias observadas sdo elevadas em
comparagdo com a frequéncia esperada. Ainda, pela analise dos valores de P obtidos
através do teste d1 foi possivel verificar que dois destes MLGs, MLG7 (P=0,0006) e
MLG9 (P=0,0249), sdo mais predominantes do que o esperado, sendo fortemente

representativos, sugerindo um significativo desvio a recombinacao genética aleatoria.
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Quadro XXI.

Frequéncias esperadas e observadas dos MLGs escolhidos para o calculo do teste
estatistico combinatorio, bem como os respectivos valores de P obtidos apds aplicacdo do teste d1.

MLGs Frequéncia esperada Frequéncia observada Teste d1
5 0,1021 0,1417 0,096
6 0,0390 0,0708 0,062
7 0,0446 0,1181 0,0006*
8 0,0769 0,0630 NA
9 0,0676 0,1181 0,0249*
10 0,1166 0,1417 0,2236
11 0,0554 0,0315 NA
13 0,0839 0,1102 0,1787
14 0,0321 0,0551 0,1154
15 0,0674 0,0394 NA

*Resultados de P significativos (P<0,05), que rejeitam a hipdtese nula.
NA: Teste ndo aplicado porque a frequéncia de distribuicdo esperada foi superior a observada.

As caracteristicas genéticas de cada MLG encontram-se descritas no Quadro XV.
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4.1. Analise dos resultados da caracterizacdo genética de isolados nos loci
CYB e DHPS (Estudo prévio)

Através dos resultados do estudo prévio foi possivel verificar que, em termos
metodoldgicos, a reaccdo de PCR ndo foi eficiente para a amplificacdo dos fragmentos
pretendidos, para ambos os genes, em alguns dos isolados seleccionados. Esta falta de
eficacia de amplificagcdo, podera dever-se a pouca quantidade de DNA presente em
amostras pertencentes a isolados de P. jirovecii, as quais possuem baixa carga
parasitaria. Foi também possivel verificar que a eficiéncia de amplificagdo para o gene
DHPS (84%) foi superior a eficiéncia de amplificacdo para o gene CYB (71%). Tendo
em conta que as condicBes térmicas de amplificacdo foram idénticas, a diferenca
encontrada podera ser explicada pelo facto da reaccdo de PCR estar melhor optimizada
para a amplificacdo do fragmento pretendido em DHPS.

Em termos de variabilidade, foi ainda possivel verificar que, como era de
esperar, a maioria dos isolados seleccionados apresentavam sequéncias idénticas as
sequéncias definidas como wild-type, descritas por Walker et al. (1998) e por Lane et al.
(1997) para os genes CYB e DHPS, respectivamente. A presenca de sequéncias
variantes foi constatada principalmente em CYB, que demonstrou possuir maior
diversidade em comparacdo com o gene DHPS. As diferencas, em relacdo a quantidade
de variacfes nucleotidicas encontradas dever-se-a, muito provavelmente, ao facto de a
taxa polimorfica detectada no DNA mitocondrial ser substancialmente superior a taxa
normalmente detectada no DNA nuclear (Kazanjian et al. 2001). Também, a
identificacdo de sequéncias nunca antes descritas para o locus CYB neste estudo,
constitui forte indicacdo de grande variabilidade deste gene nos isolados de P. jirovecii
em Portugal. Por outro lado, a identificacdo de polimorfismos em apenas duas posicoes
nucleotidicas em sequéncias do gene DHPS podera ser uma forte indicacdo para uma
provavel seleccdo genética favoravel, devido ao uso corrente de farmacos da familia das
sulfas, para prevencdo e controlo da PPc, em Portugal (Kazanjian et al. 2000; Valerio et
al. 2007).

Outras consideracGes sobre os resultados obtidos no estudo prévio serdo

discutidas na proxima secc¢do deste capitulo.
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4.2. Seleccdo dos marcadores genéticos mais informativos

De entre os genes mtLSU rRNA, SOD, CYB, DHPS e DHFR, escolhidos a
priori, ap6s uma extensa investigacdo bibliografica, foi necesséario restringir e
seleccionar os marcadores que possuiam cardcter mais informativo para o estudo
genético multilocus pretendido com este trabalho. A escolha foi baseada na
identificacdo das variacGes polimérficas mais prevalentes, encontradas em isolados de
P. jirovecii em Portugal, completada com uma analise de caracterizacdo genética prévia,
realizada no decorrer do presente estudo, aos genes CYB e DHPS; e na constatacdo da
actual importancia epidemiolégica das variacbes identificadas, suportada pela
informacdo prévia disponivel, para as cinco regibes gendmicas de interesse, em estudos

epidemiologicos realizados por diversos grupos de investigacdo em todo o mundo.

- Locus mtLSU rRNA. Em P. jirovecii, estudos sobre a variacdo de sequéncias
do gene mtLSU rRNA, em Portugal, tém identificado, com grande frequéncia, variacoes
polimdrficas sinbnimas na posicdo nucleotidica 85 (mt85). mt85C, mt85A e mt85T séo
os SNPs identificados para esta posi¢do nucleotidica cujas frequéncias de distribuicéo
alélica compreendem um intervalo entre 12-55%, 22-45% e 15-43%, respectivamente
(Esteves et al. 2008, 2010a, 2010b, 2011, 2012).

Em termos epidemioldgicos, estudos sugerem uma potencial associacdo entre
mt85C e cargas parasitarias baixas, assim como entre 0s SNPs mt85A e mt85T e cargas
parasitarias altas. O significado estatistico dessas associacdes foi ja observado entre
mt85C e carga parasitaria baixa a moderada, e entre mt85T e carga parasitaria alta, o que
incentiva ao estudo destas variacOes, principalmente para identificacdo de perfis
epidemiologicos e clinicos na infeccdo por P. jirovecii (Esteves et al. 2010a, 2011,
2012).

- Locus SOD. A diversidade genética encontrada no gene SOD de P. jirovecii,
em isolados de Portugal, esta maioritariamente relacionada com variacdes sinGnimas
identificadas nas posi¢cdes nucleotidicas 110 (SOD110) e 215 (SOD215), caracterizadas
pelos SNPs SOD110C ou SOD110T e SOD215T ou SOD215C. Em termos de
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distribuicdo de frequéncia, verifica-se que SOD110C apresenta uma frequéncia de 18-
60% e SOD215T apresenta uma frequéncia de 29-62%, seguindo-se pelas suas
variagdes que apresentam frequéncias entre 40-82% para o SOD110T e 38-74% para 0
SOD215C (Esteves et al. 2010a, 2010b, 2011, 2012).

Estudos recentes sugerem que tais SNPs poderdo ser importantes ao nivel da
infecgdo por P. jirovecii apresentando-se como variagdes polimorficas interessantes em
termos epidemiol6gicos e mesmo do ponto de vista clinico. Especificamente, alguns
estudos indicam que os SNPs SOD110T e SOD215C estdo relacionados com episddios
de PPc com cargas parasitarias baixas a moderadas, e, por sua vez, os SNPs SOD110C e
SOD215T sdo mais frequentes em casos de PPc com cargas parasitéarias altas. Estes
SNPs também parecem ter alguma importancia a nivel da evolugéo clinica dos doentes
com PPc (Miller et al. 2005a; Esteves et al. 2010a, 2010b, 2011, 2012). Num estudo
semelhante de 2010 (Esteves et al. 2010a), constatou-se que o SNP SOD215C foi

significativamente mais frequente em casos de PPc com uma evolugéo clinica positiva.

- Locus DHFR. Em Portugal, a alteracdo identificada de forma mais frequente
no gene DHFR de P. jirovecii, esta presente na posi¢do polimdrfica 312 (DHFR312) da
sua sequéncia nucleotidica. No que diz respeito a sua distribuicdo, verifica-se que o
SNP DHFR312T apresenta uma frequéncia entre 73-92% e a sua variacdo, DHFR312C,
apresenta uma frequéncia de 8-24% (Costa et al. 2006; Esteves et al. 2010a, 2010b,
2011, 2012).

A importancia epidemioldgica deste polimorfismo sinénimo foi ja relacionada
com a quantificacdo da carga parasitaria. De facto, Esteves et al. (2010a, 2011)
verificaram que o SNP DHFR312T foi relativamente mais frequente em isolados de
doentes com cargas parasitarias moderadas a altas, e 0 SNP DHFR312C com cargas
parasitarias baixas. No entanto, nenhuma associacao estatisticamente significativa foi
encontrada até a data (Costa et al. 2006; Esteves et al. 2010a, 2011 e 2012; Nahimana et

al. 2004), tornando este SNP pouco atractivo para a investigacdo epidemioldgica.

