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ALMEIDA-SILVA, Fernando. Avaliacdo de espécies filogenéticas e tipos de
compatibilidade sexual de Histoplasma capsulatum com a viruléncia de
isolados clinicos. 2019. 169 f. Tese (Doutorado em Pesquisa Clinica em
Doencas Infecciosas) - Fundacdo Oswaldo Cruz, Instituto Nacional de
Infectologia Evandro Chagas, Rio de Janeiro, 2019.

RESUMO

Histoplasma capsulatum é o agente causador da histoplasmose classica, uma
importante micose sistémica, com predominio nas Américas, com altos indices
de mortalidade no Brasil e endémica no estado do Rio de Janeiro. H.
capsulatum é um fungo dimoérfico, o qual pode se apresentar na fase
filamentosa, quando em ambiente natural ou quando cultivado a 25°C. Ja a
fase leveduriforme ocorre quando cultivado a 37°C ou em parasitismo.
Atualmente, o agente etiolégico da histoplasmose € dividido em ao menos 17
espécies filogenéticas, baseadas em analises de MLST e em cinco espécies
cripticas baseadas em analises filogenbmicas. Diversos estudos ja
demonstraram que toda essa variabilidade genética tem potencial para que o0s
respectivos isolados possam expressar diferentes fatores de viruléncia e niveis
de patogenicidade. Nosso principal objetivo foi classificar filogeneticamente 50
isolados por MLST e dentre estes, 18 por WGS e comparar o perfil de
viruléncia das principais espécies filogenéticas encontradas, tipos de
compatibilidade sexual e forma clinica da histoplasmose. Observamos que a
maioria dos isolados estudados se agrupou no clado RJ, o qual foi descrito
recentemente, tendo ainda isolados se agrupando em outras espécies
filogenéticas, como Northeast, LAmB1, Unknownl e Panam4, baseados na
técnica de MLST, sendo o agrupamento nas espécies Northeast e LAmMBI1,
corroborado pela analise de WGS. Os ensaios de viruléncia demonstraram
diferentes perfis de interagdo com macrofagos, resisténcia a fagocitose, assim
como diferentes taxas de morte das larvas Galleria mellonella. N&o foram
encontradas associacfes entre os tipos de compatibilidade sexual e espécie
filogenética com a manifestacao clinica. No entanto, os ensaios de viruléncia in
vitro e in vivo sugerem que as espécies Northeast e RJ sdo as mais virulentas.
Estes dados sugerem a existéncia de diferentes mecanismos de viruléncia
expressos pelas diferentes espécies filogenéticas de H. capsulatum, os quais
podem ter impacto em diferentes niveis de patogenicidade. Além disso
observamos uma nova populagédo genética baseada na analise por WGS.

Palavras-chave: Histoplasma capsulatum; Viruléncia; Filogenia; Filogenémica.



ALMEIDA-SILVA, Fernando. Avaliation of phylogenetic species and sexual
compatibility types of Histoplasma capsulatum with the virulence of
clinical isolates. 2019. 169 p. Thesis (Doctorate in Clinical Research in
Infectious Diseases) - Fundacdo Oswaldo Cruz, Instituto Nacional de
Infectologia Evandro Chagas, Rio de Janeiro, 2019.

ABSTRACT

Histoplasma capsulatum is the etiological agent of the classic histoplasmosis,
an important systemic mycoses, with predominance in the Americas, with high
mortality rates in Brazil and endemic in the state of Rio de Janeiro. H.
capsulatum is a dimorphic fungus, which may present in the filamentous phase
when in the natural environment or when grown at 25°C. The yeast phase
occurs when grown at 37°C or in parasitism. Currently, the etiologic agent of
histoplasmosis is classified into at least 17 phylogenetic species based on
MLST and five cryptic species based on phylogenomic analyzes. Several
studies have shown that all this genetic variability has potential for the
respective isolates to express different virulence factors and pathogenicity
levels. Our main goal was to phylogenetically classify 50 isolates using MLST
and among these, 18 using WGS and compare the virulence profile of the main
phylogenetic species types of sexual compatibility and clinical form of
histoplasmosis. We observed that most of the isolates studied grouped in the
RJ clade, which was described recently, and some isolates grouping in other
phylogenetic species, such as Northeast, LAmB1, Unknownl and Panama,
based on the MLST technique, being the grouping in Northeast and LAmMB1
species, corroborated by the WGS analysis. Virulence assays demonstrated
different macrophage interaction profiles, phagocytosis resistance as well as
different death rates of Galleria mellonella larvae. No associations were found
between the types of sexual compatibility and phylogenetic species with the
clinical manifestation. However, in vitro and in vivo virulence assays indicate
that the Northeast and RJ species are the most virulent. These data suggest the
existence of different virulence mechanisms expressed by different phylogenetic
species of H. capsulatum, which may impact different pathogenicity levels. In
addition, we observed a new genetic population based on WGS analysis

Keywords: Histoplasma capsulatum; Virulence; Phylogeny; Phylogenomics.
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RS - Roedor silvestre

RYP1 - Regulador de crescimento da fase leveduriforme (Regulator of yeast-

phase growth)

Sla - Espécie la (species 1a)

S1b - Espécie 1b (species 1b)

SID1 - Gene relacionado a biossintese de sideroforos
SNP’s - Polimorfismo de nucelotideo Unico (Single-nucleotide polymorphism)
SP - S0 Paulo

TA - Temperatura ambiente

Taq - Thermus aquaticus

TBE - Tris base, acido borico e EDTA (Tris-borate-EDTA)
Tl - Tingua

TUBL - alfa-tubulina (a-tubulin)

UAg EIA - Ensaio imunoenzimético para deteccdo de antigeno na urina (Urine

antigen enzyme immunoassay)

UV - Ultravioleta

VE - Vesicula extracelular

WB - Western blot

WGS - Sequenciamento de genoma total (Whole genome shotgun)

YPS3 - Proteina especifica da fase leveduriforme (Yeast phase specific protein)



SUMARIO

[N 2(0] 510 07:Y0 TR 22
1.1 HISTORICO ...ttt ettt te st neereeae e 22
1.2 HISTOPLASMOSE .....ooiiiiiiiiiiiie ettt e e e e e e e 23
2 T = oo [T 0 41T ] (oo = USSP 23
O - (o =] o1 - VOSSP 30
1.2.3 Manifestacies ClINMICAS .........ccuurriiieiieee ettt e e e a e e e e aaes 32
I 1T Vo | [0 ] 1T o USRS 34
1.2.4.1 DiagnOstico MICOIOQICO .......covvviiiiiii et e e e e eaeees 35
1.2.4.2 Diagndstico HiStOPAtOIOGICO .......evviiieiiiiiiiiiiieie et 36
1.2.4.3 DiagnOstiCo IMUNOIOGICO .......uuviiiiiiiiee e 37
1.2.4.4 DiagnOstico MOIECUIAT ...........ooviiiiii e eaaens 38
SR I =1 =10 1= 1 (o ST PPTPRUPPPPTRPPPPIN 41
2.1 HISTOPLASMA CAPSULATUM ..ottt 42
pZ00 Nt I oo ] (o T 1= USSP 42
N A Y o o (0] (oo | F- WSO 43
2.1.3REPIOUUGED ... 45
2.1.4 Taxonomia e filogenia MOIleCUIar..............ccciviiiiiii 47
2.1.5 Fatores de VIFUIENCIA..........ccouuiiiiiiii 55
2.1.5.1 Carboidratos da parede Celular.............ccccccvviiiiiiiiiiii 58
2.1.5.2 Lipidios da parede CEIUIAr..............oooiiiiiiiiiiiiiiii e 61
2.1.5.3 Proteinas da parede CelUIAr..............oouuiiii i 61
2.1.5.4 Vesiculas extracelulares (VE) ......ccooveuiiiiiii i 66
2.1.5.5 MEIANINGA .. .o e 67
2.1.5.6 Sideroforo de hidroXxamatos ............ccovviiiiiiiiiiiie 68
2.1.5.7 DIMOIfISMO...ccciiiiiiiiee e 68
2 JUSTIFICATIV A ettt e e e e e st e e e e e e e ettt n e e e e e e eaaanns 70
B OBUIETIVOS. ...ttt ettt ettt e e e e e sttt e e e e e e e e aaa s 75
3.1 Objetivos @SPECITICOS .....cciieeiiiiie e 75
4 MATERIAL E METODOS. ..ottt ettt ettt ne e aaens 76
R B =TT o] g T I e [T (T Lo 76
v o] oTU ] F=Tot= o o [N =11 (1 o [o LR PP 76
G O 1ol ¥ | (o =T 0 1S3 = | PP 76
T g o) (] o= T =T o F PP PP PP PPPPPPPPPPP 77
4.4.1 Caracterizacdo macro e micromorfologica das coldnias fungicas ...................... 77
4.5 Identificagdo molecular e filogenia dos iSolados..............ccevvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee, 78
T R b = Tor=To o L= I S 78
4.5.2 ldentificac@o dos tipos de compatibilidade sexual.............ccccceeeiiieiiriiiiiiiinneeen, 78
4.5.3 Sequenciamento MUltiloCUS — MLST ....uuiiiiiiiicce e 79
4.5.4 ANALISES fOGENELICAS. ... .uviieiiiiiiiiieee e 80
4.5.5 Andlises da diversidade haplotipiCa ..........coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 81
4.5.6 AnAliSES FIlOgENOMICAS .....vvuuiiiiieeiieeecee e 81
5 ENSAIOS DE VIRULENCIA.......oouoiieee ettt eae e 82
5.1 ENSQIOS N VIEFO .oiieeiiiiiie e e e ettt s e e e ettt e s e e e e e e e e ettt e e e e e e e e eeannnnnnns 83
5.1.1 Ensaios de interagdo com mMacrOfagos ...........ueeeiiieiiiiiiiiiiiiiie e 83
5.1.2 Ensaios de sobrevivéncia do H. capsulatum em macréfagos..........coeevvveveeeeeen. 83
A = 15 1o 1 IR Y o TSP 85
5.2.1 Infecg@o em Galleria mellonela...........cooviiiii 85
5.3 Microscopia de FIUOrE€SCENCIA...........cceeviiiiiiiiie e 85
6 RESULTADOS ... 87
6.1 PopUulaGao de eStUTO .......ooeiiiiiiiiii 87
6.2 Confirmacao morfologica da €SPECIE ........ccevvieiiiiiiiieeeee e 90
6.3 ENSAIOS MOIECUIAIES ... e e e 94

6.3.1 Identificagcdo molecular dos tipos de compatibilidade sexual..................ccovvvnnnn. 94



6.3.2 Analises filogenéticas por MLST (Multi Locus Sequence Typing) ..........c.cuvvvnnn. 99

6.3.3 - Diversidade HaplotipiCa ..........oiiiii i 106
6.4 ANAlISES flOGENOMICAS .....eeiiiiieiiiiiiiiii et 115
6.5 ENSAIOS A€ VIIUIENCIA .....cceeiieeeeiiiee e e e e e 121
6.6 Microscopia de FIUOreSCENCIA.......cccceeeiiieiiiiee e 125
7 CORRELAGCAO DOS DADOS ...ttt 127
B DISCUSSAD.......e ettt ettt ettt e te et e et eeteete et et e eteare e enes 129
O CONCLUSOES........couiiiieteitie ettt sttt ss et 145
10 PERSPECTIVAS FUTURAS ... 146
REFERENCIAS ...ttt ettt ete ettt eteeteate et eeaeetesteeneeaeeaeareareaneas 147

PRODUCOES BIBLIOGRAFICAS AO LONGO DO DOUTORAMENTO.................... 166



22
1 - INTRODUCAO
1.1 - HISTORICO

Histoplasma capsulatum foi descrito pela primeira vez pelo patologista
americano Samuel Taylor Darling, em 1905, quando investigava a prevaléncia
de leihshmaniose em necropsia de trabalhadores com hepatoesplenomegalia,
na regido do Canal do Panama. Durante o estudo, ao realizar necropsia em um
homem negro, adulto, nativo de Martinica, que foi a 6bito devido a uma doenca
febril, foi observada a presenca de macrofagos e histidcitos de bacgo, figado,
entre outros, parasitados por um protozoario aparentemente encapsulado,
semelhantes a protozoarios da espécie Leishmania sp., sem cinetoplasto, que
até o momento ainda ndo havia sido descrito e este foi denominado
Histoplasma capsulatum (DARLING, 1906).

Sete anos apoOs esta descricdo, o pesquisador brasileiro, Henriqgue da
Rocha Lima, classificou este microrganismo como um fungo, sugerindo que o
mesmo, originalmente considerado como um protozoario seria uma levedura
(ROCHA LIMA, 1912).

A histoplasmose, doenca causada por H. capsulatum, teve o seu
primeiro caso descrito em um lactente de seis meses (DODD; TOMPKINS,
1934). No mesmo ano foi realizado o primeiro cultivo deste microrganismo foi
realizado no mesmo ano, e este fato possibilitou a caracterizacdo de H.
capsulatum como um fungo dimorfico, pois além do cultivo em fase
filamentosa, realizou-se a infeccdo experimental em animais de laborat6rio
demonstrando seu aspecto leveduriforme (DE MONBREUN, 1934).

ApoOs essa demonstracdo, também sucedeu uma analise na qual foi
utilizada a técnica de microscopia eletronica, evidenciando a auséncia da
capsula, anteriormente descrita, de maneira equivocada por Darling.
Entretanto, ndo houve mudanca na nomenclatura do fungo (RIBI; SALVIN,
1956).

No Brasil, o primeiro isolamento de H. capsulatum foi realizado por
Almeida e Lacaz em 1939, a partir de um cultivo de fragmento de biépsia de
uma lesdo de cromoblastomicose (ALMEIDA; LACAZ, 1939). Os mesmos

autores descreveram o segundo isolamento, em 1941, em escarro de um
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paciente com tuberculose pulmonar (ALMEIDA; LACAZ, 1941). O primeiro caso
de histoplasmose diagnosticado no Brasil ocorreu em 1941, em uma crianca de
trés anos de Minas Gerais, a qual desenvolveu a forma juvenil desta micose
(VILELA; PARA, 1941).

1.2 - HISTOPLASMOSE

1.2.1 - Epidemiologia

A histoplasmose é importante sob o ponto de vista epidemiolégico
devido a sua distribuicdo mundial (SULLY; BADDLEY, 2018; ALMEIDA et al.,
2019). Casos tém sido descritos na ultima década, sugerindo que novas areas
endémicas de histoplasmose estejam emergindo ao redor do mundo (PAN et
al., 2013).

Diversos casos autoctones ja foram descritos em todos os continentes,
contabilizando mais de 60 paises com este tipo de relato (NEGRONI, 2005).
Além de casos na Oceania e na Africa Subsaariana, apresenta nitido
predominio nas Américas (BAHR et al., 2015). Com isso, a histoplasmose é
uma das micoses de maior importancia no continente americano devido a sua
endemicidade, sendo a regido central dos Estados Unidos e o Brasil, areas
com as maiores concentracdes de individuos infectados e consequentemente
com 0s maiores numeros de relatos na literatura entre individuos portadores de
HIV, acometendo 79 a cada 100 individuos (ADENIS et al., 2018).

Em 2016 foi realizada uma reviséo de literatura e os autores observaram
que diversos paises possuem numeros significativos de histoplasmose
associados a infeccao por HIV (WHEAT et ai., 2016). Casos autoctones foram
contabilizados e estratificados em diferentes paises. No continente asiatico, a
Tailandia é o pais que apresenta o maior niumero de casos de histoplasmose.

No continente africano, Zimbabue e Africa do Sul sdo os paises com
maior nimero de casos, ao passo que na Europa, apenas a Italia contabilizou
dados, com até dez casos. JA nas Américas, observou-se que no Norte, 0s
Estados Unidos contabilizaram o maior nimero de casos, com um numero

variando de 1.600 a 1.800 casos autoctones descritos na literatura.



24

Na Ameérica do Sul, Guiana e Brasil demonstram os numeros mais altos
desse tipo de relato, no entanto o Brasil apresenta um nitido predominio, com
mais de 2.000 casos relatados na literatura. Outro dado importante relatado, &
gue a maior parte dos casos de histoplasmose africana sao relatados fora do
continente (WHEAT et al., 2016) (Figura 1).
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Figura 1 — Distribuicdo mundial dos casos autdctones de histoplasmose causados por H.
capsulatum (lilas) e H. duboisii (tracejada) relacionados a aids, destacando o Brasil, que possui
mais de dois mil casos. (Adaptado de WHEAT et al., 2016).