- Locus CYB. O gene CYB é um locus muito polimorfico, tendo sido ja

caracterizadas inimeras variacdes em diferentes posi¢fes nucleotidicas (Walker et al.
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1998; Kazanjian et al. 2001; Takahashi et al. 2002b). No estudo preliminar efectuado,
no decorrer do presente trabalho, para a caracterizacdo deste gene em isolados de P.
jirovecii em Portugal, verificou-se a presenca de variagdes em cinco posicdes
polimdrficas ja identificadas num estudo anterior (Esteves et al. 2010b), nomeadamente
nas posicoes 279, 516, 547, 566 e 838 do gene CYB, sendo as variacdes nas posicoes
279, 516 e 547 as mais frequentes. Na posicdo 516 foram caracterizados o SNP
CYB516C e a sua variagdo CYB516T com uma frequéncia de distribuicdo de 77% e
23%, respectivamente. Ja os SNPs identificados nas posicdes 279 e 547 apresentam
uma frequéncia de distribuicdo de 88% para 0s SNPs CYB279C e CYB547C e de 12%
para as variacbes CYB279T e CYB547T.

Sabe-se que mutacGes encontradas neste gene podem estar associadas com a
exposicdo prévia ao farmaco atovaquona, nomeadamente polimorfismos pontuais ndo
sindnimos, situados proximos e na regido do dominio Qo (Walker et al. 1998; Kazanjian
et al. 2001). Contudo, os polimorfismos aqui caracterizados, com maior frequéncia,
durante o estudo prévio, sdo sinénimos, e nenhuma implicagdo relacionada com
fendmenos de resisténcia a farmacos, ou outros parametros da infeccdo por P. jirovecii,
foi verificada até ao momento (Esteves et al. 2010a, 2010b). Também as mutagdes
detectadas nos aminoacidos 189 e 280 (caracterizadas no estudo prévio, com
frequéncias inferiores, 4% e 8% respectivamente), ndo se encontram relacionadas com o

dominio proteico de ligacdo a ubiquinona (regido Qo).

A escassa relevancia epidemioldgica do conjunto de SNPs caracterizados, e
também o facto do farmaco, possivelmente implicado com fenémenos de resisténcia no
gene CYB, a atovaquona, ser raramente utilizado, impediu a introdu¢do do marcador

genético CYB no estudo multilocus.

- Locus DHPS. A caracterizacdo genética do gene DHPS realizada em isolados
de P. jirovecii, neste estudo, identificou a presenca de variagbes nucleotidicas em
apenas duas localizacdes polimérficas, na posicdo 165 e 171, também detectadas em
estudos portugueses anteriores (Costa et al. 2003, 2005; Esteves et al. 2008, 2010a,
2010b). As variacdes ndo sindnimas encontradas nestas posi¢des, 0s SNPs DHPS165G

e DHPS171T, apresentaram uma distribuicdo de frequéncia de 13%. Os SNPs
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caracteristicos das sequéncias wild-type do gene DHPS, DHPS165A e DHPS171C,

apresentaram uma frequéncia de 87%.

As mutacOes caracterizadas nas posicOes nucleotidicas referidas possuem uma
relevancia consideravel ao nivel da implicacéo clinica, sobretudo na possivel implicacéo
em fendmenos de resisténcia a farmacos (Costa et al. 2006). Inimeros estudos ja
demonstraram uma correlacdo estatisticamente significativa entre os SNPs presentes
neste gene, nas posicdes 165 e 171, com a frequente utilizagdo de TMP-SMZ (e outras
sulfas) como medida profilactica contra a PPc (Kazanjian et al. 1998, 2000; Helweg-
Larsen et al. 1999; Ma et al. 1999, 2002; Huang et al. 2000; Visconti et al. 2001; Miller
et al. 2003; Nahimana et al. 2003; Hauser et al. 2010; Matos & Esteves 2010a).

- Seleccdo. Em termos de distribuicdo, a maioria dos SNPs referidos possuem
frequéncias consideraveis, sendo representativos da populacédo de isolados caracterizada
ao longo dos dltimos anos em Portugal. Deste modo, para a selecgdo, foi
preferencialmente considerada a importancia epidemiolégica dos SNPs em cada um dos

cinco marcadores geneéticos.

Os SNPs considerados como 0s mais relevantes, para o estudo multilocus, foram
os identificados nos genes mtLSU rRNA (SNP: mt85), SOD (SNPs: SOD110 e
SOD215) e DHPS (SNPs: DHPS165 e DHPS171T). A constatacdo de associacOes
estatisticamente significativas, com um nivel de significancia P<0,05, entre os SNPs
referidos e parametros especificos da infeccao por P. jirovecii (como a carga parasitaria,
a evolucdo clinica, ou a resisténcia a farmacos) permitiu selecciona-los como os mais
promissores (Kazanjian et al. 1998, 2000; Helweg-Larsen et al. 1999; Ma et al. 1999,
2002; Huang et al. 2000; Visconti et al. 2001; Miller et al. 2003; Nahimana et al. 2003;
Hauser et al. 2010; Esteves et al. 2010a; 2011).

Com o estudo multilocus pretendeu-se analisar com maior pormenor a
importancia clinica e epidemioldgica dos SNPs seleccionados, através da aquisicdo de
mais informacdo e esclarecimento acerca das potenciais associacdes entre estas

variacOes genéticas e os parametros clinicos da doenca.
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4.3. Padroes de distribuicdo dos SNPs em estudo, caracterizados pela
metodologia MPCR/SBE
4.3.1. Distribuicédo da frequéncia do SNP mt85

A distribuicdo de frequéncias das formas alélicas do SNP mt85, situado na
posicdo nucleotidica 85 do gene mtLSU rRNA, encontrada no presente estudo, em
isolados de P. jirovecii obtidos entre 2001 e 2012 em Lisboa, Portugal, indicou que,
mt85A foi o SNP mais frequente (38%), seguido pelo mt85C (34%), e pela variacdo
mt85T (28%). Este padréo de distribuicdo foi jA observado em dois estudos publicados
recentemente (Gupta et al. 2011; Dimonte et al. 2012). Dimonte et al. (2012), numa
populacdo de isolados de P. jirovecii obtida entre 2006 e 2010, a partir de doentes
hospitalizados em Roma, Italia, também constataram uma maior frequéncia entre
genotipos com mt85A, verificando que mt85A foi o SNP mais prevalente, com uma
frequéncia de 39%, seguido por mt85C (37%) e mt85T (24%). Gupta et al. (2011), no
subcontinente Indiano, numa populacédo de isolados de P. jirovecii obtida entre 2005 e
2008, verificaram que mt85A para além de ter sido o genétipo mais prevalente
identificado, foi o SNP que possuia uma maior frequéncia (43%) perante as frequéncias
de mt85C (30%) e de mt85T (27%). Outro estudo de 2012, realizado em populagdes de
isolados de P. jirovecii obtidos entre 2001 e 2008 em Portugal, verificaram uma maior
prevaléncia dos SNPs mt85A e mt85T em relacdo ao SNP mt85C, com frequéncias de
45% para mt85A, de 43% para mt85T e de 12% para mt85C (Esteves et al. 2012).

Contrariamente a estes dados, outros estudos europeus, verificaram uma maior
frequéncia de mt85C em relagdo as outras duas variacdes alélicas (Vopel et al. 2001;
Montes-Cano et al 2004; Miller et al. 2005b; Esteves et al. 2008, 2010a, 2010b, 2011).
Com frequéncias de 49% (2000-2006), 51% (2001-2004), 54% (2001-2007) e 55%
(1997-2007) em Portugal (Esteves et al 2011; Esteves et al. 2008; Esteves et al. 2010b;
Esteves et al. 2010a, respectivamente); 53% (2001-2003) e 64% (2001-2004) em
Espanha (Montes-Cano et al. 2004; Esteves et al. 2008, respectivamente); de 43%
(1989-2001) no Reino Unido (Miller et al. 2005b); e de 56% (1994-1997) em lItalia.
Igualmente, em estudos realizados nos Estados Unidos da América (E.U.A.) e na
Australia, verificou-se uma frequéncia de 44% (1995-1998) e de 87% (2001-2007), para
mt85C, respectivamente (Beard et al. 2000; Van Hal et al. 2009). Qualquer uma destas

frequéncias foi relativamente superior a encontrada para mt85C no presente estudo
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(34%), ou em qualquer um dos outros trés estudos publicados mais recentemente (Gupta
et al. 2011; Dimonte et al. 2012; Esteves et al. 2012).

O Gréfico 3 ilustra as frequéncias alélicas de distribuicdes dos SNPs mt85C,
mt85A e mt85T, encontradas em diferentes populacbes de P. jirovecii, em diferentes

paises, ao longo dos anos.
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Gréfico 3. Frequéncia (em %) das formas alélicas do SNP mt85 (mt85C, mt85A e mt85T) do gene mtLSU
rRNA em populagdes de isolados de P. jirovecii analisadas em diferentes regides geogréaficas e em
diferentes periodos de tempo. Informacdo retirada de: a. Miller et al. 2005b; b. VVopel et al. 2001; c. Beard
et al. 2000; d. Esteves et al. 2010a; e. Esteves et al. 2011; f. Montes-Cano et al. 2004; g. Esteves et al.
2008; h. Esteves et al. 2010b; i. Van Hal et al. 2009; j. Esteves et al. 2012; k. Presente estudo; I. Gupta et
al. 2011; m. Dimonte et al. 2012.

Pela andlise do gréafico, que ilustra o que ja foi descrito anteriormente, verifica-
se que o padrdo de distribuicdo do SNP mt85 de mtLSU rRNA, entre 0s anos de 1989 e
2007, independentemente da regido, demonstrou sempre uma prevaléncia consideravel
de mt85C. Este padrdo de distribuicdo podera estar a alterar-se, com uma diminui¢do da
incidéncia de mt85C em relacdo a mt85A e mt85T, o que favorece uma distribuicdo mais

homogénea entre estes SNPs. Com isto, pde-se em evidéncia uma variagdo temporal
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destas formas alélicas em diversas regides geogréficas. Contudo, a auséncia de variagdo
no padrdo de distribuicdo, verificada, pelo menos ao longo de aproximadamente 18
anos, entre 1989 a 2007, é uma forte constatacdo para a estabilidade temporal deste
locus genético (Miller et al. 2005b), e desta forma, a variacdo temporal aqui sugerida
deverd ser cuidadosamente analisada em estudos futuros, principalmente a incidir em
populacoes de isolados de P. jirovecii obtidas ap6s o ano de 2007 (onde a mudanga do
padrdo de distribuicdo alélica comecou a ser verificada).

4.3.2. Distribuigdo da frequéncia dos SNPs SOD110 e SOD215

Na distribuicdo das frequéncias alélicas do gene SOD, para 0s SNPs
seleccionados, SOD110 e SOD215, verificou-se que SOD110T e SOD215C foram os
mais frequentes, com frequéncias de 60% e 63%, seguidos por SOD110C e SOD215T,
com frequéncias de 40% e 37%, respectivamente. Um padréo de distribuicdo idéntico
foi igualmente verificado num estudo recente em Portugal, com frequéncias de 82%
para SOD110T e de 74% para SOD215C, sendo os SNPs SOD110C e SOD215T os
menos frequentes com frequéncias alélicas entre 18% e 29%, respectivamente (Esteves
et al. 2012). Noutras regides geogréaficas, como no Reino Unido e no Zimbabué, Miller
et al. (2005a) também verificaram que SOD110T e SOD215C foram os SNPs detectados
com maior frequéncia, com distribuicGes alélicas semelhantes a encontrada no presente
estudo. SOD110T e SOD215C apresentaram uma frequéncia de 67%, enquanto para
SOD110C e SOD215T foi registada uma frequéncia de 33% (Miller et al. 2005a). Num
estudo de 2003, igualmente realizado em populacdes de isolados de P. jirovecii no
Reino Unido, foi novamente verificado uma maior frequéncia de SOD110T e SOD215C
em relacdo a SOD110C e SOD215T (Wakefield et al. 2003).

No entanto, o padrdo de distribuicdo verificado acima, ndo foi encontrado
noutros trés estudos portugueses (Esteves et al. 2010a, 2010b, 2011). Dois artigos
publicados no ano de 2010, evidenciam uma maior frequéncia (de aproximadamente
60%) para 0s SNPs SOD110C e SOD215T em relacdo a SOD110T e SOD215C (com
frequéncias préximas de 40%) (Esteves et al. 2010a, 2010b). Em 2011, o0 mesmo autor

verificou uma distribuicdo diferente, com uma frequéncia superior de 53% e 54% para
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0s SNPs SOD110C e SOD215C, respectivamente, e com frequéncias menores, entre
47% e 46%, para SOD110T e SOD215T, respectivamente (Esteves et al. 2011).

Em termos genotipicos, neste estudo, foram identificadas as quatro combinacdes
de genétipos — SOD110C-SOD215T, SOD110T-SOD215C, SOD110T-SOD215T e
SOD110C-SOD215C — também detectadas anteriormente, em estudos efectuados em
isolados de P. jirovecii em Portugal (Esteves et al. 2010a, 2010b, 2011, 2012). Outro
dado interessante é que os genotipos SOD110T-SOD215T e SOD110C-SOD215C, ndo
foram identificados noutros estudos com isolados de P. jirovecii de regiGes geograficas
distintas, nomeadamente no Zimbabué e no Reino Unido (Miler et al. 2003, 2005a;
Wakefield et al. 2003), sugerindo uma provavel diferenca na distribuicdo de genotipos
do locus SOD de P. jirovecii em termos geograficos, entre as populactes de P. jirovecii
em Portugal e as populagdes de P. jiroveccii estudadas no Reino Unido e no Zimbabué
(Esteves et al. 2010b, 2011). Contudo, o consideravel nimero de isolados analisados
nos estudos portugueses, em comparagdo com os restantes estudos efectuados até ao
momento para 0 gene SOD, podera ter influenciado a identificacdo dos genotipos
SOD110T-SOD215T e SOD110C-SOD215C que poderdo ser menos representativos na

populacdo de P. jirovecii.

A presenca dos genotipos SOD110T-SOD215T e SOD110C-SOD215C na
populacdo de isolados de P. jirovecii aqui caraterizada, € um dado a favor para a
provavel variacdo na distribuicdo geografica em termos genotipicos. Estudos
envolvendo um maior nimero de amostras, com popula¢des de outras areas geograficas,
poderdo trazer novos dados relevantes acerca deste padrdo genotipico encontrado em

Portugal.

4.3.3. Distribuicéo da frequéncia dos SNPs DHPS165 e DHPS171

As distribuicdes de frequéncias dos SNPs DHPS165 e DHPS171, encontradas na
populacdo de isolados de P. jirovecii neste estudo, a partir de amostras recolhidas num
periodo de tempo entre 2001 e 2012, demonstraram uma frequéncia de 90% para as
formas alélicas DHPS165A e DHPS171C e de 10% para as variacdes mutantes
DHPS165G e DHPS171T. Em termos genotipicos, verificou-se que 89% dos isolados
caracterizados apresentavam apenas o genotipo wild-type (DHPS165A/DHPS171C), em
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contraste com 0s restantes que apresentavam gendtipos mutantes ou mistos, sendo,
portanto, a frequéncia de deteccdo de polimorfismos nas posi¢Ges nucleotidicas 165 e
171 do gene DHPS de 11%. Esta frequéncia é relativamente semelhante a frequéncia de
genotipos mutantes em DHPS, encontrada no estudo prévio (13%), realizado em
isolados obtidos entre 1995 e 2011; sendo ligeiramente superior a frequéncia (entre 3%
a 9%) detectada em estudos realizados em Portugal em isolados obtidos entre 1997 e
2007 (Costa et al. 2005; Esteves et al. 2008, 2010a, 2010b). No entanto, ainda €
consideravelmente inferior a frequéncia (28%) obtida no primeiro estudo sobre o gene
DHPS realizado em Portugal, para um periodo de tempo anterior, com mais de 10 anos
de diferenca, entre 1994 e 2001 (Costa et al. 2003). Em Espanha, um estudo de 2010
aponta para a mesma tendéncia. Alvarez-Martinez et al. (2010), no periodo de tempo
entre os anos de 1989 e 1995, verificaram uma frequéncia de genotipos mutantes de
33% e, entre 2001 e 2004 constataram uma diminuicdo bastante acentuada (cerca de

80%), para uma frequéncia de genotipos mutantes estimada de 6%.