A maioria do conhecimento sobre a epidemiologia da histoplasmose tem
origem em investigacOes realizadas durante surtos epidémicos, que em geral
ocorrem quando individuos sdo expostos a um grande numero de particulas
infectantes, presentes em uma area contaminada (ALMEIDA et al., 2019).

Diversos surtos de histoplasmose sdo associados com visitas a
cavernas, habitadas por morcegos, onde H. capsulatum pode ser facilmente
isolado. Sendo assim, o primeiro surto de histoplasmose foi descrito em 1948
no estado de Arkansas, nos Estados Unidos e foi fortemente associado a
exploracdo de cavernas (WASHBURN; TUOHY; DAVIS, 1948). Em lllinois, nos
EUA, quatro trabalhadores que revolviam fezes de morcegos marrons
(Eptesicus fuscus) no sétdo de um prédio, apés um periodo de dez dias,
apresentaram sintomas compativeis com histoplasmose (BARTLETT et al.,
1982).
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Uma regido de grande importancia nos Estados Unidos, que trouxe
muito conhecimento acerca da histoplasmose foi a regido de Indianapolis, a
qual relatou trés grandes surtos, sendo o primeiro em 1978, o segundo em
1980 e o terceiro comecando em 1988 e terminando em 1993 (WHEAT, 1997).

Outros dois surtos também foram descritos em lllinois, um em operarios
que trabalhavam em um galpdo que era usado para armazenamento de
alimentos para animais e outro em trabalhadores que executavam a
reconstrucdo de uma ponte onde havia excretas de morcegos (HUHN et al.,
2005).

Em 2008, foram relatados trés casos de pesquisadores que contrairam
histoplasmose ap0s exposi¢cdo por aproximadamente uma hora e meia na
entrada da caverna Tamana, no grupo de ilhas de Trinidad e Tobago para
observacédo das espécies de morcegos locais (JULG et al., 2008).

Em Quebec, no Canada, 14 pessoas foram identificadas com sintomas
respiratérios entre 30 individuos potencialmente expostos a reforma de uma
casa antiga, entre elas, trabalhadores envolvidos com a reforma e residentes
da regido. Dessa maneira, houve uma forte correlacdo entre a exposicdo a
poeira da demolicdo contendo excretas de morcego ou passaros e o
diagnéstico de histoplasmose (CDC, 2014).

No Brasil, a distribuicdo de H. capsulatum no meio ambiente tem sido
amplamente estudada, onde diversos trabalhos referentes ao isolamento deste
fungo do solo ja foram realizados (ZANCOPE-OLIVEIRA; TAVARES; MUNIZ,
2005). Além disso, diversos inquéritos utilizando intradermorreacdo com
histoplasmina revelarem uma prevaléncia bastante significativa da
histoplasmose no Brasil (ZANCOPE-OLIVEIRA; MUNIZ; PIZZINI, 2019;
ALMEIDA et al., 2019) (Figura 2A).

O isolamento ambiental de H. capsulatum no Brasil ja foi descrito em
diversas fontes, como o proéprio solo, isolamento em fezes de morcegos, além
do isolamento oriundo de outras amostras, provenientes tanto de animais
silvestres como de domésticos (ZANCOPE-OLIVEIRA; WANKE, 1986; NAIFF
et al., 1986; ALMEIDA et al., 2019) (Figura 2B).
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Figura 2 — Deteccao e isolamento de H. capsulatum. (A) Médias de infec¢do por H. capsulatum
determinadas em cada estado brasileiro por teste de positividade a histoplasmina. (B) Regides
brasileiras com detec¢é@o ambiental (solo e animais domésticos e silvestres) de H. capsulatum
até o ano de 2018. (Adaptado de ALMEIDA et al., 2019).

No Brasil, a maioria do registro de histoplasmose relata que os individuos
acometidos foram infectados em visitas a grutas ou cavernas que eram
habitadas por morcegos ou estiveram em casas cujos forros estavam
contaminados com fezes de aves ou morcegos (FAVA-NETTO et al.,, 1976;
SUZAKI et al., 1995; TAYLOR et al., 1999; CURY et al.,, 2001; VICENTINI-

MOREIRA et al., 2008; GUERRA et al., 2019).
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Apesar da histoplasmose no Brasil ser bem estudada, os casos da
doenca sdo subestimados, sugerindo que possam existir mais areas
endémicas do que as que ja sado conhecidas (FAIOLLA et al., 2013). Além
disso, a histoplasmose ndo € uma doenca de notificacdo compulsoria no Brasil,
com excecao do estado de Goias. Dessa maneira, ndo se sabe ao certo o real
panorama da doenca no territério nacional, tanto de casos uUnicos, como de
surtos, 0s quais tiveram o maior numero de relatos na década de 80 (GUERRA
et al., 2019) (Figura 3).
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Figura 3 — NUmero de surtos de histoplasmose reportados no Brasil durante o periodo de 1946
a 2017. (Adaptado de GUERRA et al., 2019).

Dentro do territério brasileiro, o estado do Rio de Janeiro apresenta
areas com altos indices de contaminacdo, consideradas como &reas
endémicas ou hiperendémicas (ZANCOPE-OLIVEIRA; MUNIZ; WANKE, 2013;
ALMEIDA et al., 2019; GUERRA et al., 2019).

Tanto o primeiro caso brasileiro de histoplasmose cronica disseminada
guanto o primeiro caso de histoplasmose pulmonar cronica, foram relatados em
pacientes residentes no estado do Rio de Janeiro, em 1945 e 1959
respectivamente (DUARTE, 1945; PAULA et al., 1959a).

O primeiro relato de uma microepidemia de histoplasmose no Brasil
ocorreu também no Rio de Janeiro, em 1959, envolvendo criancas nativas do
estado (PAULA, 1959b).
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Em 2003, foi realizado um estudo, onde foi relatada uma microepidemia
ocorrida em Niterdi, no qual cinco criangas que limparam um forno desativado,
que era utilizado para a producdo de carvao vegetal se infectaram com H.
capsulatum (MARTINS et al., 2003).

Recentemente, duas revisdes sistematicas demonstraram a importancia
da epidemiologia da histoplasmose no estado do Rio de Janeiro. Uma delas
demonstra a importancia da histoplasmose no estado, o qual, assim como 0s
estados de Goias, Rio Grande de Sul e Distrito Federal, possui proximo de
1.000 casos de histoplasmose reportados na literatura entre 1939 e 2018
(ALMEIDA et al., 2019) (Figura 4A).

A segunda revisdo sistematica relatou que o estado do Rio de Janeiro
contabiliza 50% dos surtos relatados na literatura entre os anos de 1946 e
2017, os quais tiveram, em sua grande maioria, associacdo com locais
contaminados com excretas de aves e morcegos, como cavernas, grutas e
galinheiros. Além disso, cidades pertencentes ao estado do Rio de Janeiro,
como Paraiba do Sul, Petrépolis, Vassouras, Duque de Caxias, Sdo Goncalo,
Niter6i, Angra dos Reis e a cidade do Rio de Janeiro foram descritas como
locais onde ocorreram o maior niumero de casos (GUERRA et al., 2019) (Figura
4B e C).
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Figura 4 — Histoplasmose no Brasil — (A) Distribuicdo geografica do nimero de casos de
histoplasmose reportados no Brasil no periodo de 1939 a 2018 (Adaptado de ALMEIDA et al.,
2019). (B) Fontes de exposi¢do associadas aos surtos descritos no Brasil no periodo de 1946 a
2017, com 52,5% dos surtos associados a cavernas, 15% a locais abandonados, 12,5%
associados a minas, 10% a galinheiros, outras fontes e fontes ndo descritas com 5% cada. (C)
Surtos e microepidemias descritos no Brasil no periodo de 1946 a 2017. Os estados de AM,
MT, BA, MG, PB, SC e DF (branco), SP e RS (cinza) e RJ (preto), reportaram 1-2, 5-6 e 19-20

surtos no periodo, respectivamente. (Adaptado de GUERRA et al., 2019).
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1.2.2 - Patogenia

Histoplasma capsulatum infecta seu hospedeiro por via respiratoria e
com raras exceg¢fes por outras vias, tais como inoculacao cutanea (SAHEKI et
al., 2008) e um caso descrito na literatura de transmisséo vertical (FERREIRA
et al., 1988).

Esta micose apresenta um amplo espectro clinico, variando desde
formas leves, a graves e disseminadas. O inicio da infec¢do por H. capsulatum
depende de uma interagdo entre o fungo e seu hospedeiro e, pelo menos trés
condicbes podem ser observadas na patogenia desta micose: o estado
imunologico do hospedeiro, a viruléncia da cepa infectante e/ou a carga
parasitaria adquirida (GOODWIN; LOYD; DES PREZ, 1981) (Figura 5).

Figura 5: Triangulo da doenca: A doenca pode ocorrer por meio de uma interacdo entre
hospedeiro (Suscetibilidade genética, estagio de desenvolvimento, sistema imune), ambiente
(Fatores bidticos e abibticos: solo, temperatura, pH, umidade) e patdégeno (Fatores de
viruléncia, quantidade do in6culo, disperséo), onde hospedeiro, patbgenos e ambiente podem
se relacionar entre si (setas) e juncéo de fatores pode ocasionar doenca.

As células T e os fagoécitos fazem parte da principal resisténcia do
hospedeiro contra H. capsulatum. A imunidade protetora € caracterizada pela
inducéo da producéo de citocinas pelas células T, particularmente IFN-y e fator

de necrose tumoral-alfa (TNF-a), ativando subsequentemente as células
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fagociticas, sendo os macrofagos as células efetoras primarias da resisténcia
do hospedeiro contra H. capsulatum (ALLENDOERFER; DEEP, 1998).

A infeccdo por H. capsulatum se inicia apos a inalacdo e deposicdo das
particulas infectantes nos alvéolos pulmonares, principalmente o0s
microconidios e pequenos fragmentos de hifas, que sao leves e se dispersam
pelo ar e que sdo capazes de penetrar nos alvéolos pulmonares. Este evento é
seguido pela conversdo destas particulas em leveduras, o qual tem sido
considerado como fator critico para a patogenicidade de H. capsulatum
(MITTAL et al., 2018).

Nos alvéolos pulmonares estes organismos se incorporam ao
parénquima pulmonar através da migracdo de macrofagos alveolares, bem
como de polimorfonucleares, determinando dessa maneira, uma pneumonia
intersticial, e este processo de transicdo pode comecar dentro de algumas
horas, podendo levar alguns dias ap0s a exposicdo. Durante a infeccdo
priméria, as células leveduriformes sao fagocitadas, levando a ativacdo do
sistema fagocitico mononuclear e liberacdo de mediadores quimicos
participantes do mecanismo oxidativo. Fagocitos repletos de H. capsulatum
migram entéo para os linfonodos adjacentes, onde um novo foco inflamatorio é
formado, constituindo um complexo primério pulmonar.

Posteriormente, pode ocorrer disseminacdo hematogénica para outros
orgaos como figado, baco e medula 6ssea entre outros, e de duas a trés
semanas apos o inicio da infeccdo, ativa-se a imunidade celular especifica e
linfécitos T sensibilizados ativam macréfagos para fagocitarem e lisarem
leveduras intracelulares (WHEAT, 2003).

Além da formacao de granuloma, delimitando o processo tanto nos focos
primarios como nos secundarios. Pode haver necrose de -caseificacao,
encapsulamento fibroso e frequente depoésito de sais de calcio nas lesdes
residuais. O controle da infec¢cdo parece estar associado com a ativacao da
imunidade celular e a resolucdo da infeccdo é coincidente com a ativagdo e
proliferacdo de linfocitos T, que ainda induzem os macréfagos a secretarem
TNF-a para auxiliarem na destruicdo do fungo (FLOR et al., 2003).

Apbs a infeccdo priméria, H. capsulatum pode persistir viavel no interior
dos granulomas durante anos (NOSANCHUK; GACSER, 2008). Assim,

reativacdo endogena pode explicar casos de histoplasmose disseminada em
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individuos imunocomprometidos residentes em areas de baixa endemicidade,
mas que anteriormente viveram em areas endémicas ou viajaram para tais

areas (Figura 6).
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Figura 6 — Patogenia da histoplasmose: (1) As particulas infectantes sdo aerossolizadas, (2)
sdo inaladas por um hospedeiro, (3) se depositam no pulmao, (4) migram ao linfonodo mais
proximo e (5) podem chegar a corrente sanguinea e serem disseminadas por via
hematogénica. (Fonte: Centers for Disease Control and Prevention, CDC — Atlanta).

1.2.3 Manifestacdes Clinicas

Apdés a exposicdo primaria a H. capsulatum, menos de 1% dos
individuos apresentam manifestacdes clinicas, dentre estes, principalmente
aqueles que foram expostos a inalacdo de grande quantidade de propagulos
fungicos (KAUFFMAN, 2009).



33

Os casos sintomaticos desta micose em individuos imunocompetentes,
apresentam-se comumente como infec¢des autolimitadas do trato respiratério e
a inalacdo abundante de conidios de H. capsulatum pode levar ao surgimento
de uma forma pulmonar aguda, em geral, apés duas ou trés semanas da
exposicao ao fungo. Nesta forma clinica, os sintomas podem ser identificados
em 85 a 100% dos casos, nos quais se constata febre, calafrios, mialgia,
anorexia, tosse, dispneia, cefaleia, e dor toracica. Entretanto, todos estes
sintomas sdo inespecificos, portanto, podem ser comumente observados em
outras doencas (WHEAT et al.,, 2000; SEVERO et al.,, 2001; ROSSINI;
GOULART, 2006). Na maioria dos casos, esta forma clinica tende a regredir
sem tratamento especifico em um periodo que pode variar entre duas e quatro
semanas (FERREIRA; BORGES, 2009). A histoplasmose pulmonar aguda é
observada em casos isolados ou sob a forma de surtos epidémicos, em
pessoas que realizam atividades recreativas ou laborais, em locais onde ha
micro nichos do fungo (KAUFFMAN, 2007).

Em individuos com lesBes pulmonares pré-existentes, como enfisema
centrolobular ou bolhoso, ou defeitos anatbmicos estruturais, a histoplasmose
pode ocorrer sob a forma pulmonar cronica. Neste caso, a histoplasmose
apresenta caracteristicas extremamente similares a tuberculose, com formacéo
de granulomas e acometimento da regido apical-posterior dos pulmdes, ja que
estas lesBes pulmonares favorecem a instalagcdo do foco inicial da doenca.
Esta forma, em geral, acomete individuos com mais de 50 anos de idade,
tabagistas e portadores de doenca pulmonar obstrutiva cronica. Clinicamente
pode-se observar a presenca de febre baixa vespertina, sudorese noturna,
perda de peso, dor toracica e tosse com hemoptise (GOODWIN; DES PREZ,
1973; WHEAT et al., 2000; FERREIRA; BORGES, 2009; OIKAWA et al., 2010;
MITTAL et al., 2018).

A forma disseminada da histoplasmose ocorre principalmente em
pessoas com algum mecanismo de imunossupressao, como pacientes com
neoplasias hematoldgicas (leucemias e linfomas), transplantados, em uso
prolongado de corticosterdides e individuos com aids. Entretanto, cerca de
20,0% dos casos ocorrem em pessoas saudaveis que foram expostas a um

in6culo macico e esta € uma forma clinica definida pela presenca de foco
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extrapulmonar e extraganglionar de curso progressivo (KUROWSKI;
OPSTAPCHUK, 2002; WHEAT et al., 2004).

Febre persistente, perda de peso e esplenomegalia sdo os achados
clinicos mais frequentes na histoplasmose disseminada. Outros sinais e
sintomas que podem ser observados incluem adenopatias,
hepatoesplenomegalia, tosse, adinamia e sudorese (CORTI et al. 2000;
HAJJEH, 1995). Em geral, observa-se infiltrado pulmonar intersticial a
radiografia de toérax, e pancitopenia ao hemograma (KAUFFMAN, 2007;
PONTES et al., 2010).

A ocorréncia de manifestacdes cutaneas em &reas ndao endémicas pode
ser menor que 1%, no entanto, existem estudos que mostram que estas
manifestacfes em histoplasmose disseminada ocorrem com maior frequéncia
em pacientes com aids (KARIMI et al.,, 2002; PECHING; KUMAKAWA,;
GALARZA, 2004). Pacientes com infeccdo mista (aids e histoplasmose),
procedentes da América do Sul, especialmente do Brasil, apresentam alguma
lesé@o de pele, em até 80% dos casos (CORTI et al., 2000; KARIMI et al., 2002).