Por comparacdo com os resultados obtidos na Peninsula Ibérica, verifica-se
igualmente um declinio acentuado da prevaléncia de genotipos mutantes
(DHPS165G-DHPS171T) noutros paises Europeus. Em Franca, os primeiros estudos
efectuados, verificaram uma frequéncia de genotipos mutantes entre 36 e 40%, para o
periodo entre 1993 e 1998 (Santos et al. 1999; Nahimana et al. 2003); uma diminuicao
para 17% foi constatada para o periodo de tempo seguinte, entre 1998 e 2001 (Latouche
et al. 2003); e um altimo estudo publicado, referente a um periodo mais recente, entre
2007 e 2010, indicou uma frequéncia de gendtipos mutantes em DHPS, de
aproximadamente 3% (Le Gal et al. 2012). Em Italia, Visconti et al. (2001) indicaram
uma frequéncia para gendtipos mutantes em DHPS de 35% (1992-1997); uma
frequéncia de 8-9% foi verificada entre 1994 e 2004 (Ma et al. 2002; Valerio et al.
2007); e um estudo publicado recentemente, ndo identificou isolados mutantes para
DHPS, nas regides nucleotidicas 165 e 171, entre isolados recolhidos a partir de

amostras de secrecdes pulmonares entre 2006 e 2010 (Dimonte et al. 2012).

O Grafico 4 ilustra a frequéncia de genotipos mutantes em DHPS obtidas ao

longo dos anos nos quatro paises Europeus referidos anteriormente.
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Graéfico 4. Frequéncia (em %) dos genotipos mutantes de DHPS para as posicdes nucleotidicas 165 e 171,
em populacdo de isolados de P. jirovecii analisadas em Portugal, Espanha, Franca e Italia e diferentes
periodos de tempo. Informacéo retirada de: a. Costa et al. 2003; b. Esteves et al. 2010a; c.Costa et al.
2005; d. Esteves et al. 2008; e. Esteves et al. 2010b; f. Presente estudo; g. Alvarez-Martinez et al. 2010;
h. Nahimana et al. 2003; i. Santos et al. 1999; j. Latouche et al. 2003; k. Le Gal et al. 2012; I. Visconti et
al. 2001; m. Ma et al. 2002; n. Valerio et al. 2007; o. Dimonte et al. 2012.

O declinio da frequéncia de mutacdes em DHPS é claramente evidente pela
analise do Grafico 4, e muito provavelmente a diminuicdo na frequéncia de mutacdes
estara relacionada com o periodo de estudo em causa. De facto, foi sugerido por alguns
autores que, muito provavelmente, o decréscimo da prevaléncia de mutacdes em DHPS
em isolados de P. jirovecii estudados em Portugal, e na Europa, esteja relacionado com
a implementacao da terapia HAART em 1996, e com a diminuicdo gradual verificada
na utilizacdo da profilaxia anti-PPc, com farmacos da familia das sulfas (Ma et al. 2002;
Costa et al. 2005; Esteves et al. 2008, 2010a, 2010b; Alvarez-Martinez et al. 2010;
Matos & Esteves et al. 2010a; Dimonte et al. 2012). Torna-se evidente que, apesar das
mutacbes no gene DHPS serem relativamente frequentes apos a implementacdo da
HAART, estas foram mais comuns no periodo precedido por esta terapia combinada
(Alvarez-Martinez et al.2010). Porém, tratando-se de mutacbes potencialmente
associadas com fendmenos de resisténcia as sulfas, a frequéncia de 11% detectada em
Portugal (e a de 13% detectada no estudo prévio), pode ser um dado preocupante

indicando que estes SNPs devem ser alvo de estudo e vigilancia em trabalhos futuros.

Se abrangermos esta analise para outros paises, verifica-se uma variacdo na

ocorréncia de tais gendtipos mutantes, com frequéncias superiores as encontradas na
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Europa. Nos E.U.A. este facto € bastante evidente, onde a distribuicdo de frequéncia
para 0 genotipo mutante em questéo, variou num intervalo de 35-81% entre o periodo
de 1976 e 2002 (Kazanjian et al. 1998, 2000, 2004; Ma et al. 1999; Beard et al. 2000;
Huang et al. 2000; Crothers et al. 2005; Matos & Esteves et al. 2010a). No periodo de
tempo entre 1976 e 1997 foi constatada uma frequéncia de 35% (Kazanjian et al. 1998)
e no periodo mais recente, entre 1997 e 2002 uma frequéncia de 81% foi verificada
(Crothers et al. 2005).

Apesar de existir um provavel padrdo temporal de distribuicdo para a
prevaléncia de mutacdes em DHPS, principalmente nas posi¢cdes nucleotidicas 165 e
171, em Portugal e na maioria dos paises Europeus, para outras regides geograficas,
como nos E.U.A,, isto ndo ¢é tdo evidente, uma vez que a frequéncia de genotipos
mutantes continua a ser muito elevada. Estes dados sugerem que, também, € muito
provavel, existir uma variacdo geogréafica para 0s genotipos mutantes de DHPS, muito
possivelmente devido a factores epidemioldgicos intrinsecos que influenciam a
circulacdo e transmissdo de diferentes gendtipos, como o uso diferenciado de farmacos
da familia das sulfas, que nos E.U.A. é muito mais frequente, 0 que pode conduzir a
uma pressdo selectiva maior sobre este gene (Visconti et al. 2001; Hauser et al. 2010;
Matos & Esteves et al. 2010a; Dimonte et al. 2012).
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4.4. Diversidade genotipica nos isolados de P. jirovecii encontrada através
da metodologia MPCR/SBE

Pela analise genética efectuada, a partir do estudo dos trés loci independentes de
P. jirovecii, mtLSU rRNA, SOD e DHPS, foi possivel verificar a presenca de 29 MLGs
distintos, o que evidencia uma grande diversidade genotipica encontrada entre o0s
isolados. A variedade genética observada com este estudo, estd, em muito, relacionada
com a elevada frequéncia observada (44%) de infeccGes mistas (presenca de mais do
que um gendtipo numa determinada amostra de secre¢do pulmonar). Quinze por cento
(15%) desta frequéncia deve-se a presenca de mais do que dois genétipos, onde, em
alguns casos, oito MLGs putativos foram identificados em apenas uma amostra. Por
este facto, pode afirmar-se que a genotipagem multilocus, efectuada neste estudo,
conduziu a resultados satisfatorios, caracterizando uma boa amostragem dos genotipos
representativos existentes no ambiente pulmonar do hospedeiro, ndo sO pela
interpretacdo cuidadosa dos dados obtidos, mas sobretudo devido a utilizacdo de uma
metodologia altamente sensivel e robusta, implementada atraves da técnica SBE.

Em relacdo a frequéncia de infeccbes mistas, e analisando os resultados de
genotipagem obtidos em alguns estudos epidemioldgicos (Beard et al. 2000; Nahimana
et al. 2000; Hauser et al. 2001a; Helweg-Larsen et al. 2001; Vopel et al. 2001; Esteves
et al. 2008, 2010a, 2010b; Gupta et al. 2011; Dimonte et al. 2012), verifica-se que esta
também podera depender da quantidade de regides gendmicas analisadas e da
variabilidade genética associada a cada um dos loci, sendo portanto bastante variavel
(Beard et al. 2000; Helweg-Larsen et al. 2001). A titulo de exemplo, frequéncias de
infeccdes mistas distintas, a observada neste estudo, com valores compreendidos entre
6% (Gupta et al. 2011), 18% (Beard et al. 2000) ou até mesmo a atingir os 77% (Hauser
et al. 2001a), através da analise de uma, duas e quatro regides gendmicas variaveis de P.
jirovecii, respectivamente, foram ja reportadas por diferentes autores, em distintas

populacdes de isolados de P. jirovecii estudadas noutras regides geograficas.

A evidéncia de infeccbes mistas, indicativa de uma heterogeneidade de
gendtipos de P. jirovecii dentro do pulmdo do hospedeiro (Helweg-Larsen et al. 2001;
Gupta et al. 2011), pode ser devido, a presenca de organismos heterozigdticos, a

presenca de variacGes em genes multicopia, ou a ocorréncia de co-infeccdes (Nahimana
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et al. 2000; Helweg-Larsen et al. 2001; Gupta et al. 2011). Em P. jirovecii, co-infeccéo
por diferentes subtipos genéticos € normalmente a hipotese mais plausivel (Nahimana et
al. 2000). Este é um importante factor a ter em conta na dindmica de transmissdo da
PPc, uma vez que organismos geneticamente diferentes poderdo ter a capacidade de
infectar um Unico hospedeiro; que alguns casos de PPc poderdo ser provocados por mais
do que um subtipo genético de P. jirovecii; e que as propor¢des dos genotipos poderdo
ser alteradas durante um mesmo episddio de PPc (Olsson et al. 1998; Hauser et al.
2001a).
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4.5. Provavel importancia epidemioldgica da diversidade genética de

P. jirovecii com parametros da infecgcao

A relacdo entre os SNPs/MLGs identificados e os parametros demogréaficos e
clinicos relacionados com PPc foi investigada neste estudo multilocus. Foram
detectadas associagcBes com caracter significativo relevante, e que suportam resultados
prévios, obtidos por outros autores, confirmando a provavel importancia da diversidade
genética de P. jirovecii com a intensidade e severidade da infecgdo. Estas e outras
consideragdes serdo referenciadas nas proximas secgoes deste capitulo (“4.4.1. Relacao
entre SNPs/MLGs e parametros demograficos” e “4.4.2. Relacdo entre SNPs/MLGs e

parametros clinicos”).

4.5.1. Relagdo entre multiplos SNPs/MLGs e parametros demogréaficos

Um dos intuitos deste trabalho foi tentar analisar a importancia da distribuicéo
alelica de determinados polimorfismos (mt85, SOD110, SOD215, DHPS165 e
DHPS171) com algumas caracteristicas demograficas disponibilizadas, como o género,

grupo etéario e estacdo do ano da colheita da amostra biologica.

A principal correlacdo estatistica encontrada esta relacionada com a distribuicéo
do SNP mt85 em diferentes épocas do ano, subdivididas nas quatro estacdes. mt85C foi
significativamente mais frequente em isolados provenientes de amostras recolhidas
entre 0s meses da Primavera (Marco a Junho), em comparacdo com as outras duas
formas alélicas, mt85A e mt85T. A distribuicdo de frequéncias de determinados MLGs,
nomeadamente MLG5, MLG12 e MLG13, também foram estatisticamente associados

com determinadas épocas climaticas do ano.

Tendo em conta apenas 0s MLG5 e MLG13, por serem mais representativos do
que MLG12, que apresentou uma frequéncia relativamente baixa (de apenas 2%) na
populacdo de isolados estudada, constatou-se que, a distribuicdo de MLG5 foi mais
frequente na Primavera, no entanto encontra-se estatisticamente relacionado com os
meses entre Marco a Dezembro (sendo estatisticamente menos frequente no Verao); e
que MLG13 foi estatisticamente menos frequente no meses primaveris possuindo uma

distribuicdo mais equitativa nas restantes estacdes do ano.
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Pela anélise pormenorizada do Quadro XV (disponivel na sec¢do “3.5
Genotipagem pela técnica SBE”, do capitulo “3. Resultados”), onde as caracteristicas
genéticas de cada MLG estdo identificadas, verifica-se que MLG5 e MLG13 séo
geneticamente semelhantes. Apenas uma diferenca entre eles, situada no SNP mt85 foi
detectada. MLG5 apresenta a forma alélica mt85C e MLG13 apresenta a forma alélica
mt85T. Esta consideracdo genotipica realca ainda mais a importancia estatistica do SNP
em causa com o parametro demografico estudado. Este é o primeiro estudo que
demonstra a importancia de mt85 com a distribuicdo sazonal das suas formas alélicas,
sendo imprescindivel efectuar novos estudos para constactar a eventual importancia

destas associagoes.

Em relagdo aos dados demograficos directamente relacionados com os doentes
deste estudo, nomeadamente 0 género e 0S grupos etarios, € de salientar apenas, que
pela analise estatistica efectuada, uma associagédo significativa entre mt85T e 0 género
foi verificada, sendo esta forma alélica mais frequente entre doentes do sexo feminino,
em comparagdo com mt85C e mt85A, mais frequentes no sexo masculino. Este padréo
também ¢é verificado nos restantes SNPs, onde uma das formas alélicas acaba por ser
mais frequente em um dos géneros (SOD110T, SOD215C, DHPS165G, DHPS171T -
mais comuns em doentes do sexo feminino; SOD110C, SOD215T, DHPS165A,
DHPS171C - mais frequentes em doentes do sexo masculino), no entanto as diferencas
de distribuicdo destes SNPs (SOD110, SOD215, DHPS165 e DHPS171) entre 0s
géneros nao é significativa, o que pode sugerir que a distribuicdo dos SNPs em relacdo
ao género é efectuada de uma forma casual e aleatdria. A Unica relacdo estatisticamente
significativa encontrada neste estudo (mt85T/sexo feminino) devera ser investigada em
outros estudos, com um maior namero de amostras, de forma a averiguar a verdadeira

importancia desta associacao.

Em relacdo aos grupos etarios ndo foi possivel tirar conclusGes, sendo evidente
gue nenhuma associacao estatisticamente significativa foi encontrada. No entanto, é de
referir que dois estudos relativamente recentes demonstraram uma associacdo entre 0s
SNPs SOD110 e SOD215 com faixas etarias especificas (Esteves et al. 2010b, 2011).
Nesses estudos foi observado que, a maioria dos doentes, com idades compreendidas
entre 0s 30 e 0s 39 anos se encontravam infectados com organismos de P. jirovecii que

apresentavam uma combinagdo especifica dos SNPs referidos, o0 genotipo
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SOD110C-SOD215T (Esteves et al. 2011). Muito provavelmente, neste estudo, uma
associagdo semelhante ndo foi encontrada porque a distribuicdo dos doentes pelos
grupos etérios foi relativamente desequilibrada com 95% dos doentes a serem incluidos
no grupo etério 1 (individuos com idades compreendidas entre os 24 e os 64 anos de
idade). De facto, considerando as faixas etérias especificas, definidas para o grupo
etario 11l (Gréafico 1, secgdo “3.1. Caracteristicas demograficas e clinicas da populagdo
em estudo” do capitulo “3. Resultados”) ¢ possivel verificar associagdes
estatisticamente significativas, nomeadamente entre mt85T e a faixa etaria entre 0s 55 e
0s 64 anos (a maioria dos individuos desta faixa etaria (7/9; 78%; P=0,004) se
encontravam infectados com organismos de P. jirovecii que apresentavam a forma
alélica mt85T no gene mtLSU rRNA). O que demonstra que uma subdivisdo dos quatro
grupos etarios formados poderia permitir uma melhor anélise dos dados para estratificar
correctamente 0s grupos e, desta forma, averiguar correctamente a existéncia de

associagoes.

Mais estudos epidemiolégicos devem ser efectuados de forma a avaliar estes e

outros parametros demograficos importantes.

4.5.2. Relacdo entre SNPs/MLGs e parametros clinicos

Os SNPs podem ser importantes marcadores moleculares para a infeccdo por
P. jirovecii uma vez que poderdo influenciar a capacidade patogénica do
microrganismo, que podera reflectir-se na intensidade e severidade da doenca (Matos &
Esteves 2010b; Esteves et al. 2011). Deste modo, SNPs especificos, encontrados em
determinadas regibes gendmicas de P. jirovecii, ttm vindo a ser analisados em
diferentes estudos epidemioldgicos (Beard et al. 2000; Montes-Cano et al. 2004; Miller
et al. 2005; Costa et al. 2006; Van Hal et al. 2009; Hauser et al. 2010; Esteves et al.
2011; Gupta et al. 2011; Dimonte et al. 2012) Este estudo ndo foi excepcao, e 0s SNPs
mt85, SOD110, SOD215, DHPS165 e DHPS171, foram também analisados tendo em

vista a sua possivel relacdo com os parametros clinicos da infeccéo por P. jirovecii.