A coinfeccdo aids-histoplasmose tem sido estudada e estudos
demonstram um importante aumento desses casos, dentre 0s quais, a
histoplasmose na forma disseminada € a principal forma observada nos ultimos
anos (BRILHANTE et al.,, 2012). No nordeste brasileiro, observa-se uma das
mais altas prevaléncias de HIV/aids da América Latina e o estado do Ceara
possui uma das maiores taxas de mortalidade por histoplasmose no mundo,
como uma taxa de 33 a 42% de mortalidade (DAMASCENO et al., 2019).

1.2.4 - Diagnostico

O diagnodstico da histoplasmose baseia-se nos aspectos clinicos,
laboratoriais, radiol6gicos e epidemioldgicos, uma vez que sua sintomatologia €
inespecifica, fato esse que pode gerar um diagnostico equivocado. Com isso, €
facil compreendermos a necessidade de métodos diagnosticos especificos,
mantendo as evidéncias clinicas como suporte (WHEAT et al., 2004; ROSSINI;
GOULART, 2006).
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1.2.4.1 - Diagndstico Micoldgico

O diagnéstico definitivo baseia-se na identificacdo de H. capsulatum em
materiais bioldgicos, empregando-se simultaneamente duas metodologias:
exame direto e cultivo. No exame direto, a demonstracdo de células
leveduriformes de H. capsulatum em espécimes clinicos por microscopia, em
preparacdes a fresco ou utilizando hidroxido de potassio (KOH 10%) apresenta
baixa sensibilidade, uma vez que o fungo se apresenta com dimensdes muito
pequenas, tornando o agente fangico de dificil identificacdo apls este
tratamento. A sensibilidade do exame microscépico direto em geral é baixa,
mesmo com coloracdes especificas e esta relacionada a forma clinica: 10% na
histoplasmose pulmonar aguda, 40% na pulmonar crénica e menor que 25% na
forma disseminada (WHEAT, 2003; GUIMARAES; NOSANCHUK; ZANCOPE-
OLIVEIRA, 2006).

A confirmacao do diagnostico se da pelo isolamento e identificagédo de H.
capsulatum em amostras de tecido e/ou fluidos corporais através de cultivo em
meios especiais para isolamento, como Agar Sabouraud e Mycosel, entre
outros, incubados a 25°C durante um periodo que pode variar de seis a 12
semanas. Nestas condi¢bes, H. capsulatum inicialmente apresenta no seu
crescimento, colonias glabras, que com o tempo tornam-se filamentosas,
aéreas, algodoadas, de coloracdo branca, compostas microscopicamente por
uma trama miceliana caracterizada por hifas hialinas septadas, microconidios,
e macroconidios tuberculados em varios estagios evolutivos e estas colonias
tendem a melanizar proporcionalmente ao tempo de cultivo. A evidéncia destes
conidios sugere a identidade deste como H. capsulatum. Entretanto, a
conversao desta fase para a forma leveduriforme é fundamental, uma vez que
fungos sapréfitos do género Chrysosporium podem apresentar estruturas de
propagacdo semelhantes as produzidas pelo agente da histoplasmose (GAUR,;
LICHTWARDT, 1980).

Para obtencdo da fase leveduriforme € necessario realizar repiques da
fase filamentosa da colénia suspeita em meios enriquecidos, tais como Agar
sangue, Agar infusdo cérebro-coracdo (BHI), ambos acrescidos de cisteina,
além do meio ML Gema (FRESSATTI et al., 1992), todos com subsequente
incubacédo a 35-37°C.
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Quando convertidos, observam-se colbnias lisas, branco-amareladas,
Uumidas, apresentando a microscopia, leveduras ovais, unibrotantes e de
morfologia uniforme (RIPPON, 1988; LACAZ et al., 2009). No entanto, H.
capsulatum nao converte facilmente, dependendo assim, da exigéncia de
nutrientes, condi¢cdes de temperatura e ainda, das caracteristicas fisioloégicas
de cada cepa (EISSENBERG; GOLDMAN, 1991).

O isolamento e identificagdo do fungo em cultivo embora considerados
meétodos de referéncia, apresentam limitacdes, uma vez que o0 crescimento
pode ser muito lento, durando de 6 a 12 semanas (RIPPON, 1988; BUITRAGO
et al., 2006; MAUBON; SIMON; AZNAR, 2007).

As culturas podem ser negativas em muitos pacientes com formas
brandas de histoplasmose, limitando sua utilizacdo nestes casos. Pacientes
com histoplasmose disseminada e crbnica apresentam cultivos positivos
provenientes de seus espécimes clinicos, no entanto, mesmo nestes casos a
cultura pode ser falso-negativa em 20% dos casos disseminados e 50% dos

casos crénicos (WHEAT et al., 1997).

1.2.4.2 - Diagndstico Histopatolégico

O diagnostico histopatoléogico da histoplasmose é baseado na
observacdo de macréfagos parasitados com células leveduriformes em cortes
corados pela hematoxilina-eosina (H&E). As leveduras aparecerdo como um
corpusculo ligeiramente basofilico, esférico ou ovalado, medindo de 2 a 4um de
diametro, rodeadas por um halo claro, delimitado por uma parede celular muito
fina e hialina, podendo apresentar um brotamento estreito variavel (RIPPON,
1988; ROSSINI; GOULART 2006; CUNHA et al., 2007).

Outras coloracdes utilizadas sdo a impregnacao argéntica de Gomori-
Grocott (GMS) e acido periédico de Schiff (PAS), nas quais, a parede celular do
fungo €& fortemente corada, permitindo a visualizacdo das leveduras
unibrotantes, pequenas, ovais ou arredondadas. No entanto, a positividade
deste método gira em torno de 50%, ocorrendo ainda resultados falso-positivos
com outros fungos como Candida glabrata, Penicillium marneffei, Pneumocystis

jirovecii ou artefatos de coloracdo (WHEAT et al., 2002).
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1.2.4.3 - Diagnostico Imunologico

Os métodos de diagndstico imunoldgico sdo importantes no diagndéstico
das principais micoses sistétmicas endémicas: coccidioidomicose,
blastomicose, histoplasmose e paracoccidioidomicose. Em algumas ocasides,
0 resultado destes métodos € a primeira indicacdo da natureza fungica da
doenca em um paciente.

As duas principais técnicas utilizadas na deteccdo de anticorpos anti-
Histoplasma dentro da rotina laboratorial devido a sua conveniéncia,
disponibilidade e precisdo, sdo as técnicas de imunodifusdo dupla de
Ouchterlony (ID) (OUCHTERLONY, 1962) e reacéao de fixacdo do complemento
(RFC) (GUIMARAES; NOSANCHUK; ZANCOPE-OLIVEIRA, 2006).

A ID é uma técnica altamente especifica para o diagndstico da
histoplasmose, com valores proximos a 100%, no entanto, apresenta limitacdes
qguanto a sensibilidade, que pode variar de 70 a 100%, fazendo com que o0s
anticorpos especificos possam nao ser detectaveis em um periodo de quatro a
seis semanas ap6s o aparecimento dos sintomas, fornecendo assim,
resultados falso-negativos (PIZZINI et al., 1999; GUIMARAES; NOSANCHUK;
ZANCOPE-OLIVEIRA, 2006).

A RFC, embora muitas vezes seja mais sensivel (72,8-94,3%) que a ID,
pode apresentar reatividade cruzada com soro de pacientes infectados com
Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis, Paracoccidioides brasiliensis e
Candida spp. (WHEAT et al., 1986).

Foi demonstrado que ensaios imunoenzimaticos, tais como Western blot
(WB) e ELISA, apresentam maior sensibilidade que a imunodifusdo e a reacao
de fixacdo de complemento na deteccdo de anticorpos (PIZZINI et al., 1999;
GUIMARAES et al., 2004).

Um importante teste para o diagnostico da histoplasmose, € o teste de
WB utilizando o antigeno histoplasmina purificado e deglicosilado, o qual foi
desenvolvido (ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 1994b), avaliado (PIZZINI et al.,
1999) e validado (ALMEIDA et al., 2016), apresentando elevada sensibilidade
(94,9%) e especificidade (94,1%), rapidez e simplicidade de execucado. Além de
ser utilizado na rotina laboratorial, esse método é altamente recomendado no
diagnostico de pacientes com HIV/aids (ALMEIDA et al., 2019).
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A deteccdo de antigenos especificos tem sido também aplicada ao
diagnostico da histoplasmose, principalmente na forma disseminada aguda
(ALMEIDA-SILVA et al., 2019). Um estudo multicéntrico avaliou a sensibilidade
e especificidade do ELISA para deteccdo de antigeno de Histoplasma MVista
em diferentes formas clinicas. A sensibilidade encontrada no estudo foi de
91,8% quando o teste foi realizado em amostras de urina de pacientes com
histoplasmose disseminada, 83,3% em pacientes com histoplasmose aguda,
30,4% em pacientes com a forma subaguda e 87,5% em pacientes com a
forma pulmonar cronica (HAGE et al., 2011).

O kit Histoplasma UAg EIA (IMMY) pode oferecer uma abordagem
alternativa para a deteccdo de antigeno de H. capsulatum na urina, no entanto
serdo necessarios estudos adicionais para melhor caracterizar o desempenho
deste teste em conjunto com achados clinicos (THEEL et al., 2013).

Ja foi sugerido que valores positivos baixos, no kit Histoplasma UAg EIA,
devem ser interpretados com cautela, uma vez que o significado clinico de
resultados positivos com valores inferiores a 0,6 ng/mL foi avaliado em 25
pacientes sem evidéncia de infeccdo prévia por H. capsulatum, onde 12/25
pacientes foram considerados falsos positivos (THEEL; RAMANAN, 2014).

Recentemente, foi validado um ELISA de captura para deteccédo de
antigeno circulante de H. capsulatum na urina de pacientes com infec¢do mista
pelo HIV e H. capsulatum, e avaliada a correlacdo entre antigenuria e melhora
clinica durante o acompanhamento terapéutico. A sensibilidade do teste foi de
86% e a especificidade global foi de 94%. Este foi ainda, considerado como
uma ferramenta potencial para monitorar e avaliar a resposta de terapia
antifingica em pacientes com aids e histoplasmose disseminada,
especialmente naqueles gravemente imunodeprimidos (CACERES et al.,
2014).

1.2.4.4 - Diagnostico Molecular

No intuito de suprir as limitagbes em relacdo ao diagndstico
convencional da histoplasmose, as técnicas de biologia molecular tém

contribuido para o desenvolvimento de abordagens que detectam
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indiretamente H. capsulatum em espécimes clinicos por meio da identificacdo
de 4cidos nucléicos especificos. Com isso, estas metodologias oferecem maior
rapidez, alta sensibilidade e especificidade, além de facilidade na interpretacdo
de resultados (ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2011; ZANCOPE-OLIVEIRA;
MUNIZ; PIZZINI, 2019;)

Dentro dos métodos moleculares, a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) é a técnica mais utilizada no diagnéstico da histoplasmose em amostras
biologicas e a partir da PCR convencional, e outras técnicas, como a nested
PCR e a PCR em tempo real (QPCR) sédo frequentemente empregadas com
fins diagnosticos nas infeccbes causadas por H. capsulatum (BIALEK et al.,
2002; BUITRAGO et al., 2006).

Um estudo multicéntrico, formado por cinco laboratérios, membros da
rede MICOMOL do programa CYTED, teve por objetivo avaliar trés diferentes
protocolos de PCR para deteccdo de H. capsulatum (PCR convencional,
nested PCR e em tempo real), no qual a sensibilidade geral destes protocolos
foi de 86% e a especificidade de 100%. Todos os laboratérios foram capazes
de amplificar DNA de H. capsulatum, e sugerem que a PCR em tempo real seja
uma ferramenta promissora para deteccdo de forma eficiente deste patdgeno
em amostras clinicas (BUITRAGO et al., 2013).

Diferentemente do isolamento, a técnica de PCR em espécimes clinicos
€ segura, em funcdo da rapida degradacdo do patdgeno pela extracdo do
material genético, o que limita a possibilidade de contaminacdes laboratoriais
do operador (RICKERTS et al., 2002) e permite um diagndstico precoce, antes
mesmo da cultura apresentar crescimento positivo (BUITRAGO et al., 2006).

Embora com a existéncia dessa miriade de opcdes diagnésticas possa
facilitar o diagnGstico em casos complexos, estudos mais recentes
demonstram, por meio de revisdo sistemética, que no Brasil, além do aumento
no namero de casos, 0 aumento no numero de publicacdes aconteceu a partir
da década de 80 (Figura 7A).

Observa-se também que o0s métodos que detectaram a maior
quantidade de casos foram os métodos convencionais, como a cultura e
histopatologia, tanto separadamente quanto em conjunto. Dessa maneira, a

cultura e/ou histopatologia em conjunto diagnosticou 761 pacientes, seguidos
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dos respectivos métodos, que diagnosticaram cada um 570 e 523 casos.
(ALMEIDA et al., 2019) (Figura 7B).
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1.2.5 Tratamento

A histoplasmose geralmente é uma infeccdo benigna e autolimitada, em
que 0s casos de regressao espontanea ndo necessitam de tratamento
especifico, sendo o repouso e observacdo clinica as medidas mais eficazes
(WHEAT; KAUFFMAN, 2003).

Na histoplasmose pulmonar aguda, quando a febre se prolonga por mais
trés semanas ou quando as manifestagbes sdo muito intensas, indica-se a
anfotericina B, na dose de 0,7 a 1 mg/kg intravenosa (IV), recomendado para
pacientes com baixo risco de nefrotoxicidade. O uso dessa forma de tratamento
também é tolerado por crianca (ALMEIDA-SILVA et al., 2019).

Nas formas disseminadas e pulmonar crénica, a anfotericina B é a droga
de escolha, 1 mg/kg IV em dias alternados, até atingir doses totais de 30 a 40
mg/kg. Alternativamente, a anfotericina B pode ser substituida com vantagem
pelas formula¢des lipossomais, melhor toleradas e de eficacia similar, tendo
como sua Unica restricdo o alto custo (JAWALE; GULWANI, 2017; ALMEIDA-
SILVA et al., 2019).

Nos casos de contraindicacdo ao uso da anfotericina B, o itraconazol é
uma boa alternativa, mostrando-se pouco toxico, na dose de 200 a 400 mg/dia
para adultos, em uma Unica tomada, por seis meses a um ano.

O itraconazol representa uma alternativa terapéutica para casos sem
comprometimento do estado geral, sem evidéncia de disseminacgéo sistémica
ou guando ha necessidade de manutencdo prolongada, nos casos da forma
pulmonar crénica recomendam-se 200 a 400 mg/dia, divididos em duas
tomadas, durante 12 meses, pelo menos, com acompanhamento laboratorial
(WHEAT; KAUFFMAN, 2003).

Nao ha vacina disponivel contra H. capsulatum (ROTH; ZAMITH-
MIRANDA; NOSANCHUCK, 2019), no entanto, medidas de prevencdo podem
ser adotadas com a finalidade de evitar exposicdo a areas potencialmente
contaminadas, com isso, torna-se fundamental o uso de mascaras protetoras
apropriadas para individuos com risco de exposicdo a locais suspeitos ou
contaminados o fungo (DIAZ, 2018).
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2.1 - HISTOPLASMA CAPSULATUM

2.1.1 - Ecologia

A demonstracdo do habitat natural de H. capsulatum foi descrita em
1949 quando o microrganismo foi encontrado no meio ambiente, na forma
filamentosa, como saprobio de solo, sendo isolado pela primeira vez proximo a
um galinheiro (EMMONS, 1949). Desde entdo, H. capsulatum tem sido
encontrado em locais conhecidamente habitados por aves e morcegos, cujos
solos sé@o enriquecidos com excretas destes animais (AJELLO; ZEIDBERG,
1951). A relacdo do fungo com estes locais se da pelo alto teor de acido Urico
encontrado, uma vez que esse componente € utilizado como fonte de
nitrogénio pelo fungo (EISSENBERG; GOLDMAN, 1991; ZANCOPE-
OLIVEIRA; MUNIZ; PIZZINI, 2019).

Aliado a isso, estima-se que um solo com uma faixa de temperatura
variando entre 22-29°C e umidade em torno de 67-87%, ofereca maior
probabilidade para o crescimento e isolamento do fungo (FURCOLOW, 1958).

Cavernas, constru¢cdes antigas ou abandonadas, forros, so6tdos ou
pordes de casa, galinheiros, arvores ocas e campos cultivaveis sao importantes
nichos ecolégicos deste fungo e consequentes fontes de infeccdo para homens
e animais. Além disso, a propria movimentacdo do solo proporciona a
dispersédo de particulas pelo ar (LONDERO; WANKE, 1988; GUERRA et al.,
2019).

Tentativas de isolamento de H. capsulatum diretamente de aves néo
tinham sido produtivas, sugerindo assim, que esses animais ndo fossem
infectados naturalmente pelo fungo, sendo considerados apenas como
carreadores do fungo, por meio dos seus pés, penas, asas e bicos. No entanto,
um estudo descreveu um caso de histoplasmose e candidiase em um
papagaio, mostrando que H. capsulatum pode se disseminar em aves, uma vez
que nesse estudo o animal possuia comprometimento 0sseo, além de
granulomas pelo corpo e lesédo no bico (QUIST et al., 2011).

Morcegos desenvolvem um importante papel na dispersédo natural de H.

capsulatum, uma vez que atuam como reservatorios do fungo, por se
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infectarem, abrigarem o0 microrganismo em sua mucosa intestinal e o
dispersarem por meio da eliminagdo das suas fezes (TAYLOR et al., 2005a;
DIAZ, 2018).

Além do conhecido papel dos morcegos, diversas outras espécies de
animais podem se infectar com H. capsulatum, tais como, caes, gatos, cavalos,
bovinos e suinos e também entre roedores silvestres, como roedores e
marsupiais (LARSH, 1975; ZANCOPE-OLIVEIRA; WANKE, 1986; TAYLOR et
al., 1996; CANO; HAJJEH, 2001; ESPINOSA-AVILES et al.,, 2008; REYES-
MONTES et al., 2009; CANTEROS et al., 2010; QUIST et al., 2011; DEEPE Jr;
2018; ALMEIDA et al., 2019).

Outro fator muito importante no carreamento de H. capsulatum para
novos ambientes, € a dispersdo edlica, uma vez que ja foi claramente
demonstrado que infeccbes podem ocorrer apO0s contato com propagulos

fungicos infectantes por meio das vias aéreas (CHICK et al., 1981).

2.1.2 - Morfologia

Histoplasma capsulatum €& um fungo dimorfico e em seu ambiente
natural, o solo, ou quando cultivado em laboratério a temperatura ambiente, se
apresenta na forma filamentosa, a qual produz colénias que podem ser
divididas macroscopicamente: Tipo A (Albino), possui colonias que apresentam
micélio aéreo de aparéncia cotonosa, branca (Figura 8A) e com pouca
producdo de estruturas de propagacao, os macroconidios e microconidios. Ja o
tipo B (Brown-Marrom), possui hifas finas e a colonia tem aspecto menos
cotonoso com grande numero de macroconidios e microconidios. JA em
parasitismo ou quando cultivado em laboratdrio a uma temperatura de 37°C, H.
capsulatum também pode apresentar dois tipos de coldnias: as colbnias
rugosas (wild type colony) e as colbnias lisas (variante espontanea)
(EISSENBERG; GOLDMAN, 1991).

No solo ou quando cultivado sob sua forma filamentosa, H. capsulatum
apresenta algumas caracteristicas microscépicas, representados como uma
trama de hifas hialinas, septadas e ramificadas, além de apresentar estruturas

de propagacao, os conidios, estes estdo presentes tanto lateralmente quanto
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na porcao apical das hifas (Figura 8B). Estes propagulos se apresentam como
estruturas globosas, que podem possuir um tamanho variado, de 8 a 16uym de
diametro, de parede lisa, que com o passar do tempo e envelhecimento da
cultura, podem desenvolver numerosas projecoes, semelhantes a tubérculos
em toda sua superficie (Figura 8B), dessa maneira, essas estruturas passam a
ser chamadas de macroconidios tuberculados (PINE, 1960). A fase filamentosa
ainda apresenta estruturas menores, os microconidios, estruturas ovaladas
com tamanho variando de 2 a 5um de didmetro, com paredes lisas, formados
na extremidade de curtos conidioforos em angulo reto com a hifa. Essas
estruturas de propagacdo apresentam grande resisténcia aos fatores
ambientais adversos e séo facilmente carreadas por correntes aéreas, podendo
se dispersar por grandes distancias (CHICK et al., 1981). Os microconidios
penetram de maneira mais facil nos alvéolos pulmonares, além de se
destacarem das hifas mais facilmente (LARSH, 1975).

Ja na fase leveduriforme, H. capsulatum se caracteriza, tanto em
parasitismo infectando tecidos, quanto cultivado a 37°C em meios de cultura
especificos como leveduras unibrotantes, medindo aproximadamente 2 um. As
colbénias produzidas durante esta fase sdo semelhantes as coldnias formadas
por outras leveduras, com aspecto umido, liso e cremoso, apresentando ainda
uma coloracdo podendo variar de tons do branco-amarelado ao castanho
(RIPPON, 1988) (Figura 8 C e D)
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filamentosa com coldnia de coloracdo branca e bege. (B) Micromorfologia da fase filamentosa
com demonstracdo de hifas hialinas, septadas, micro e macroconidios tuberculados. (C)
Macroscopia da fase leveduriforme com coldnia de aspecto cremoso e coloragédo bege. (D)
Microscopia da fase leveduriforme com presencga de leveduras unibrotantes. Fonte: Elaborada

pelo autor.

2.1.3 - Reproducéo

Dentro do ciclo de vida fangico, a mitose € realizada inUmeras vezes
dando origem a uma grande quantidade de propagulos fungicos, permitindo a
preservacdo e propagacdo de caracteristicas genéticas bem adaptados,
permitindo uma rapida e eficiente colonizacdo de novos ambientes com
caracteristicas semelhantes. Esse tipo de colonizacdo denomina-se
conidiogénese, na qual as estruturas conhecidas como esporos, tém sua
origem nas extremidades dos conidiéforos (GAMBALE, 2010; CHIU, 2012).

Ja na reproducéo sexuada, as células possuem sua origem através da
meiose, capacitando essas céluas a realizarem pareamentos, com
conseugnete troca de material genético. Esse processo favorece o aumento da
variabilidade genética dos organismos, consequentemente de H. capsulatum
(CHIU, 2012).
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As estruturas oriundas de reproducdo sexuada sdo chamadas de
ascoésporos e sdo formadas dentro de estruturas conhecidas como ascos, que
por sua vez se encontram nos ascocarpos (GAMBALE, 2010).

Dois tipos de compatibilidade sexual podem ser encontrados na fase
filamentosa de H. capsulatum, os quais sdo “mating types”, podendo ser do tipo
(+ ou major) e (- ou minor). (KWON-CHUNG, 1972a,b; KWON-CHUNG et al.,
1974; KWON-CHUNG et al., 1984).

Na década de 70, a identificacdo dos mating types era realizada por
meio pareamento de isolados fungicos e devido a rapida perda de fertilidade do
fungo em laboratorio, esta era uma técnica de dificil manuseio. Em isolados
clinicos ja foi demonstrada uma predominancia do tipo de compatibilidade (-),
sendo uma proporcao de 7:1, ao passo que em isolados ambientais, observou-
se a presenca de ambos os tipos de compatibilidade, em propor¢cdo de 1:1
(KWON-CHUNG et al., 1974).

Em 2007, pesquisadores determinaram por meio da amplificacdo por
PCR, o locus MAT1, com iniciadores especificos para os idiomorfos MAT1-1 e
MAT1-2, que respectivamente codificam os tipos de compatibilidade sexual (+)
e (-) de H. capsulatum (BUBNICK; SMULIAN, 2007) (Figura 9).

Alpha Box Transcription Factor
MAT 1-1

MAT1S
MAT 1AS

MAT2S
MAT 2AS

HMG Box Transcription Factor
MAT 1-2

Figura 9 — Representacdo do lécus MAT de H. capsulatum com sua regido idiomérfica, onde
uma mesma regido do DNA pode codificar feroménio (Alpha Box) ou o receptor para este
feroménio (HMG Box), resultando em cruzamento sexual na forma anamorfa do microrganismo.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Alguns estudos moleculares recentes tém demonstrado que os dois tipos
de compatibilidade sexual de H. capsulatum, podem apresentar relacdo com a
origem geogréfica dos isolados (RODRIGUEZ-ARELLANES et al.,, 2013;
MUNIZ et al., 2014).

No Meéxico e nos Estados Unidos, os dois tipos de compatibilidade
sexual ja foram encontrados, tanto em isolados ambientais quanto em isolados
clinicos, ao passo que no primeiro estudo realizado no Brasil, apenas o tipo de
compatibilidade sexual (-) ou MAT1-1 foi demonstrado (RODRIGUEZ-
ARELLANES et al., 2013). No entanto, estudos mais recentes demonstraram a
presenca dos dois tipos de compatibilidade sexual em isolados de H.
capsulatum oriundos de amostras de origem humana com a deteccdo de
infeccbes mistas por diferentes tipos de compatibilidade sexual e com
heterogeneidade genotipica, verificada pelo MLST, demonstrando que
mecanismos de coinfec¢do e superinfec¢cdo ocorrem no Ceard, provavelmente
devido a continua reexposicdo a diferentes micro nichos de H. capsulatum
nesta regiao endémica (DAMASCENO et al., 2019).

Outro estudo, no qual foi padronizada uma PCR multiplex para a
deteccdo molecular dos tipos de compatibilidade sexual, também foi
demonstrada a presenca de MAT1-1 e MAT1-2 em amostras de origem
humana (ALMEIDA-SILVA et al., 2018).

2.1.4 - Taxonomia e filogenia molecular

Histoplasma capsulatum foi inicialmente classificado e alocado no Filo
Deuteromycota, Classe Hyphomycetes, que também sdo conhecidos como
fungos imperfeitos, devido & auséncia de conhecimento da sua fase sexuada -
Teleomoérfica, conhecendo apenas a fase assexuada - Anamorfica
(CHANDLER, 1980).

Atualmente, ap0s o0 reconhecimento da fase teleomodrfica, essa
classificacdo se encontra mais completa. Inicialmente, esse estagio foi
denominado como Gymnoascus demonbreunii, porém houve a suspeita de que
essa forma se tratava de um contaminante queratinofilico (AJELLO; CHENG,
1967).



48

Em 1972, foi demonstrada a verdadeira fase sexuada de H. capsulatum,
a qual foi denominada de Emmonsiella capsulata, pertencente ao Filo
Ascomycota, classe Plectomycetes e familia Gymnoascaceae (KWON-
CHUNG, 1972b). McGinnis e Katz (1979) reestudando esta forma sexuada,
concluiram que E. capsulata deveria ser transferida para o género Ajellomyces,
com denominacdo de Ajellomyces capsulatus, pertencente a familia
Onygenaceae (KWON-CHUNG, 1973).

Analisando seis genes (18S rRNA, 28S rRNA, 5.8S rRNA, EF1a (fator
de elongacédo-1a), RPB1 e RPB2 (subunidades da RNA polimerase Il), foi
sugerido que espécie H. capsulatum fosse classificada no Filo Ascomycota,
dentro da classe Eurotiomycetes, ordem Onygenales, familias Onygenaceae
e/lou Ajellomycetaceae (JAMES et al.,, 2006; HIBBETT et al.,, 2007; HOOG;
GUARRO, 2007).

Baseado em aspectos morfolégicos e de patogenicidade, H. capsulatum
€ dividido em trés variedades: H. capsulatum var. capsulatum, H. capsulatum
var. duboisii e H. capsulatum var. farciminosum. A primeira variedade (H.
capsulatum var. capsulatum) é responséavel pela histoplasmose classica, de
distribuicdo mundial. A segunda (H. capsulatum var. duboisii) é responsavel
pela histoplasmose africana, sendo restrita apenas a uma parte do continente
africano, e a terceira (H. capsulatum var. farciminosum), ainda nao foi
encontrada parasitando o homem, sendo responsavel apenas como patégeno
de equinos, causando linfangite epizo6tica (LACAZ et al., 2002).

As técnicas de biologia molecular tém sido de grande valor para a
identificacdo e andalise do comportamento e patogenicidade de H. capsulatum,
permitindo também caracterizar a diferenciacdo e estudos filogenéticos desses
organismos (WOODS, 2002).

O uso destas ferramentas pode fornecer importantes informacfes nos
estudos, caracterizacdo de linhagens e diferenciacdo entre isolados, além de
possibilitar a identificagdo de fontes de infec¢do e inferir relacdo genotipica
entre isolados clinicos e regides geograficas (CARTER et al., 2001; TAYLOR et
al., 2005; ZANCOPE-OLIVEIRA; SILVA-TAVARES; MUNIZ, 2005).

Uma grande variedade de técnicas moleculares tem sido utilizada para a
caracterizacdo genética de H. capsulatum. Os primeiros estudos sobre a

diversidade genética de H. capsulatum utilizaram a analise de fragmentos de
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DNA gerados por enzimas de restricdo (RFLP), agrupando os isolados
estudados em trés classes. A classe 1 agrupou um isolado clinico de lllinois -
EUA (Cepa Downs), a classe 2 agrupou isolados da Louisiania - EUA (Cepas
G217 A e B; G222), ja a classe 3 agrupou isolados do Panama (Cepas G184 A
e B; G186 A e B) (VINCENT et al., 1986).

Trés anos mais tarde, um grupo de pesquisadores utilizou 0s mesmos
isolados que o estudo de 1986 e a mesma técnica. No entanto, esse grupo de
pesquisadores incluiu isolados fangicos ambientais e ap0s a analise dos
resultados, encontraram uma nova classe, formada pelo Unico isolado
ambiental (Cepa FSL1 — Flérida — EUA) e esse evidenciou assim, uma quarta
classe, classe 4, oriunda do isolado ambiental (SPITZER et al., 1989).

Posteriormente, em 1992, mantendo a técnica de RFLP, porém tendo
como alvo uma regido do lécus YPS3, um outro grupo de pesquisadores
utilizando os mesmos isolados de Spitzer e colaboradores, com inclusdo de
novos isolados clinicos de H. capsulatum oriundos da América Latina,
identificou duas novas classes, a classe 5 e a classe 6. No entanto, apos a
tipagem do mtDNA, a classe cinco apresentou quatro subclasses (KEATH et al
1992).

A técnica de amplificacdo randdmica de fragmentos de DNA (RAPD -
Random Amplified Polymorphic DNA), também permite diferenciar os isolados
do fungo H. capsulatum. Esta técnica se baseia na amplificacdo de fragmentos
de DNA utilizando iniciadores com sequéncias arbitrarias curtas (WOODS et
al., 1993).

Um estudo comparando a técnica de RFLP e RAPD mostrou que 0s
isolados brasileiros classificados em igual proporcdo entre as classes cinco e
seis, quando submetidos a técnica de RAPD, apresentavam 18 regides
polimérficas distintas, e desde entdo tem sido sugerido que as diferencas nas
apresentacoes clinicas podem estar associadas a diferencas genéticas, ja que
esse estudo mostrou que 66% dos casos brasileiros apresentava lesdes de
pele, ao passo que os isolados americanos apresentaram apenas 1% desse
tipo de lesédo (KARIMI et al., 2002).

Aléem disso, essa ferramenta possibilitou identificar uma estreita
associacdo do genotipo encontrado com a origem da fonte e &rea geogréfica
dos isolados fungicos (POONWAN et al., 1998; REYES-MONTES et al., 1999;
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TAYLOR; CHAVEZ-TAPIA; REYES-MONTES, 2000a; PERROTTA et al,
2001), assim como demonstra haver grande diferenca genética entre isolados
do fungo procedentes dos EUA e América Latina (MUNIZ et al.,, 2001;
PERROTTA et al., 2001).

No Rio de Janeiro/Brasil, isolados clinicos, animais e ambientais foram
avaliados por RAPD apresentando 80-100% de similaridade genética. Os perfis
genéticos dos isolados de H. capsulatum apresentaram baixa similaridade
genética (menor que 70%) com as cepas de referéncias usadas neste estudo
oriundas dos EUA e Panam& (MUNIZ et al., 2001). Utilizando a mesma técnica,
autores ja demonstraram ndo existir um gendétipo restrito para cada regido do
Brasil. Uma vez que isolados de diversas areas geograficas se agruparam em
um mesmo clado (ZANCOPE-OLIVEIRA; TAVARES; MUNIZ, 2005;
BRILHANTE et al., 2012).

Estudos ja demonstraram associacao entre o polimorfismo da regido ITS
com a regido geografica e as fontes ambientais dos isolados de H. capsulatum
(TAMURA et al., 2002; ESTRADA-BARCENAS et al., 2014; LANDABURU et
al., 2014). Utilizando a mesma analise, outros autores j& demonstraram que a
variabilidade genética da regido ITS de H. capsulatum var. farciminosum nao
exerce relacdo com uma determinada regido geografica, e sugerem que essa
espécie ndo somente causa infeccbes em equinos, uma vez que ja foi
demonstrado uma alta similaridade genética entre isolados humanos e de
outros animais ndo equinos de diversas regibes geograficas, com H.
capsulatum var. farciminosum, com 99% de similaridade. (MURATA et al.,
2007; EISENBERG et al., 2013; LANDABURU et al., 2014). Estudos também
sugerem que H. capsulatum var. farciminosum seja patogénica para o homem
(LANDABURU et al., 2014).