Primeiramente, € importante referir que, do ponto de vista genético, as variacdes
nucleotidicas caracterizadas nos SNPs mt85, SOD110 e SOD215 sdo polimorfismos

silenciosos. Sendo portanto evidente que, tais variacdes ndo provocam alteracdes na
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estrutura do rRNA (mt85), nem na sequéncia de aminoécidos (SOD110 e SOD215), e
que muito provavelmente ndo acarretam mudancas na funcdo da proteina em questdo
(Kimchi-Sarfaty et al. 2007; Esteves et al. 2010a, 2011). No entanto, variagdes
sindnimas podem influenciar as estruturas secundéarias do rRNA, podendo ter impacto
na conformacdo e actividade ribossomica (Noller 1984). Por outro lado, os
polimorfismos sinénimos podem conduzir a instabilidades no mRNA e influenciar a
actividade da proteina formada (Faber et al. 2005; Kimchi-Sarfaty et al. 2007; Kim &
Misra 2007; Esteves et al. 2010a), interferindo em varios processos como, no
mecanismo de splicing, relacionado com processamento e maturagdo do mRNA, no
controlo e na regulacdo translacional, nos niveis de transcricdo, no mecanismo de
folding proteico, ou até mesmo podem causar alteragdes na funcdo génica, pela
combinagdo com polimorfismos ndo sinénimos (Faber et al. 2005; Kimchi-Sarfaty et al.
2007; Kim & Misra 2007; Esteves et al. 2010a).

Considerando estas informacOes, € de todo plausivel referir que, as variagdes
nucleotidicas em mt85 poderdo, de alguma forma, ter influéncia na conformacao
ribossdmica e na actividade translacional (Noller 1984; Kimchi-Sarfaty et al. 2007). De
forma semelhante, as variacdes encontradas nas posi¢es nucleotidicas 110 e 215 em
SOD poderdo conduzir a um aumento, ou diminuicdo, dos niveis de proteinas a ser
expressa, influenciando a quantidade e disponibilidade de proteina formada, ou até
mesmo conduzir a alteracdes de especificidade, como resultado de associagdo com
haplotipos funcionais (Faber et al. 2005; Kim & Misra 2007; Kimchi-Sarfaty et al.
2007).

As variacOes identificadas e localizadas nas posic¢des nucleotidicas 165 e 171, do
gene DHPS, de P. jirovecii, caracterizadas por DHPS165G e DHPS171T, sdo SNPs ndo
sinénimos, mutacdes pontuais, que resultam em substituicdo directa de aminoéacidos e
consequentemente com alteracdo da constituicdo da enzima responsavel por sintetizar
DHPPP com PABA em 7,8-dihidropteroato (Matos & Esteves et al. 2010a). Estas
variacbes moleculares alteram, muito provavelmente a estrutura e o rearranjo da
proteina formada, implicando um efeito na ligacdo da enzima para com o substrato, bem
como para o agente competitivo, alterando deste modo a cinética de ligacdo aos agentes
sulfas (Ma et al. 1999; Armstrong et al. 2000; Kazanjian et al. 2000; Matos & Esteves
2010a). Estas mutagdes, nos coddes 55 (Thr—Ala) e 57 (Pro—Ser), podem indicar que
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0 gene DHPS estd a sofrer uma pressdo evolutiva positiva que podera conduzir a
resisténcia de P. jirovecii ao efeito de sulfas, por diminuicdo da afinidade para esta
familia de farmacos (Kazanjian et al. 2000; Valerio et al. 2007).

Torna-se evidente, a nivel molecular, que estes cinco SNPs (mt85, SOD110,
SOD215, DHPS165 e DHPS171) encontrados no genoma de P. jirovecii, poderdo, de
algum modo, ter impacto na patogenicidade do microrganismo, 0 que 0s torna
clinicamente importantes, e os confirma como alvos preferenciais para estudos

moleculares, funcionando como marcadores genéticos de P. jirovecii.

Do ponto de vista clinico, a relacdo mais relevante identificada neste estudo foi a
associacdo entre determinados SNPs/MLGs e a carga parasitaria determinada para 0s
isolados de P. jirovecii caracterizados. mt85C, SOD110T e SOD215C foram detectados
com maior frequéncia entre isolados com carga parasitaria baixa; mt85A, mt85T,
SOD110C, SOD215T, e ainda as formas alélicas DHPS165A e DHPS171T, parecem

estar relacionados com isolados que apresentaram carga parasitaria alta.

A relacdo entre o SNP mt85 e o parametro clinico referido foi fortemente
constatada, com significado estatistico. mt85C foi significativamente mais frequente em
isolados com carga parasitaria baixa a moderada, e mt85T foi significativamente mais
frequente com carga parasitaria alta. Esta relacdo estatistica ja foi constatada noutros
estudos (Esteves et al. 2011, 2012). Da mesma forma, associacdes significativas entre
carga parasitaria e os SNPs estudados para o gene SOD também foram verificadas
recentemente (Esteves et al. 2011, 2012) e véao de encontro ao que foi sugerido neste
estudo (SOD110T e SOD215C/carga parasitaria baixa; SOD110C e SOD215T/carga

parasitaria alta).

A forte associacdo entre estes SNPs e a carga parasitaria podera estar
relacionada com diferentes propriedades de determinados subtipos genéticos.
Organismos geneticamente distintos poderdo apresentar capacidades distintas de
replicacdo e propagacdo, que poderdo influenciar a sua patogenicidade e viruléncia, e
uma explicacdo plausivel, para tal, podera ser uma provavel combinacao de haplétipos
(Esteves et al. 2011). De facto, a analise estatistica descritiva entre 0s MLGs e as
informacGes clinicas dos doentes, permitiu encontrar correlacbes estatisticamente

significativas entre MLGs especificos e o parametro carga parasitaria. MLG5 foi mais
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frequente em isolados com carga parasitaria baixa, MLG9 foi associado com isolados
com carga parasitaria moderada, e MLG13 foi mais comum entre isolados com carga
parasitaria alta.

Estes SNPs poderdo ser considerados marcadores genéticos preferenciais para a
carga parasitaria de P. jirovecii em episodios de PPc (Esteves et al. 2011, 2012), desde
que mais estudos, com diferentes populagdes de isolados em diversas regides
geograficas sejam efectuados, de forma a realcar e a confirmar a relacédo,

constantemente verificada nos estudos portugueses.

De forma sucinta, ainda a respeito dos SNPs nos loci mtLSU rRNA e SOD,
verificou-se que, a forma alélica mt85C foi mais frequente em isolados de doentes que
apresentaram uma evolucdo favoravel do caso clinico de PPc; mt85T foi frequente entre
isolados de doentes com casos clinicamente sugestivos para a PPc e com contagem de
células TCD4" inferiores a 50 células/mm?. Para os SNPs SOD110 e SOD215 foi
verificada outra relagdo provavelmente relevante. SOD215T apresentou uma frequéncia
consideravel entre isolados de doentes com contagens de células TCD4" inferiores a 50
célulassmm®. No entanto, estas relacdes ndo possuiram uma constatacdo estatistica
significativa, sendo imprescindivel efectuar outras investigacdes para verificar o
interesse epidemioldgico das relagbes mencionadas. Por outro lado, e em Gltima anélise,
alguns dos estudos de associacdo efectuados para estes SNPs com parametros clinicos
da infeccdo por P. jirovecii (Miller et al. 2005b; Esteves et al. 2010a, 2011, 2012;
Gupta et al. 2011), verificaram uma provavel relacdo com a evolugao clinica dos casos
de PPc (Esteves et al. 2010a, 2012). Deve-se referir que as associacdes estatisticamente
significativas verificadas por Esteves et al. (2010a), nomeadamente as relagcdes entre
mt85C/SOD215C e evolucdo clinica favoravel, ndo foram observadas no decorrer do

presente estudo.

A escassa informacdo encontrada sobre os SNPs mt85, SOD110 e SOD215,
nomeadamente a informacdo relacionada com o tipo de abordagem epidemioldgica
utilizada neste estudo, e as diferencas observadas nos resultados obtidos, realcam a
importancia para que outros estudos, ndo apenas em Portugal, mas também em
diferentes regides geograficas, com um maior nimero de amostras, para uma melhor

caracterizacdo genética das populacdes, sejam conduzidos, de forma a clarificar a
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relagdo destes SNPs com os parametros clinicos e de modo a avaliar e confirmar a

implicacdo da variabilidade genética principalmente com a evolucéo clinica da infeccao.

Por conseguinte, também foi verificado que as formas alélicas dos SNPs
estudados em DHPS, DHPS165 e DHPS171, foram mais frequentes entre isolados de
doentes que apresentavam determinadas caracteristicas. Contudo nenhuma associagdo
estatistica, com valor P<0,05, foi verificada. DHPS165G foi unicamente caracterizado
em doentes com diagndstico clinico sugestivo para a PPc. DHPS171T foi apenas
encontrado em doentes com contagem de células TCD4" inferiores a 50 células/mm?®,
parecendo também estar relacionado com uma evolucdo clinica negativa. Estas duas
formas alélicas também foram mais frequentes entre isolados de doentes submetidos ao
tratamento contra P. jirovecii (tratamento este maioritariamente efectuado com TMP-
SM2).

Estes resultados, apesar de ndo possuirem teor estatistico, ilustram de certa
forma, os resultados publicados até a presente data. De facto, alguns estudos tém
identificado a presenca destas mutagdes pontuais em DHPS, principalmente em doentes
com PPc que foram submetidos a profilaxia e/ou ao tratamento anti-P. jirovecii (Lane et
al. 1997; Kazanjian et al. 1998, 2000; Ma et al. 1999; Santos et al. 1999; Beard et al.
2000; Huang et al. 2000; Matos & Esteves 2010a). Noutros estudos, a relacdo entre
estas mutacdes e casos de PPc com uma evolucgéo clinica desfavoravel, tem vindo a ser
constatada, principalmente em doentes seropositivos para VIH (Helweg-Larsen et al.
1999; Kazanjian et al. 2000). No entanto, ao longo dos ultimos anos, resultados
contraditérios tém sido produzidos, no que diz respeito a influéncia das mutacbes do
gene DHPS na infeccdo por P. jirovecii, principalmente no que se refere a evolucéo
clinica, sobrevivéncia dos doentes, e fendmenos de resisténcia (Alvarez-Martinez et al.
2008; Matos & Esteves et al. 2010a).

A primeira constatacdo de um impacto significativo na presenca de mutaces em
DHPS na mortalidade de imunocomprometidos com PPc, foi verificada no final do
século XX, num estudo epidemioldgico realizado entre o periodo de 1989 e 1999
(Helweg-Larsen et al. 1999). Neste estudo as mutacbes em DHPS foram associadas
com méa evolucdo clinica da doenca, sugerindo que este facto dever-se-ia a uma

exposicdo prévia a farmacos da familia das sulfas (Helweg-Larsen et al. 1999). Desta
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forma a presenca de mutacdes em DHPS pode ser um factor de progndstico importante
no contexto da evolugdo clinica, ou mesmo no que se refere & mortalidade (Helweg-
Larsen et al. 1999, 2004). No entanto, autores de um estudo mais actual, realizado em
doentes com PPc entre 2000 e 2004, foram incapazes de demonstrar a implicacdo destas
mutacBes como progndstico de PPc, e ainda verificaram que doentes infectados com
microrganismos de P. jirovecii com muta¢6es em DHPS n&do apresentaram evolucao
clinica pior em comparacdo com doentes infectados com isolados de P. jirovecii
caracterizados como wild-type para o locus DHPS (Alvarez-Martinez et al. 2008). Mais
recentemente, estes autores (Alvarez-Martinez et al. (2010)) encontraram diferencas
epidemioldgicas entre doentes com PPc antes e depois da introducdo da terapia
combinada (HAART), sugerindo que as alteracbes no perfil dos doentes
imunocomprometidos com PPc, verificadas entre os dois periodos, podera ser o
principal factor a afectar o progndstico da doenca nos ultimos anos nas populacdes, e

que a presenca de mutacbes em DHPS nada influencia o progndstico da doenca.

Da mesma forma, a nivel clinico, a associagdo entre estes SNPs e a resisténcia
aos farmacos da familia das sulfas ndo é de todo simples e evidente (Kazanjian et al.
2000; Matos & Esteves et al. 2010a). Apesar de determinados estudos confirmarem, por
associagdes significativas, 0 insucesso no uso de agentes sulfas, ou dapsona, em doses
profilacticas e a presenca de variagbes polimérficas em DHPS (Lane et al. 1997;
Kazanjian et al. 1998, 2000; Ma et al. 1999; Armstrong et al. 2000; Beard et al. 2000;
Matos & Esteves 2010a), outros demonstram que a maioria dos doentes com PPc,
infectados por microrganismos P. jirovecii mutantes para 0 gene DHPS, submetidos a
terapia anti-P. jirovecii, com TMP-SMZ, respondem bem ao tratamento (Crothers et al.
2005; Helweg-Larsen et al. 1999; Kazanjian et al. 1998, 2000, 2004; Matos & Esteves
2010a). Sugere-se que a exposicdo prolongada a um baixo nivel de TMP-SMZ, ou
dapsona, administrada durante a profilaxia, facilita a selec¢cdo de mutacdes, como as
identificadas nos coddes 55 e 57 do gene DHPS (Ma et al. 1999), e que estas podem
conferir um certo nivel de resisténcia (Kazanjian et al. 2004; Alvarez-Martinez et al.
2008). Sendo muito provavel que, em concentracBes superiores, as doses profilacticas,
normalmente administradas no decorrer da terapéutica, o efeito inibitorio adquirido seja
perdido, o que resulta num sucesso do tratamento na maioria dos doentes infectados por

P. jirovecii que apresentam os polimorfismos mutantes para as posi¢es 165 e 171 do
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gene DHPS (Armstrong et al. 2000; Kazanjian et al. 2000; Alvarez-Martinez et al.
2008).

E certo que o significado clinico da presenca de mutagdes no gene da DHPS na
resisténcia a farmacos permanece por esclarecer (Helweg-Larsen et al. 1999; Kazanjian
et al. 2000; Matos & Esteves et al. 2010a), no entanto, estas mutagdes podem possuir
um papel como marcadores genéticos da infeccdo (Helweg-Larsen et al. 1999). Os
SNPs DHPS165 e DHPS171, associados com mutagdes adicionais em outras regides,
poderdo afectar a susceptibilidade de P. jirovecii aos farmacos utilizados, conferindo,
deste modo, um nivel elevado de resisténcia. Esta resisténcia em P. jirovecii podera
portanto estar relacionada com genétipos especificos e a sua identificacdo podera
provavelmente evidenciar o0 mecanismo genético que confere tal resisténcia (Helweg-
Larsen et al. 1999; Hauser et al. 2001b; Latouche et al. 2003).

Estudos futuros devem ser conduzidos, com populacbes mais representativas,
para melhor caracterizar a importancia deste locus no desenvolvimento de resisténcia, e
relativamente a outros parametros clinicos particularmente importantes. Em paralelo,
medidas alternativas a profilaxia e terapéutica existentes para PPc devem ser

consideradas (Helweg-Larsen et al. 1999; Kazanjian et al. 2000; Esteves et al. 2008).
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4.6. Analise de associacBGes ndo aleatdrias entre os SNPs - desequilibrio de
ligagcdo
A genotipagem multilocus também permitiu efectuar uma analise cruzada entre
0s SNPs em estudo. A partir desta abordagem, foi possivel estabelecer associacfes

estatisticas, com valor significativo, principalmente entre os SNPs caracterizados nos
loci SOD (SOD110 e SOD215) e DHPS (DHPS165 e DHPS171).

SOD110T foi relacionado estatisticamente com SOD215C, sendo SOD110C
associado com SOD215T; DHPS165A foi correlacionado com DHPS171C, enquanto
DHPS165G foi associado com DHPS171T. Especificamente, SOD110T-SOD215C,
SOD110C-SOD215T, DHPS165A-DHPS171C e DHPS165G-DHPS171T foram as
combinagdes de haplotipos mais frequentes.