Um estudo comparando trés técnicas moleculares realizado em 2010,
em 51 isolados de H. capsulatum, oriundos de diversos estados brasileiros,
demonstrou que os resultados obtidos através restricdo enzimatica da regido
ITS, e sequenciamento multilocus (MLST), além do M13-PCR fingerprint
apresentaram 84,3% de concordancia, agrupando todos os isolados em trés
grandes grupos genéticos. A analise realizada pela fragmentacdo enzimatica
da regido ITS também demonstrou que os isolados oriundos do Rio de Janeiro

eram geneticamente distintos dos outros isolados estudados, sugerindo que a
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populacdo genética do estado do Rio de Janeiro seria uma populacéo distinta
com a evidéncia de um grupo autéctone (MUNIZ et al., 2010).

Atualmente, a técnica molecular mais aplicada e mais bem padronizada
para identificacdo de espécies, clados filogenéticos e diversidade genética de
H. capsulatum, € a andlise por MLST (TEIXEIRA et al., 2016). Trata-se de uma
metodologia robusta para estudos filogenéticos e em H. capsulatum, essa
técnica € voltada para a andlise de quatro genes codificadores de proteinas
nucleares arf (Fator de ribosilacdo do ADP), H anti (Antigeno H), olel (Delta-9
desaturase do &cido graxo), e TUB1).

Todos estes genes estdo altamente relacionados, tanto no seu papel
funcional quanto com sua relagdo genética, uma vez que esses genes estao
contidos em l6cus que evoluiram de maneira independente no genoma de H.
capsulatum (KASUGA et al., 2003).

Um estudo utilizando 137 isolados de H. capsulatum, oriundos de 25
paises, sugeriu a classificacdo destes isolados em oito clados distintos
filogeneticamente, com sete espécies geneticamente relacionadas, sendo os
clados: Latino-americano A (LAmA); Latino-americano B (LAmB); Norte-
americano 1 (NAm 1); Norte-americano 2 (NAm 2); Africa (Africano);
Netherlands (Holandés); Australia (Australiano) e Eurasia (Euroasiético) (Figura
10), porém este ultimo clado apresentou 98% de similaridade com o clado
LAmMA, pela andlise de Bootsrap, sugerindo que o clado euroasiatico tenha

origem no clado Latino-americano A (KASUGA et al., 2003)..
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Figura 10 — Distribuicdo filogeogréfica de 137 isolados de H. capsulatum nos diferentes
continentes e distancia genetica entre as linhagens (NAm 1, NAm 2, LAm A, LAm B, Australia,
Holanda e Africa) do fungo. (Adaptado de KASUGA et al., 2003).

Novas andlises usando a técnica de MLST em isolados fungicos de
gatos, procedente de area ndo endémica dos EUA, e isolados de H.
capsulatum oriundos de morcegos do México sugeriram a presenca Nnovos
clados e linhagens filogenéticas (TAYLOR et al., 2005; ARUNMOZHI BALAJEE
et al., 2013; VITE-GARIN et al., 2014).

Ainda utilizando a técnica de MLST, estudo mais recente de sequéncias
dos 4 genes depositadas no GENBANK, revelou apds andlises, a existéncia de
ao menos 17 espécies filogenéticas, NAm1, NAmM2, RJ, LAmB, LAm Al,
LAmMA2, BR1, BR2, BR3, BR4, Netherlands, Panama, Africa, Australia, BAC1 e
outros clados (Eurasia, Desconhecido 1 e Desconhecido 2), sendo a maioria
das novas espécies filogenéticas identificadas agrupadas dentro da populagéo
latino-americana (LAmMA). Além disso, os autores sugeriram ao final do estudo,
que pesquisas com o0 objetivo de correlacionar ensaios de viruléncia, com

espécies filogenéticas e manifestacdes clinicas da histoplasmose, seriam de
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grande importancia para melhor compreensdo de perguntas que ainda
permanecem sem respostas, como, a possivel relacdo de um gendtipo mais
virulento, associado as formas mais severas da histoplasmose (TEIXEIRA et
al., 2016).

O estudo mais recente envolvendo taxonomia de H. capsulatum,
baseado em WGS (Whole Genome Shotgun), revelou a existéncia de cinco
espécies cripticas. As espécies filogenéticas, anteriormente conhecidas como:
Nam 1, Nam 2, LAmA, Panama e duboisii, foram renomeadas, como:
Histoplasma mississippiense, H. ohiense, H. suramericanum, H. capsulatum
sensu stricto e Africa, respectivamente. O estudo ainda abordou a hipétese de
que a especiacdo dentro do género Histoplasma pode contribuir para o
surgimento de espécies com diferentes perfis de viruléncia, resisténcia as
drogas e mecanismos de escape do sistema imunoldgico (SEPULVEDA et al.,
2017).

Um importante dado € que inicialmente pensava-se que as espécies
filogenéticas fossem restritas geograficamente. No entanto, é possivel que
isolados pertencentes a uma determinada espécie filogenética, sejam de
alguma maneira, introduzidos em regides cujas espécies filogenéticas sejam
diferentes daquelas introduzidas. Esta inser¢do tem potencial para gerar um
processo denominado como fluxo génico, que é uma migracao de genes entre
populacoes.

Um microrganismo pode migrar de uma populacdo para outra, e esse
individuo carregar consigo 0s genes caracteristicos da sua populacao
ancestral, e possivelmente os insere na populacao recipiente, o que pode gerar
ou ndo sucesso no estabelecimento. Em caso de um estabelecimento bem-
sucedido e realizacdo de cruzamentos, 0 microrganismo ira transmitir esses
genes entre as duas populagbes. Em caso dos genes migrados conferirem
alguma vantagem seletiva aos microrganismos receptores, a selecao

natural atuara a favor de elevar as frequéncias dos genes inseridos (Figura 11).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Sele%C3%A7%C3%A3o_natural
https://pt.wikipedia.org/wiki/Sele%C3%A7%C3%A3o_natural
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Figura 11: Representacdo do processo de fluxo génico. Um microrganismo pode transferir
genes de uma populacdo ancestral para uma populacdo recipiente. Populagdo A composta
majoritariamente por caracteristicas representadas pela cor verde, pode receber caracteristicas
de outra populagéo (representada pela menor proporcdo em azul), sendo de igual maneira
possivel para a populacdo B, majoritariamente composta por caracteristicas representadas em
azul, no entanto recebendo caracteristicas em menor proporcéo (representada pela cor verde),
podendo ser um processo ciclico (setas roxas).

Recentemente, um estudo mostrou a inser¢cdo de H. capsulatum var.
duboisii no Texas. Babuinos que originalmente nasceram no continente
americano e foram criados em uma plataforma animal, foram infectados por H.
capsulatum. Apés o diagndstico, regides parciais dos genes, arf, tub e a regido
ITS2 foram sequenciadas, e consequentemente essas amostras foram
concatenadas. Apds uma analise filogenética, foi evidenciado que as amostras
dos nove babuinos estudados, se agrupou com um isolado classificado do
continente africano (H147) e a contaminacdo desses babuinos foi associada
com babuinos oriundos de Senegal que foram importados aos EUA para
viverem na plataforma. Com isso, a principal hipotese € que os babuinos
oriundos do continente africano tenham carreado o fungo até o continente
americano, fazendo com que um gendétipo distinto fosse introduzido nos EUA e
gue essa plataforma fosse considerada area endémica de H. capsulatum var
duboisii dentro do territorio americano (HENSEL et al., 2018).

Outro fator importante que pode acarretar um fluxo génico em H.
capsulatum, sdo as rotas migratérias dos morcegos, como por exemplo, 0os da
espécie Tadarida brasiliensis (GONZALEZ-GONZALEZ et al., 2012). Esses
morcegos possuem um importante papel, como reservatérios de H.

capsulatum. De maneira geral, todas as espécies de morcegos possuem a
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capacidade de dispersar o fungo, uma vez que morcegos podem ser infectados
independentemente de seus habitos alimentares e migratorios, possivelmente
sendo infectados por via ianalatoria. No entanto, as espécies de morcegos com
capacidade de percorrerem extensas rotas migratorias, sdo provavelmente as
melhores candidatas para dispersar H. capsulatum no meio ambiente em
ampla area geogréfica.

Estudos sugerem que algumas espécies de morcegos podem se
infectar de maneira natural, ou por ingestédo, e esse contato pode resultar em
uma infeccdo controlada. No entanto, morcegos possuem um transito do trato
intestinal extremamente curto com aproximadamente 15 minutos, dessa
maneira, poderia facilmente eliminar qualquer fungo pelo trato intestinal, sem
gue esse perdesse a sua viabilidade (HOFF; BIGLER, 1981).

2.1.5 - Fatores de viruléncia

Diversos fatores de viruléncia, que podem ser responsaveis pela
sobrevivéncia de microrganismos em parasitismo, tém sido descritos na
literatura especializada, sendo alguns bem determinados, como parede celular
e estruturas complementares responsaveis pela adesdo ao tecido do
hospedeiro, producdo de fosfolipases, proteases e elastases, capazes de
causar dano tecidual e escapar das defesas do hospedeiro; producdo de
catalases, enzimas que decompdem H202 em H20 e Oz atuando contra 0s
mecanismos oxidativos, tornando a fagocitose por células efetoras e o0s
mecanismos de agressado celular a patbgenos menos eficientes (BRUMMER,;
STEVENS, 1984; GARFOOT; RAPPLEYE, 2016). Além disso, a capacidade de
fazer switch a varias vias metabdlicas fundamentais para a sobrevivéncia
intracelular e a termotolerancia (capacidade de crescer a 37 °C) sédo pré-
requisitos para a disseminacao hematogénica.

Fungos dimorficos, dentre eles H. capsulatum, fazem morfogénese
conforme o ambiente em que se encontram (IGNATOV; KEATH, 2002). A
capacidade de fazer dimorfismo é um aspecto importante na patogénese, pois
a forma filamentosa é infecciosa, mas é a forma leveduriforme que sobrevive
intracelularmente causando doenga (NEMECEK; WUTHRICH; KLEIN, 2006).
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A mudanca fenotipica de micélio para levedura resulta em uma mudanca
tanto na morfologia celular, quanto na composicdo da parede celular, na
presenca de estruturas antigénicas e na expressao de fatores de viruléncia
(KLEIN; TEBBETS, 2007; SHEN; RAPPLEYE, 2017).

A mudanca de temperatura de 25°C para 37°C é estimulo suficiente para
o dimorfismo, mas outras condigcbes ambientais como presenca de cisteina e
adenosina 3',5'-monofosfato ciclico (CAMP) podem influenciar na morfogénese
de H. capsulatum (MARESCA; KOBAYASHI, 2000).

Ja foi demonstrado também que a enzima hibrida histidina quinase 1
(DRK- Dimorphism regulating kinase) funciona como um regulador global de
dimorfismo e viruléncia em H. capsulatum e outros fungos dimoérficos.

Experimentos de disrupcdo génica, com a inativacdo do gene DRK1,
causaram um bloqueio na transi¢cdo dimoérfica regulada por temperatura de
micélio para levedura, impedindo a expresséo de varios genes relacionados a
viruléncia especifica de levedura. Esta enzima também regula a integridade da
parede celular, a esporulacdo e a expressdo de alguns genes associados a
viruléncia dos fungos (NEMECEK; WUTHRICH; KLEIN, 2006).

Em outro estudo, o gene RYP1 foi identificado como essencial para a
transicdo micélio-levedura. A analise de microarranjo demonstrou que RYP1
atua como regulador transcricional de diversos genes expressos na fase L,
incluindo genes ligados a viruléncia (NGUYEN; SIL, 2008).

Componentes extracelulares e de superficie também atuam na fase
leveduriforme de Histoplasma, funcionando potencialmente na viruléncia deste
fungo. A medida que o-(1,3)-glucanas sdo expressas como a camada mais
externa da parede celular, elas bloqueiam o reconhecimento inato das -1,3-
glucanas pelo receptor dectina-1 em fagdécitos hospedeiros (RAPPLEYE;
EISSENBERG; GOLDMAN, 2007).

Quando esta ligada a superficie da célula, a proteina de choque térmico
(HSP - Heat shock protein) de 60 kDa promove suporte para a ligagao entre a
levedura e o macrofago hospedeiro. Foi verificado que a proteina YPS3
promove disseminagéo da levedura no sitio de infeccdo pulmonar por algumas
cepas de Histoplasma, (HOLBROOK; RAPPLEYE, 2008).

A parede celular de H. capsulatum é formada principalmente por quitina,

a-1,3-glucana e B-1,3-glucana A quantidade de quitina € superior
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neste fungo, quando comparado a outros fungos dimorficos. Estudos
demonstraram que existem diferencas na composi¢cdo de glucanas nas duas
fases: a-1,3-glucana, o principal componente da fase leveduriforme €& um
polissacarideo de parede celular comum para a maioria dos fungos de
importancia médica, enquanto que na fase filamentosa é (-1,3-glucana
(HEARN, 1997). A presenca de altos niveis de a- 1,3-glucana esta associada
com a viruléncia do isolado (HOGAN; KLEIN, 1994).

Entretanto, sugere-se a possibilidade de um mesmo isolado passar do
fendtipo a-1,3-glucana (+) para a-1,3-glucana (-), o que explicaria a existéncia
das formas crénica e latente da histoplasmose (HEARN; 1997). Demonstrando
0 quido complexa é a parede celular de H. capsulatum (GUIMARAES;
CERQUEIRA; NOSANCHUK, 2011) (Figura 12).
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Figura 12 — Representagdo esquematica dos constituintes da parede celular de H. capsulatum.
HSP70- Heat Shock Protein (Proteina de choque térmico) de 70kDa; HSP60- Heat Shock
Protein de 60kDa; YPS3- Yeast Phase Specific Protein (Proteina especifica da fase
leveduriforme). (Adaptado de GUIMARAES et al., 2011).

Alguns fatores de viruléncia ja foram caracterizados em H. capsulatum,
como componentes ou ndao da parede celular, podendo ser divididos em:
carboidratos, lipidios, vesiculas extracelulares, proteinas e melaninas.

Quando comparado com outros fungos dimorficos, percebe-se que H.

capsulatum possui quantidade superior de quitina em sua parede celular.
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Ressaltando que existem importantes diferencas na composi¢cdo de glucanas
nas duas fases, onde a-1,3-glucana é o componente principal na fase
leveduriforme e B-1,3-glucana na fase filamentosa (HEARN, 1997). A
classificacdo de uma cepa dentre dois quimiotipos também pode ser realizada
através da composicdo da parede celular de H. capsulatum (DAVIS et al.,
1977).

2.1.5.1 - Carboidratos da parede celular

Os carboidratos sdo o0s principais componentes da parede celular,
composta por polimeros de glucanas e residuos de (-1,4-N-acetil-glucosamina
(GlcNAc) (KANETSUNA et al., 1974). As fibrilas de quitina desenvolvem o
importante papel de manter a parede celular integra e rigida, atribuem
resisténcia ao ambiente externo e sdo consideradas como 0 esqueleto da
parede celular (RUIZ-HERRERA; OSORIO, 1974)

Em torno da quitina, existe uma camada constituida por polimeros de
glicose, conectados por ligagbes do tipo B-1,3. Este polimero é o principal
componente da parede celular de H. capsulatum na fase filamentosa, como
também de leveduras de H. capsulatum do quimiotipo 1, nas quais, a camada
de glucana é totalmente B conectada (DAVIS et al., 1977). Algumas das
fungdes atribuidas a B-1,3 glucana consistem em promover o recrutamento de
células inflamatérias ao sitio da infeccdo e inducdo da producdo de citocinas
pré-inflamatérias (FIGUEIREDO et al., 1993; MEDEIROS et al., 1999, 2004;
ANJOS et al., 2002).

A modificacdo da biossintese de glucanas é realizada através da
transicdo morfolégica da fase filamentosa para a fase leveduriforme, através da
producao de a-1,3-glucana, a qual atribuiu-se apenas a fase leveduriforme.
(KANETSUNA et al.,, 1974; KLIMPEL; GOLDMAN, 1988). a-1,3-glucana €
constantemente encontrada em inumeros fungos de importancia meédica,
incluindo as demais espécies patogénicas dimorficas. No entanto, a parede
celular das cepas de H. capsulatum pertencentes ao quimiotipo 1 tém auséncia

do polimero a-1,3-glucana; contudo, essas cepas possuem mais quitina e
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menos glucana que o quimitipo 2 (DOMER; HAMILTON; HARKIN, 1967;
DOMER et al., 1971).

Em algumas cepas H. capsulatum pode ocorrer espontaneamente a
producdo de variantes com a perda de a-1,3-glucana, o que resulta na
diminuicdo da viruléncia (KUGLER et al., 2000; RAPPLEYE et al., 2007)
(Figura 13).
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Figura 13 — Constituintes da parede celular dos diferentes quimiotipos de H. capsulatum,
distribuidos nas classes filogenéticas (Classe Panamenha, Norte americana 1 e Norte
americana 2) (Adaptado de HOLBROOK; RAPPLEYE, 2008).

Esse fenbmeno pode ser também induzido por sucessivas passagens
em laboratorio da fase leveduriforme de H. capsulatum (KLIMPEL; GOLDMAN,
1988; HOGAN; KLEIN, 1994). Rappleye e colaboradores (2004), apds
desenvolverem um sistema para interferéncia de RNA (RNAi) em H.
capsulatum, realizaram a inibicdo da sintese de a-1,3-glucana pelo
silenciamento do gene AGS1 e demonstraram que H. capsulatum requer a-1,3-

glucana como fator de viruléncia.
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A reducdo da atividade de AGS1 por RNAIi ou substituicdo alélica
tradicional diminuiu substancialmente a colonizacdo pulmonar por H.
capsulatum e a capacidade de proliferar e destruir macréfagos em cultura.
Desse modo, a a-1,3-glucana parece ser um determinante de viruléncia
designado especificamente para sobrevivéncia e replicacdo no pulmao, pois a
perda de a-1,3-glucana nao altera o crescimento de H. capsulatum in vitro.

Em outros fungos dimorficos, a perda espontédnea de a-1,3-glucana
também esta correlacionada com a diminuicdo da viruléncia, sugerindo que
este pode ser um mecanismo conservado de patogenicidade (SAN-BLAS;
MORENO, 1977; KLIMPEL; GOLDMAN, 1988; HOGAN; KLEIN, 1994). A
presenca deste polimero permite a sobrevivéncia e replicacédo fangica, o que
ird interferir diretamente na capacidade de colonizacdo de Orgaos e
estabelecimento de uma infeccdo bem-sucedida, além de resultar num estado
de laténcia intracelular (MARION et al., 2006).

Histoplasma capsulatum possui um complexo de proteinas-
galactomananas que desenvolvem atividades antigénicas, podendo dessa
forma induzir hipersensibilidade do tipo tardia em cobaias com inibicdo da
migracdo de macrofagos. (AZUMA et al.,, 1974; REISS et al., 1974). Em
Paracoccidioides brasiliensis, os complexos de galactomanana aparecem
envolvidos na protecdo do organismo contra a serina-tiol protease, uma enzima
associada com a disseminacdo do patdgeno através da matriz extracelular
(MATSUO et al., 2006).

Histoplasma capsulatum possui diversos outros carboidratos que
contribuem para a composicdo de sua parede celular, como por exemplo,
mananas e proteinas manosiladas, as quais também ja foram caracterizadas
como sendo importantes em Candida albicans (LIPKE; OVALLE, 1988;
PIETRELLA et al., 2008).

Essas manoproteinas possuem alto grau de antigenicidade podendo levar
a maturacdo e ativacdo de células dendriticas, seguida pela producdo de
citocinas pro-inflamatérias, resultando no acionamento de uma resposta pelas
células T — protetoras (PIETRELLA et al., 2006). Adicionalmente, mananas
possuem implicacédo na aderéncia do tecido do hospedeiro (ROSS, 2002).
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2.1.5.2 - Lipidios da parede celular

Ja foi observado que os lipidios sdo importantes moléculas bioativas em
fungos, além de que na membrana celular possuirem o papel critico de
componentes estruturais. A literatura elucida que diversos lipidios
estruturalmente e funcionalmente distintos ja foram caracterizados em fungos.
Baseados em simples extracdes com solventes organicos e determinacdo do
total de lipidios contidos na parede celular de H. capsulatum, alguns estudos
mostraram que essas moléculas representam de 3-10% do peso seco da
parede celular, (MACWILLIAM, 1970; COX; BEST, 1972). Estudos mais
recentes demonstram que embora exista sugestao de que os lipideos possuam
um papel importante na patogénese, esse mecanismo ainda néo foi elucidado
(ZARNOWSKI et al., 2018).

2.1.5.3 - Proteinas da parede celular

A natureza dindmica da parede celular de H. capsulatum, inclui a
mudanca na composicao de diversas proteinas que participam da deteccao do
ambiente, modificando a interacdo entre o patégeno e hospedeiro, além de
defender o fungo contra o estresse oxidativo.

Proteinas de choque térmico (HSP’s) estdo entre as mais conservadas
evolutivamente (LINDQUIST, 1986). HSP’s sdo essencialmente importantes
para manter as funcdes celulares, desenvolvendo papéis cruciais para a
viabilidade das proteinas (SAIBIL, 2008).

Como um componente chave da resposta ao choque térmico, a
expressdo de HSP’s é ativada quando a célula é exposta a condigdes
adversas, como altas temperaturas, estresse oxidativo, inflamacgéo, exposicao
a toxinas, hipoxia, deficiéncia de nitrogénio e privacdo de agua (WU, 1995).

A proteina de choque térmico de 60kDa (HSP60) foi identificada na
superficie de H. capsulatum, tanto dentro da célula, quanto dentro de vesiculas
extracelulares (VE). A HSP60 pode ser visualizada de maneira aglomerada na
parede celular por meio da microscopia eletronica (LONG et al., 2003). Essas

proteinas aparecem como sendo as maiores mediadoras da ligacdo de H.
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capsulatum a macrofago/mondcito, por meio da integrina CR3 (CD11B/CD18)
(LONG et al, 2003). Um estudo analisando HSP60 de diferentes
microrganismos e mamiferos mostrou que todas as proteinas se ligam ao
receptor CR3, utilizando diferentes sitios de ligacéo, todas suscitando resposta
inflamatoria em macréfagos de camundongo (HABICH et al.,, 2003). A
expressao de diferentes niveis de HSP60 € dependente de cepa e temperatura,
com o pico de expressao entre 34 e 37°C (SHEARER et al., 1987).

Os mecanismos pelos quais as proteinas de choque térmico respondem
a estresse ambiental, ainda ndo foram bem esclarecidos. No entanto, algumas
evidéncias sugerem que proteinas danificadas ou anormais podem ativar
HSP’s (SANTORO, 2000), ou esta proteina pode orquestrar uma resposta geral
ao estresse (GUIMARAES; NAKAYASU; SOBREIRA et al., 2011).

A HSP60 é imunogénica, e dessa forma vem sendo descrita como um
potencial alvo para imunizagédo passiva. Estudos demonstraram que anticorpos
monoclonais contra a HSP60, administrados em camundongos, podem levar a
uma protecdo significativa contra H. capsulatum, resultando em um
prolongamento da sobrevivéncia dos animais (GUIMARAES et al., 2009).

A proteina de choque térmico de 70kDa (HSP70) é uma chaperona
putativa, secretada por H. capsulatum para o meio extracelular, provavelmente
dentro de VE’s (ALBUQUERQUE et al., 2008), porém também encontrada na
superficie celular do fungo (GOMEZ; GOMEZ; DEEPE, 1992, 1997; LOPES et
al., 2010).

A HSP70 é altamente expressa pelo fungo quando submetidos a
transicdo da fase filamentosa para a fase leveduriforme (KAMEI et al., 1992).
Essa proteina também € cepa e temperatura dependente, tendo o pico de
expressado a 37°C (SHEARER et al., 1987).

O antigeno M é o principal antigeno empregado no diagndstico da
histoplasmose, provocando intensa resposta imunoldgica celular e humoral
(HAMILTON et al., 1990; DEEPE, 1994; DEEPE; DUROSE, 1995; HAMILTON,
1998, ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 1999, GUIMARAES et al., 2006).

Anticorpos contra o antigeno M aparecem logo apoés a infeccao, e esses
anticorpos podem indicar uma prévia exposicdo, doenca aguda ou doenca
cronica progressiva. Uma reacdo de precipitacdo detectando o antigeno M,

pode persistir até trés anos apos a completa resolugdo e pessoas que nunca
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tiveram contato com H. capsulatum podem se tornar reativas apds o teste de
reacdo intradérmica com histoplasmina (KLITE, 1965; KAUFMAN, 1992).

Por ser uma catalase, o antigeno M possui a capacidade de degradar
moléculas de peroxido de hidrogénio em moléculas de agua e oxigénio, onde
dentro de fagossomos, as células fungicas sao constantemente expostas a
condicBes de estrese oxidativo. Estudos ja demonstraram que H. capsulatum
pode permanecer com seu crescimento e morfologia ndo afetados, mesmo
guando exposto as condicOes de estresse oxidativo, vinte vezes maiores que
as condicbes fisiologicas, sendo assim foi sugerido que possa haver dois
mecanismos: catalases podem ser encontradas na parede celular, fornecendo
protecdo local e/ou podendo ser secretada para o meio extracelular para
detoxificar o ambiente de crescimento. Com isso foi comprovada a importancia
da catalase na resposta ao estresse oxidativo e com seus consequentes danos
(ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 1999; GUIMARAES et al., 2008).

As catalases sao enzimas que decompdem compostos como peréxido
de hidrogénio em agua e oxigénio, sdo encontradas em todos 0s organismos
aerobicos e estdo envolvidas na defesa contra o stress oxidativo, associadas a
patogenicidade e viruléncia de certos fungos patogénicos ao homem. Com
ISso, estas enzimas poderiam atuar como fator de viruléncia para diversos
microrganismos contra mecanismos oxidativos de seus hospedeiros. O
envolvimento de mecanismos oxidativos na patogénese das micoses tem sido
demonstrado em ensaios in vitro, bem como o papel da catalase na inibicdo da
fagocitose por células efetoras dos hospedeiros contra alguns fungos
(BRUMER; STEVENS, 1984; MCEWEN et al., 1984; LEVITZ; DIAMOND, 1985;
MORRISON et al., 1988; BRUMER; STEVENS, 1995; MELOI-BRUNERI et al.,
1996).

A classe de proteinas que exibe atividade de catalase e mais
extensivamente caracterizada, € composta por enzimas contendo grupamento
heme, monofuncionais, sendo compostas por subunidades maiores, com peso
molecular acima de 75kDa ou menores (CHELIKANI; FITA; LOWEN, 2004).

A maioria das catalases tipicas apresenta um “core” conservado que
compreende aproximadamente 390 aminoacidos, com quatro dominios
estruturais (N-terminal, dominio em forma de barril, dominio de ligacdo e

dominio helicoidal), sendo que o maior grau de homologia encontrado entre as
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enzimas pertencentes a esta classe, € visto na regido ao redor da histidina
distal e da tirosina proximal ligantes do grupo prostético heme (ZAMOCK;
KOLLER, 1999).

Estudos evidenciaram indiretamente que catalases de H. capsulatum se
localizavam em extratos livres de células (cell-free extracts) ou em células
impermeabilizadas com acetona, sugerindo que essas fossem proteinas
secretadas (HOWARD, 1983). Posteriormente, trés diferentes catalases foram
descritas em H. capsulatum e cada gene codificador destas catalases esta
presente em uma Unica copia.

A catalase P (CAT P) é uma pequena subunidade monofuncional de
catalase peroximal, é constitutivamente expressa durante o crescimento e tem
sido sugerido que CAT P pode facilitar a detoxificacdo ao peroxido de
hidrogénio durante o metabolismo (JOHNSON et al., 2002) e tem alta
similaridade com a catalase P de P. brasiliensis.

A catalase A (CAT A) usualmente apresenta estrutura quaterndria
guando em solucéo, esta presente na fase filamentosa e /ou quando exposta a
H202 (JOHNSON et al., 2002).

A catalase B (CAT B) é também conhecida como antigeno M
(ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 1999). Através da demonstragdo de um modelo
estrutural hipotético do antigeno M como um tetrdmero composto por quatro
dominios estruturais, além da localizacdo do sitio de assinatura, onde o0s
ligantes do heme H107, N180, Y394 foram encontrados, pode-se afirmar que o
antigeno M é uma catalase (CATB) que além de secretada (exoantigeno),
também se localiza na superficie celular em ambas as fases do ciclo evolutivo
sendo responsavel pela evasdo ao stress oxidativo, e permite a conversao do
fungo da fase miceliana para a leveduriforme (GUIMARAES et al., 2008).

A forte reatividade evidenciada na parede celular das leveduras de H.
capsulatum quando empregado monoclonais (mAbs) direcionados contra a
proteina M, comprovou a presenca desta proteina na superficie das leveduras
(GUIMARAES et al., 2008).

O antigeno H foi descrito como um dos componentes secretados na
histoplasmina, sendo obtido do sobrenadante da cultura da fase filamentosa de
H. capsulatum (EHRHARD; PINE, 1972; ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 1994;

GUIMARAES et al., 2006). Este antigeno reage com soros de pacientes com



65

histoplasmose e anticorpos contra o antigeno H podem ser detectados de 1-2
anos apos a resolucdo da doenca aguda e anticorpos contra ao antigeno H
usualmente desaparecem mais rpido que 0s anticorpos contra o antigeno M
(DAVIES, 1986).

O antigeno H foi identificado como uma B-glucosidase, tendo como
funcdo conhecida, a aquisicdo de nutrientes, mais especificamente na
aquisicdo de glucose por meio do metabolismo da celulose. Além dessa
atividade, por ser uma B-glucosidase, o antigeno H também possui funcdo de
remodelamento da parede celular (FISHER; DEEPE Jr; WOODS, 1999).

Histonas s&o proteinas que geralmente estdo associadas ao DNA, tanto
estruturalmente quanto funcionalmente, possuem alta conservagao. Apesar de
estarem classicamente localizadas no ndcleo das células, histonas de
superficie celular foram descritas tanto em organismos eucariotos quanto em
organismos procariotos. Em H. capsulatum, ja foi descrita uma proteina
antigénica, semelhante a histona 2B, de 17kDa, expressa na superficie do
fungo, e especulou-se que essa proteina € importante na sinalizagdo célula-
célula e modulacdo da resposta imunolégica pelo fungo (NOSANCHUK et al.,
2003).

Estudos demonstraram que a imunizag&o passiva com histona 2B (H2B)
reduziu a carga fungica, diminuiu o processo inflamatorio e aumentou a
sobrevida em camundongos. Porém, apesar de ser reconhecida pelo sistema
imune durante a infeccdo, a quantidade de anticorpos detectados contra este
antigeno em soros prova que H2B ndo consiste de um antigeno
imunodominante (NOSANCHUK et al., 2003; NOSANCHUK et al., 2008).

H. capsulatum possui em sua parede celular a proteina YPS3,
secretando-a no meio de cultura durante o seu crescimento. A expresséo desta
proteina ocorre apenas na fase leveduriforme ou em tecidos infectados
(BOHSE; WOODS, 2005).

O locus do gene codificador da proteina YPS3 é encontrado em todas as
cepas de H. capsulatum, porém a expressao da proteina parece ser limitada a
classe 2 do clado Norte Americano (Nam 2) (BOHSE; WOODS, 2007a).
Acredita-se que a expressdao de YPS3 esteja associada ao aumento da
viruléncia, em cepas que sao consideradas as mais virulentas entre os isolados
de H. capsulatum (BOHSE; WOODS, 2005). Curiosamente, leveduras com
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esse transcrito silenciado, néo tiveram diferencgas fenotipicas detectadas in vitro
e essas leveduras silenciadas exibiram crescimento normal a 37°C e viruléncia
similar quando comparadas com cepas selvagens em co-cultivos utilizando a
linhagem celular de macréfagos murinos RAW 264.7. No entanto, no modelo in
vivo de infeccdo murina, leveduras silenciadas causaram significativamente
menos doenca que cepas selvagens, reduzindo a carga fungica em tecidos
ricos em fagocitos, como baco e figado. Com isso, YPS3 é claramente
associado a viruléncia (BOHSE; WOODS, 2007b).

A proteina ligante de célcio (CBP — Calcium Binding Protein), & uma
proteina secretada pelas células fungicas durante a fase leveduriforme no
crescimento intracelular (BATANGHARI et al.,, 1998). Sua importancia na
viruléncia do fungo ja foi demonstrada tanto in vitro quanto in vivo.