A respeito dos hapldtipos no gene SOD, estes resultados corroboram a hipdtese
de uma provavel associacdo de SOD110T com SOD215C e SOD110C com SOD215T,
que apesar de ja ter sido sugerida por outros autores (Miller et al. 2005a; Esteves et al.
2010a, 2011, 2012), ndo era tdo evidente. Pelo contrario, os haplétipos menos
frequentes, SOD110T-SOD215T e SOD110C-SOD215C, ndo se encontravam
correlacionados. Ainda neste estudo foi possivel demonstrar estatisticamente, que 0s
haplotipos SOD110T-SOD215C e SOD110C-SOD215T encontravam-se em
desequilibrio de ligacdo, 0 que evidencia provaveis associacfes ndo aleatorias entre
estes SNPs, SOD110 e SOD215, nos isolados caracterizados. Tendo também em
atencdo as informacOes referentes a analise de associacdo efectuada para 0s SNPs
DHPS165 e DHPS171, estas suportam uma forte combinacdo entre os haplétipos
DHPS165A-DHPS171C e DHPS165G-DHPS171T em relagdo a DHPS165A-
DHPS171T e DHPS165G-DHPS171C. Assim, foi também demonstrado que os SNPs
nas posicoes nucleotidicas 165 e 171 do gene DHPS poderdo estar em desequilibrio de
ligacdo. Estas associacOes ndo-aleatdrias poderdo indicar que, a presenca de apenas um
dos SNPs ndo sinonimos (DHPS165G ou DHPS171T), presentes na combinacdo de
haplotipos DHPS165G-DHPS171C  ou DHPS165A-DHPS171T, podem  ser

desvantajosas, coduzindo a um custo de fitness elevado para o microrganismo.

O fendmeno genético de associacdo ndo-aleatdéria entre SNPs, também podera

estar a ocorrer noutros loci, para além dos referidos neste trabalho, podendo muitas das
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regibes gendmicas de P. jirovecii estarem associadas em desequilibrio de liga¢do. De
facto, este tipo de andlise, efectuado noutros estudos, demonstraram associagdes
significativas entre SNPs em mtLSU rRNA, incluindo mt85, e gendtipos especificos em
outros loci de P. jirovecii (Esteves et al. 2010a; Esteves et al. 2010b).

E de considerar que, quando determinados SNPs parecem estar fortemente
associados, como acontece com 0s SNPs referidos em SOD e DHPS, a genotipagem de
apenas um deles poderé prever com exatiddo o gendtipo do SNP associado (Crawford &
Nickerson 2005), o que indica que a caracterizacdo de um unico SNP podera ser
suficiente para identificar um haplétipo em desequilibrio de ligacdo. A implementacdo
deste tipo de abordagem em estudos futuros podera ser muito Util. Para além de facilitar
0 processo e simplificar a anélise da genotipagem, podera também trazer vantagens em

termos de custo-beneficio (Meng et al. 2004).

Se for possivel definir melhor o conjunto de SNPs para efectuar a genotipagem
multilocus, isso ndo s6 permitird o conhecimento da existéncia de varios haplotipos no
genoma, como também permitira a aquisicdo de uma grande quantidade de informagéo
sobre a variabilidade genética de determinado subtipo genético de P. jirovecii (Meng et
al. 2004).
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4.7. Abordagem populacional - estudo da clonalidade da espécie P.
jirovecii
A aplicacdo de um método combinatdrio padrdo, usualmente reconhecido como
o teste d1, foi efectuada neste estudo multilocus. O célculo estatistico foi implementado
a partir dos resultados obtidos pela andlise dos MLGs putativos, presentes no conjunto
de isolados de P. jirovecii estudados. O principal objectivo desta abordagem genética
populacional foi o de constatar provaveis desvios a distribuicdo panmitica de gendtipos

na populagéo.

Apesar de ter sido observada elevada probabilidade de existéncia de
recombinacdo entre a maioria dos MLGs de P. jirovecii, os valores significativos
obtidos pelo teste indicam que dois MLGs, nomeadamente MLG7 e MLG9, encontram-
se sobre-representados na populacao, possuindo frequéncias de distribuicdo superiores
aquela que seria de esperar. Considerando que a presenca de determinado MLG em
excesso, € uma forte indicacdo de propagacdo clonal, pode-se sugerir que, MLG7 e
MLG9 estdo a ser replicados como entidades geneéticas Unicas, sem a ocorréncia de

recombinacéo aleatoria entre genes (Tibayrenc et al. 1991; Esteves et al. 2010Db).

Estes resultados suportam a hipotese de que na espécie P. jirovecii a
recombinacdo genética € frequente, sendo um fendmeno representativo, contudo,
ocasionalmente, surge um subtipo genético que, ao aumentar a sua frequéncia muito
rapidamente na populacdo, torna-se num clone estavel por longos periodos de tempo
(Tibayrenc et al. 1990, 1991; Smith et al. 1993; Esteves et al. 2010b). Como sugerido,
para outros microrganismos patogénicos, muito provavelmente, 0s organismos
pertencentes a esta espécie, constituem populagdes com uma estrutura epidémica (Smith
et al. 1993; Esteves et al. 2010b).

Clones epidémicos, em populacGes de P. jirovecii, poderdo ter consequéncias
importantes a nivel clinico da infec¢do, e a sua caracterizacdo genética poderad ser
epidemiologicamente muito importante (Tibayrenc et al. 1990, 1991). Estes clones,
eventualmente poderdo apresentar propriedades biolégicas vantajosas, que por sua vez,
poderdo influenciar a capacidade patogénica do microrganismo, tendo efeito no

fendmeno de infeccdo (Tibayrenc et al. 1990, 1991).
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4.8. Aplicabilidade da metodologia MPCR/SBE

O desenvolvimento de metodologias de alto rendimento com vista a
caracterizacdo genética, € crucial para o estudo de organismos patogénicos como P.
jirovecii (Helweg-Larsen 2004), onde a auséncia de crescimento sustentavel in vitro
dificulta consideravelmente o seu estudo a partir de técnicas convencionais (Sandubete
et al. 2011). Como foi referido anteriormente, varios métodos de tipificacdo
moleculares tem vindo a ser aplicados para a abordagem genética de P. jirovecii (Lu et
al. 1995; Hauser et al. 1997, 1998, 2001a; Beard et al. 2004; Ripamonti et al. 2009;
Esteves et al. 2011). Neste estudo esta abordagem foi efectuada através da metodologia
MPCR/SBE, indicada para a caracterizagdo de multiplos polimorfismos.

A partir da analise dos resultados, foi verificado que a metodologia molecular
aplicada podera ser imprescindivel para a genotipagem multilocus em P. jirovecii, uma
vez que proporciona melhor compreensdo da variabilidade genética existente neste
microrganismo, de uma forma bastante adequada, robusta, reprodutivel e eficiente
(Esteves et al. 2011). Foi também confirmado que a vasta informacdo genética
adquirida neste tipo de metodologia, podera ser altamente util como auxilio na
compreensdo da epidemiologia da infeccdo, onde o conhecimento apreendido podera
trazer novas estratégias para a prevencao da doenca, conduzindo também a melhores
medidas nos sistemas de prognostico da PPc (Esteves et al. 2011; Sandubete et al.
2011).

A relevancia epidemiologica desta técnica de genotipagem multilocus, podera
estar maioritariamente relacionada com a caracterizacdo de perfis epidemiolégicos em
P. jirovecii. A implementacdo da técnica MPCR/SBE verificou-se ser de grande
utilidade para a identificacdo de SNPs, de modo facil, sensivel e especifico, associados
com determinados parametros clinicos, que poderdo auxiliar na caracterizacdo de
subtipos genéticos, com propriedades bioldgicas e patogénicas importantes para a

infeccdo por P.jirovecii (Esteves et al. 2011, 2012).

Pretende-se, num futuro proximo, confirmar a importancia epidemiolégica de
variaches em subtipos de P. jirovecii e verificar o verdadeiro impacto clinico de
determinados SNPs, haplétipos e/ou MLGs. A abordagem multilocus com a

metodologia MPCR/SBE devera ser implementada em estudos multicéntricos,
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envolvendo um grande nimero de amostras de diferentes regides geogréficas, de forma
a confirmar e comparar resultados, e a aplicar o conhecimento gerado em diferentes
populacdes de risco. Deste modo, a técnica MPCR/SBE poderd, muito provavelmente,
ser utilizada como metodologia de diagndstico complementar da PPc, com vista a tirar
partido do seu potencial para identificar organismos de P. jirovecii potencialmente
implicados com determinados parametros da infeccdo. Podendo ser um dos factores a
considerar durante o processo de decisdo clinica e escolha adequada para o tratamento
da PPc, principalmente em casos que apresentam organismos mais virulentos e/ou
resistentes (Esteves et al. 2011, 2012).
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ANEXO 1

Nomenclatura IUPAC Base

A Adenina
c Citosina
G Guanina
T Timina
R AouG
Y CouT
S GouC
W AouT
K GouT
M AouC
B C,GouT
D A GouT
H A CouT
\% A CouG
N AC GouT
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