A realizacdo de experimentos de disrupcdo génica com a delecdo do
l6cus CBP1 demonstrou que a proteina CBP favoreceu a sobrevivéncia do
fungo no interior de células fagociticas. Também foi demonstrado que o
crescimento de H. capsulatum é afetado em condi¢cbes limitadas de célcio
(SEBGHATI; ENGLE; GOLDMAN, 2000).

2.1.5.4 - Vesiculas extracelulares (VE)

Macromoléculas necessitam da transferéncia do espaco intracelular para
0 espaco extracelular através da rigida, complexa e densa parede celular.
Vesiculas extracelulares compostas por uma bicamada lipidica foram descritas
na parede celular de H. capsulatum, as quais aparecem como solucao para a
secrecao de proteinas através desta estrutura (ALBUQUERQUE et al., 2008).

Essas VE’s fungicas podem carrear proteinas ativas, carboidratos,
lipideos, pigmentos (BROWN et al., 2015) bem como &cidos nucléicos (ALVES
et al.,, 2019). Muitos dos quais sdo constituintes da parede celular e podem
estar associadas a patogénese dos fungos. Estes componentes, encontrados
nas vesiculas de H. capsulatum sdo determinantes patogénicos e/ou
envolvidos na interacdo parasita-hospedeiro e hipoteticamente, as vesiculas
extracelulares podem funcionar como “bolsas de viruléncia”, uma vez que

fatores de viruléncia estdo concentrados internamente no fungo.
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Essas VE’s podem liberar eficientemente altas concentracdes de fatores
de viruléncia dentro do hospedeiro durante a infec¢cdo, podendo mediar
diretamente danos a célula do hospedeiro ou modular a interagdo patégeno-
hospedeiro (RODRIGUES et al., 2008; CASADEVALL et al., 2009; OLIVEIRA
et al., 2010).

2.1.5.5 - Melanina

Diversos fungos patogénicos produzem melanina na parede celular
(NOSANCHUK; CASADEVALL, 2006). H. capsulatum também €& capaz de
sintetizar melanina, tanto em conidios quanto em leveduras (NOSANCHUK et
al., 2002). Melaninas séo pigmentos hidrofébicos, negativamente carregados,
de alto peso molecular, formados pela polimerizagdo oxidativa de compostos
exdgenos fendlicos e/ou inddlicos. Conidios de H. capsulatum podem sintetizar
melanina na auséncia de substratos fendlicos exdgenos e com isso, sugere-se
que provavelmente conidios podem melanizar no meio ambiente
(NOSANCHUK et al., 2002).

A melanizacdo pode proteger os conidios de agressdes ambientais,
como danos causados pela radiacdo UV, temperaturas extremas e agentes
quimicos (metais pesados e agentes oxidantes) (NOSANCHUK et al., 2002). A
melanizacdo também confere protecdo contra mecanismos de defesa do
hospedeiro e drogas antifingicas (VANDUIN; CASADEVALL; NOSANCHUK,
2002; GOMEZ; NOSANCHUK, 2003). Com isso, a melanina depositada na
parede celular de H. capsulatum confere ao fungo protec¢édo contra uma miriade
de agressdes e possibilita o aumento de sua resisténcia estrutural.
Adicionalmente a melanizacdo desempenha um importante papel na viruléncia
e na patogenicidade fungica.

Quando H. capsulatum, é cultivado em meio quimicamente definido, na
presenca de 3,4- dihidroxiphenilalanina (DOPA) ou (-) epinefrina, este patdgeno
pode produzir células melanizadas, conidios e leveduras escuras. A melanina
pode ser reconhecida em ensaios utilizando anticorpos monoclonais e soros
policlonais, indicando que a melanina pode ter um papel muito importante na

patogenia da histoplasmose.
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Acredita-se que durante a infeccdo, a melanizacdo de leveduras
desempenha um papel importante na viruléncia e patogenicidade, uma vez que
reduz a susceptibilidade de fungos, em geral, aos mecanismos de defesa do
hospedeiro e drogas antifungicas (NOSANCHUK et al., 2002; TABORDA et al.,
2008; ALMEIDA-PAES et al., 2016).

2.1.5.6 - Sider6foro de hidroxamatos

A habilidade para obtencédo de ferro do hospedeiro € importante para a
viruléncia de muitos patdgenos. A aquisicdo de ferro na patogénese de H.
capsulatum foi investigada e foi verificado que este fungo necessita de SID1,
um membro de um grupo de genes sideroforos, regulados por ferro, para
colonizacdo do hospedeiro. H. capsulatum adquire ferro através da acdo da
enzima férrico redutase e producédo de sideroforos. Cepas deficientes em SID1
mostraram uma incapacidade significante no crescimento em macréfagos
murinos derivados de medula éssea e consequente atenuacdo da infeccéo, a
qual pode ser revertida pela adicdo de ferro exdégeno ou restauracao da
expressdo de SID1. Estes dados indicaram que H. capsulatum utiliza
sideroforos, além de outros mecanismos de aquisicdo de ferro para
crescimento durante o processo infeccioso (HWANG et al.,, 2008, HILTY;
SMULIAN; NEWMAN, 2011).

2.1.5.7 - Dimorfismo

O dimorfismo é um aspecto importante na patogénese de fungos
dimérficos, pois a fase filamentosa € a forma infecciosa, mas € a forma
leveduriforme que sobrevive intracelularmente e causa doenca (NEMECEK;
WUTHRICH; KLEIN, 2006).

A mudanca de temperatura de 25°C para 37°C é um estimulo suficiente
para o dimorfismo, porém, outras condicbes ambientais como presenca de
cisteina e cAMP (Adenosina 3', 5'-ciclica monofosfato), podem influenciar na

morfogénese de H. capsulatum. Este dimorfismo é essencial para a viruléncia,
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como evidenciado em culturas mantidas a 25°C, que ap0s serem tratadas
guimicamente, se tornam incapazes de realizarem a conversao para a fase

leveduriforme, tornando-se avirulentas (MEDOFF et al., 1986).
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2 - JUSTIFICATIVA

A histoplasmose é endémica em toda América, porém também se
relatam casos esporadicos no homem e outros mamiferos no resto do mundo
(ZANCOPE-OLIVEIRA; MUNIZ; PIZZINI, 2019). Esta micose sistémica tem se
tornado um sério problema entre hospedeiros imunocomprometidos,
principalmente entre os portadores de HIV. A histoplasmose tem sido reportada
em pelo menos 60 paises, e 0 aumento de casos de aids tem aumentado a
frequéncia desta infeccdo fungica em diversas regides do globo terrestre
(NACHER et al., 2013).

O aumento da histoplasmose em zonas endémicas esta diretamente
associado ao aparecimento da imunodepressdo por diversas causas,
sobretudo em pacientes infectados pelo HIV. Nestes pacientes, H. capsulatum
atua como oportunista, produzindo formas clinicas disseminadas agudas ou
subagudas (ZANCOPE-OLIVEIRA; MUNIZ; WANKE, 2013). Estas formas
clinicas, com predominancia de les6es cutaneo-mucosas, sdo mais frequentes
no sul do continente americano (KARIMI et al., 2002, NEGRONI et al., 1991,
UNIS; OLIVEIRA; SEVERO, 2004).

Isto se difere da enfermidade na América Central e do Norte onde a
histoplasmose pulmonar segue sendo a apresentacédo clinica habitual, com os
surtos epidémicos representando um grave problema sanitario por sua
frequéncia, e elevado nimero de individuos infectados (GARCIA-VASQUEZ et
al., 2005, MORGAN et al., 2003, REYS et al., 2003, TAYLOR et al., 2005b).

O panorama epidemiolégico da histoplasmose n&o corresponde a
dimensédo real desta enfermidade na América, devido a uma lacuna
relacionada a auséncia de informacfes reais associadas a subnotificacdo de
doenca. Recentemente, varias epidemias tém ocorrido, sem o devido registro
ou notificagdo, em diferentes regides. A maioria destes esta associada a
atividades profissionais, de ecoturismo e arqueologia. Diversas técnicas
moleculares tém sido aplicadas a epidemiologia da histoplasmose visando a
determinacdo de gendtipos circulantes em determinadas regibes, e sua
associagdo com a viruléncia de H. capsulatum e a patogenia da histoplasmose
(MUNIZ et al.,2010).
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Estudos pioneiros neste campo desenvolvidos com o objetivo de inserir
novas informagdes na epidemiologia da histoplasmose foram realizados
isoladamente, demonstrando um grande polimorfismo genético em H.
capsulatum (TAYLOR; CHAVEZ-TAPIA; REYS MONTES, 2000a, TAYLOR et
al.,, 2000b; MUNIZ et al., 2001,). Estudos de sequenciamento multilocus
(MLST) e DNA fingerprintings de alguns isolados de H. capsulatum de diversas
regibes brasileiras estratificou genédtipos associados com as regibes de
proveniéncia (MUNIZ et al., 2001, ZANCOPE-OLIVEIRA; TAVARES; MUNIZ,
2005; MUNIZ et al., 2010, DAMASCENO et al., 2019).

Avancos na classificacdo filogenética de H. capsulatum tém sido
demonstrados através de diversas analises genéticas que suportam a alta
diversidade deste fungo dimérfico (VITE-GARIN et al., 2014, TEIXEIRA et al.,
2016, SEPULVEDA et al., 2017, DAMASCENO et al., 2019). Eventos de
recombinacdo em patdgenos, tais como H. capsulatum, associados com o
cruzamento sexual podem gerar novas cepas mais ou menos virulentas. Até o
presente, poucos estudos desta natureza foram desenvolvidos com cepas
provenientes do Brasil (MUNIZ et al., 2010, ALMEIDA-SILVA et al., 2018;
DAMASCENO et al., 2019) e de outros paises latino-americanos
(RODRIGUEZ-ARELLANES et al., 2013).

Consequentemente, a necessidade de identificar as caracteristicas
ecotipicas de H. capsulatum que possam estar relacionadas com surtos
epidémicos de menor ou maior risco, demanda um maior conhecimento de
fatores fenotipicos e genotipicos associados a distribuicdo de isolados de H.
capsulatum, tanto clinicos como ambientais, podera ser de utilidade para as
autoridades de Saude Publica com o objetivo de estabelecer medidas futuras
de educacdo e divulgacdo para a prevencao da infeccdo fungica e por fim
evitar novos surtos em zonas rurais e urbanas que possam colocar em risco
um grande numero de individuos.

Diversas questdes sobre a relacdo fungo-hospedeiro e a interacéo de H.
capsulatum em seu meio ambiente ainda sdo temas importantes para serem
investigados. Portanto, o conhecimento da relacdo que existe entre o mating
type e a fonte de isolamento, bem como a frequéncia real dos tipos sexuais
tanto em isolados clinicos como da natureza de distintas procedéncias

geograficas e, finalmente sua verdadeira relacdo com a viruléncia das cepas
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torna-se necessario. No trabalho de Bubnick e Smulian (2007), estes
questionamentos ndo foram totalmente esclarecidos, devido ao pequeno
namero de isolados estudados (cinco cepas locais e duas
mutantes avirulentas) e, também, provenientes somente de casos clinicos de
duas regides geograficas distintas (Estados Unidos e Panama).

Embora, a frequéncia dos tipos de compatibilidade sexual de H.
capsulatum isolados de pacientes e do ambiente ainda é restrita no Brasil,
recentemente um trabalho proveniente de nosso grupo demonstrou populacdes
recombinantes de H. capsulatum provenientes da regido Nordeste do pais,
com alto grau de diversidade haplotipica e com diferentes taxas dos mating
types MAT1-1 e MAT1-2.

Entretanto, ndo foram verificadas associacdo destes fenotipos com o0s
aspectos clinicos da histoplasmose. Além disso, informacBes sobre a
associacao dos tipos de compatibilidade sexual e sua viruléncia sédo escassas,
diferente dos relatos em outros fungos patogénicos. Tem-se sugerido que a
distribuicdo dos casos letais de histoplasmose é muito relacionada com a forma
epidémica adquirida em ambientes fechados, como minas e cavernas, e,
portanto, isolados destes ambientes seriam mais virulentos que os adquiridos
de espacos abertos (TAYLOR et al.,1999).

As diferencas genéticas previamente observadas por varios autores
entre H. capsulatum isolados de diferentes regides geograficas do continente
americano permitiram especular que genotipos distintos estdo associados com
as formas clinicas da enfermidade nas areas endémicas presentes na América
Central e do Norte bem como no Cone Sul do continente americano (TEIXEIRA
et al., 2016).

Tem sido sugerido que polimorfismo genético observado entre isolados
de H. capsulatum poderia estar correlacionado com a patogenia e
manifestacdes clinicas da histoplasmose, uma vez que lesdes de pele sdo
muito mais frequentes em casos de histoplasmose ocorridos em algumas
regides brasileiras (KARIMI et al., 2002) e a ndo ocorréncia deste tipo de
manifestacdo em pacientes com histoplasmose no México e nos EUA.
Entretanto, ndo podemos descartar caracteristicas fenotipicas, tais como a
presenca de cepas MAT1-1 e/ou MAT1-2, que poderiam estar alterando a

viruléncia deste fungo, também pudessem ser responsaveis por estes eventos.
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Portanto, é necessaria a elucidacdo das caracteristicas fenotipicas e
moleculares de H. capsulatum proveniente de diferentes regides geograficas e
associagao com a sua fisiopatogenia.

Tem-se demonstrado que a dispersdo do H. capsulatum na natureza
pode estar vinculada a quirOpteros migratorios, 0s quais atuam como
potenciais reservatorios e dispersores do fungo em natureza (TAYLOR et al.,
2005a, 2005b). Além disso, Teixeira e colaboradores (2016) sugerem, por
analises filogenéticas, a presenca de uma espécie criptica, filogenética e
autoctone denominada RJ. Portanto, estudar os fendtipos e gendtipos
autoctones brasileiros de H. capsulatum e fazer comparacdo com os presentes
em outras regides nos permitiriam conhecer o fluxo das cepas em nossa regiao
e avaliar a introducdo de gendtipos exégenos.

Estudos utilizando a técnica de tipagem por sequenciamento de
genomas completos (Whole Genome Sequencing Typing) vém se tornando
uma ferramenta de extrema importancia na epidemiologia molecular na
deteccado de surtos, na taxonomia e evolugcdo molecular, bem como resisténcia
a antifangicos em fungos patégenos humanos (ENGELTHALER et al., 2011;
FARRER et al., 2015; MEYER, 2015; CUOMO, 2017).

As técnicas de genotipagem utilizadas até o final dos anos 2000 como
RFLP, RAPD, sequenciamento por MLST e microssatélites hoje se tornaram
extremamente laboriosas, de alto custo e baixa resolucdo quando comparado
com o sequenciamento gendmico de alto desempenho. Obviamente que todo
conhecimento taxondmico do género Histoplasma se deve a estes marcadores
(CARTER et al.,, 2001; DAMASCENO et al.,, 2016; KASUGA et al., 2003;
MUNIZ, et al.,, 2010; TAYLOR et al., 2012), porém devido a grande
incongruéncia filogenética e diversidade genética deste fungo, principalmente
na América Latina, torna-se necessario 0 sequenciamento dos genomas de
Histoplasma. Estes estudos propostos tem o intuito tanto de aumentar o
namero de marcadores moleculares bem como utilizar tais informagfes para
estudos de epidemiologia molecular e monitoramento de surtos.

De acordo com o ultimo levantamento taxondmico, existem pelo menos
13 espécies cripticas no género Histoplasma e, somente trés destas sao
representados por genomas completos (TEIXEIRA et al., 2016; SEPULVEDA

et al., 2017). Além desta escassez de informag&o, nenhum isolado oriundo de
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espécies brasileiras teve seu genoma sequenciado, o que, por exemplo,
impossibilita 0 acesso a informacdes genéticas das principais cepas circulantes
no Brasil e na América do Sul. Além disto, estudo de funcdo génica, protedbmica
e sequenciamento de RNA em cepas sul-americanas de Histoplasma ficam
limitados pela falta de genomas de referéncia. Atualmente somente quatro
genomas de Histoplasma estdo disponiveis em banco de dados gendémicos e
nenhum genoma de Histoplasma de espécies oriundas do Brasil foi até entédo
sequenciado.

A variabilidade genética também pode ter implicacfes diagndsticas,
como acontece no complexo de espécies do género Paracoccidioides. De
acordo com o consenso brasileiro em paracoccidioidomicose (PCM)
(SHIKANAI-YASUDA et al., 2017) duas espécies, P. lutzii e P. brasiliensis, sdo
reconhecidas como causadoras da PCM, sendo que P. brasiliensis representa
um complexo de cinco espécies filogenéticas (Sla, Slb, PS2, PS3, PS4)
(MACEDO et al., 2019).

Um estudo mostrou que a diferenca genética entre as duas espécies,
agentes da PCM faz com que individuos residentes em regides endémicas da
espécie lutzii, possam ter resultados negativos em sorologias realizadas com
antigeno produzido pela espécie brasiliensis, ocorrendo também o oposto,
mostrando assim, que diferencas genéticas podem ter implicacdes no campo
da saude publica, uma vez que essas diferencas podem resultar em resultados
falso-negativos, sendo a auséncia de diagnéstico e intervencao clinica correta,
podendo levar a ébito (TEIXEIRA et al., 2014).

Em H. capsulatum ainda ndo existe esse tipo de informacéo,
consequentemente, esta € a primeira vez que se realizard& um estudo na
histoplasmose com a juncédo de todos esses dados, a fim de alcancar um
conhecimento da situacdo regional referente aos aspectos relacionados a
epidemiologia da histoplasmose, no estado do Rio de Janeiro e no Brasil. Esta
abordagem conjunta permitirdA ampliar 0os conhecimentos sobre as
caracteristicas fenotipicas de cepas autdctones, o gendtipo e a viruléncia

destes isolados.
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3 - OBJETIVOS

Nosso principal objetivo foi caracterizar ecotipica e taxonomicamente de
isolados clinicos e ambientais de H. capsulatum no estado do Rio de Janeiro, e
associacdo com suas respectivas procedéncias geograficas, fontes de
isolamento e formas clinicas da histoplasmose, assim como estabelecer a

possivel relacdo com viruléncia.

3.1 - Objetivos especificos

1. Identificar os marcadores de compatibilidade sexual em isolados
clinicos e ambientais de H. capsulatum provenientes de pacientes do
estado do Rio de Janeiro;

2. Caracterizar taxonomicamente isolados clinicos e ambientais
provenientes de pacientes do estado do Rio de Janeiro;

3. Associar os marcadores de compatibilidade sexual com a espécie
filogenética e distintas procedéncias geograficas, fonte de infeccdo e
formas clinicas da histoplasmose;

4, Estabelecer a relacdo entre o tipo de compatibilidade sexual e a
espécie filogenética com a viruléncia de isolados clinicos das diferentes

espécies filogenéticas (Panama, RJ, Northeast, LAmMB1 e Unkonwnl).
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 - Desenho de estudo

Estudo observacional e retrospectivo, de natureza analitica e exploratoria,

de isolados clinicos e ambientais de H. capsulatum.

4.2 - Populacéo de estudo

Foram incluidos 34 isolados clinicos de origem humana, 5 isolados de
origem animal e 11 ambientais (solo) de H. capsulatum, obtidos de diferentes
espécimes clinicos e procedéncias geograficas no estado do Rio de Janeiro
pertencentes a Colecao de Fungos Patogénicos do Laboratério de Micologia do
Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI-FIOCRUZ). Cepas
ATCC 22636 MAT1-1/+ e ATCC 22635 MAT1-2/- foram utilizadas como
referéncia no estudo de compatibilidade sexual, e isolado G-217B (ATCC
26032) foi usada como controle nos ensaios de viruléncia. Todos os isolados
de H. capsulatum estavam sendo conservados em 0Oleo mineral a 25°C e in

natura a 4°C.

4.3 - Calculo amostral

Para este estudo, foi utilizada uma amostragem de conveniéncia, a qual
inclui amostras sem probabilidades previamente especificadas. Esse tipo de
amostragem, nao probabilistica, pode ocorrer quando, embora se tenha a
possibilidade de atingir toda a populacéo, retira-se a amostra de uma parte que
seja prontamente acessivel (COSTA NETO, 1977). Dessa forma, trabalhamos
com 50 isolados, j& disponiveis na cole¢cdo de fungos do Instituto Nacional de
Infectologia Evandro Chagas — FIOCRUZ.
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4.4 - Fenotipagem

4.4.1 - Caracterizacdo macro e micromorfolégica das colbnias fangicas

Os isolados de H. capsulatum previamente conservados em 6leo mineral
a 25°C e armazenados in natura a 4°C foram inicialmente semeados em
duplicata em meio agar batata dextrose (PDA - Difco Laboratories) e incubados
a 25°C, para analise das caracteristicas morfoldgicas das colénias em sua fase
miceliana. Caracteristicas fenotipicas como tipo de colbnia (filamentosa e
leveduriforme), textura e cor e producdo de pigmento foram primeiramente
observadas macroscopicamente. Posteriormente, foram realizadas culturas em
lamina, incubadas a 25°C em meio PDA, por 7 dias e coradas com lactofenol-
azul de algoddo (Sigma-Aldrich), para observacdo das caracteristicas
micromorfoldgicas do fungo na fase filamentosa, como tipo de hifas e producao

de propagulos (macroconidios e microconidios).

4.4.2 - Capacidade de conversao micélio-levedura

Para verificacdo do dimorfismo foram realizados repiques dos isolados
para conversdo em meio de cultura ML-GEMA (2,1% de Muller-Hinton Broth,
1,0g de Agar, 2,0g de dextrose, 0,2g de cisteina, 15 ml de gema de ovo, H20
g.s.p. 100ml) e incubados a 35-37°C. A avaliacdo da conversao pelos isolados
foi realizada através da macromorfologia de colbnia, e microscopia 6ética, onde

se observou o tamanho das células e o aspecto unibrotante das leveduras.
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4.5 - ldentificacdo molecular e filogenia dos isolados

4.5.1 - Extracdo de DNA

A partir da fase leveduriforme de cada isolado, apds obtencédo de colénia
Unica, foi realizada a extracdo de DNA, de acordo com protocolo desenvolvido
por Muniz e colaboradores (2010) que possui como etapas principais: lise
celular (quimica e mecanica), precipitacdo de proteinas com uso de fenol-
cloroformio  &lcool-isoamilico, precipitacdo com etanol e tratamentos
enzimaticos com RNase e Proteinase K. Apdés o tratamento com RNase e
proteinase K, o DNA foi purificado por meio da utilizacdo de fenol-cloroférmio
alcool-isoamilico (25:24:1). Em seguida, foi realizado um processo de
precipitacdo, utilizando 1mL de isopropanol 100% e posterior uso de 1mL de
etanol a 70%. Posteriormente, o DNA foi ressuspenso em agua e sua
integridade foi avaliada através de eletroforese em gel de agarose a 1%, em
tampé&o TBE (0,89M de TRIS, 0,89M de &cido borico e 0,02M EDTA dissoédico;
pH 8,4) e posterior coloracdo com brometo de etidio (Roche Molecular
Biochemicals). A concentracdo final do DNA foi mensurada por

espectrofotometria em equipamento NanoVue (GE Healthcare Life Sciences).

4.5.2 - Identificacdo dos tipos de compatibilidade sexual

A identificacdo molecular dos tipos de compatibilidade sexual foi
realizada utilizando os primers MAT1-1S (5-CGTGGTTAGTTACGGAGGCA-3’)
e MAT1-1AS (5-TGAGGATGCGAGTGATGGGA-3’), desenhados para a regiao
idiomoérfica do l6cus MAT1-1; e MAT1-2S (5-ACACAGTAGCCCAACCTCTC-3)
e MAT1-2AS (5-TCGACAATCCCATCCAATACCG-3’), desenhados para a
regido idiomorfa do l6cus MAT1-2; a amplificacdo obtida por esses dois pares
de primers gera um fragmento de 440pb e 528pb, respectivamente (BUBNICK
& SMULIAN, 2007). A reacédo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada em
um volume final de 25uL, contendo 200uM de cada desoxinucleosideo
trifosfato (ANTP) (Invitrogen), 1.5mM de MgClz, 50ng/uL de cada primer, 2.5U

TAq DNA polimerase (Invitrogen), tamp&o comercial da TAq a 1X (Invitrogen) e
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75ng de cada amostra de DNA. Os ciclos da reacdo foram compostos de uma
desnaturacao inicial de 3 minutos a 95°C; 35 ciclos subsequentes, sendo cada
ciclo composto por uma desnaturacdo de 30 segundos a 95°C, hibridizac&o de
30 segundos a 58°C e uma extensdo de 1 minuto e 30 segundos a 72°C; e
apos a realizacdo dos ciclos, uma extenséao final de 10 minutos a 72°C. As
amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1%, com
voltagem de 90V, e o gel foi corado com brometo de etidio para observacao
dos resultados (RODRIGUEZ-ARRELANES et al.,, 2013). Paralelamente,
padronizamos uma PCR multiplex para determinacdo do tipo de
compatibilidade sexual o qual realiza o as etapas de amplificacdo em uma
Unica reagdo e ndo mais separadamente (ALMEIDA-SILVA et al., 2018)

4.5.3 - Sequenciamento multilocus — MLST

Foi realizado o sequenciamento parcial de quatro genes nucleares (olel-
delta-9 desaturase do acido graxo; tubl- a-tubulina; arf - fator de ribosilacdo do
ADP; e H-anti - precursor do antigeno H) constitutivos do genoma de H.
capsulatum de acordo com o protocolo descrito por Kasuga e colaboradores
(2003). Para isso, foram utilizados respectivamente, os primers: arf1 (5-
AGAATATGGGGCAAAAAGGA-3’) e arf2 (5-CGCAATTCATCTTCGTTGAG-
3); h-antl3 (5-CGCAGTCACCTCCATACTATC-3') e h-anti4 (5-
GCGCCGACATTAACCC-3"); ole3 (5-TTTAAACGAAGCCCCCACGG-3’) e ole4
(5’-CACCACCTCCAACAGCAGCA-3’); tub1(5-GGTGGCCAAATCGCAAACTC-
3’) e tub2 (5’-GGCAGCTTTCCGTTCCTCAGT-3’) (KASUGA; TAYLOR; WHITE,
1999).

As reacdes de PCR foram alcancadas em um final de 50uL, contendo
100ng de DNA genbmico; 0,45uM de cada primer; 1,0U de AmpliTAqg DNA
Polymerase (Perkin-Elmer), 10mM Tris-HCI (pH 8.3), 1,5mM de MgCI2,
50mMKCI, e 0,2mM de dNTP.

Os ensaios de PCR foram realizados em Termal iCycler (Bio-Rad
Laboratories Inc., Hercules, CA, EUA) programado da seguinte forma: (a) 15
seg de desnaturacdo a 94°C, (b) 32 ciclos constituidos de 30 seg de

pareamento dos primers a 65°C e 1 min de extensdo a 72°C, seguidos de
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extensao final de 5 min a 72°C. A temperatura de pareamento no primeiro ciclo
foi de 65°C, sendo reduzida em 0.7°C a cada um dos 12 ciclos subsequentes,
atingindo assim uma temperatura de 56°C. A partir do 13° ciclo, a temperatura
de pareamento da PCR permaneceu a 56°C nos 20 ciclos restantes,
caracterizando dessa maneira, um protocolo denominado de Touchdown PCR
(MUNIZ et al., 2010). O sequenciamento foi realizado de acordo com o método
de Sanger e colaboradores (1977) no Laboratério de Sequenciamento da
Plataforma de Sequenciamento de DNA PDTIS/FIOCRUZ, onde se utilizou
BigDye reagente e o sequenciador automatico Applied Biosystems ABI Prism
3730 (Applied Biosystem, Foster CA, USA).

O sequenciamento foi realizado nas dire¢cdes 5" e 3" em um volume de
reagdo de 10uL, contendo 4uL de “premix terminator’, 100 ng de DNA, 3,5

pMoles de cada primer.

4.5.4 - Andlises filogenéticas

Todas as sequéncias foram editadas com o programa Sequencher,
(Verséo 4.9 - Gene Codes Corporation). A similaridade entre as espécies foi
realizada através da submisséo da sequéncia nucleotidica no programa BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool - NIH). Apds a edicdo dos fragmentos de
cada gene obtidos pelo MLST, os mesmos foram manualmente concatenados
na seguinte ordem: arf, H-anti, ole e tub, obedecendo de maneira peremptéria,
o tamanho preconizado de cada regido. Foi utilizado o mesmo banco de dados
utilizado por Teixeira e colaboradores (2016) para comparar a total diversidade
do género Histoplasma até o presente. As anadlises filogenéticas foram
realizadas no software MEGA (Versao 10), utilizando o método de Maxima
Verossimilhanca. Analises posteriores também foram realizadas através do
software IQTREE, no qual foram descritas caracteristicas das sequencias
estudadas, como, quantidade total de posi¢cdes nucleotidicas e dentro destas, a
quantidade de posi¢des parcimdnia-informativas, SNP’s e sitios constantes. A
matriz combinada foi analisada através dos métodos filogenéticos. Na analise

pelo software IQ-TREE, foi utilizada a funcdo —m MODEL, que permite um
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melhor a selecdo do melhor modelo (ModelFinder - K2P + Inv Gamma) usado

em todas as filogenias testadas.

4.5.5 - Andlises da diversidade haplotipica

Tendo como base as mesmas sequencias lineares utilizadas para as
analises filogenéticas, também foram realizadas analises de diversidade
haplotipica. Para isso, foram utilizados dois softwares. O primeiro, DNAsp
(Verséo 5.10) foi utilizado para calcular a diversidade haplotipica e o segundo
Network (Versdo 5.0.1.0), foi utilizado para a construcdo e representacao
grafica da rede de haplétipos (MACEDO et al., 2019).

4.5.6 - Andlises Filogenémicas

Aproximadamente 1ug de DNA gendmico foi utilizado para montagem da
bliblioteca genbmica, usando o kit de preparacdo de biblioteca KAPA para
plataformas de sequenciamento lllumina® (KAPA Biosystems) seguindo o
protocolo do fabricante. Adaptadores previamente quantificados usando o
KAPA Library Quantification Kit (KAPA Biosystems) foram inseridos e
sequenciados usando HiSeq 2500 Illlumina® seguindo todas as recomendacdes
do fabricante. Os adaptadores de sequenciamento lllumina foram removidos
usando Trimmomatic v 0.36 e alinhados com a cepa H. mississipiensis (NAm 1)
(AAJIO0000000.1) ou Paracoccidioides brasiliensis (Pb18) (ABKIO0000000.2)
atraves da ferramenta Burrows-Wheeler Aligner (BWA - v 0.7.7).

A monofilia e a singularidade genética da populacdo H. suramericanum -
populacdo RJ foi verificada utilizando diferentes abordagens: i) A arvore dos
genomas foi calculada no software IQ-TREE, usando a opcdo -m MFP
(ModelFinder) para selecdo de modelos nos critérios de maxima
verossimilhanca (ML). O suporte dos ramos foi testado usando 1.000 réplicas
de bootstrap, juntamente com o teste de razéo de verossimilhanca aproximada,
associado ao teste de Shimodaira-Hasegawa. As arvores filogenéticas foram
visualizadas através do software FigTree v1.4. ii) A andlise genética da

populacdo de Histoplasma foi avaliada usando a Analise de Componentes
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Principais (PCA) usando o pacote adegenet disponivel para o software R. As
funcdes fasta2genlight e glPca foram utilizadas para calcular os componentes
principais (PCs) usando 2 eixos de variagao continuos, bem como uma arvore
Neighbor-Joining (NJ) (NJ) foi calculada com base nos valores de Eigen. iii) Os
softwares fastSTRUCTURE v1.0 e ADMIXTURE foram usados para decifrar o
cenario populacional provavel mais parcimonioso de Histoplasma, comparando
frequéncias de alelos do genoma completo de diferentes linhagens do sudeste
do Brasil (RJ), com outras linhagens. Os polimorfismos foram considerados
desvinculados no modelo de ADMIXTURE, e a estrutura populacional de cada
individuo foi avaliada testando-se K = 2 a K = 10 (K = n° de populagdes).
Parcelas individuais de cores foram usadas para representar linhagens
homozigotas, enquanto que as barras de cores mistas representam genotipos
misturados (heterozigotos), e a proporcao de cada alelo foi representada como
porcentagem. O melhor K (cenario de populagéo) para o fastSTRUCTURE foi
testado com base no script chooseK.py. Os valores de verossimilhanca de
cada simulacdo populacional no modelo ADMIXTURE foram acessados

individualmente e o modelo com a melhor precisédo preditiva foi escolhido para

explicar a estrutura da populacéo.

5 - ENSAIOS DE VIRULENCIA

ApoOs a realizacdo dos testes moleculares e consequente determinacéo
das espécies filogenéticas de H. capsulatum, utilizamos isolados
representativos de cada espécie filogenética baseada no MLST (01/16 -
Northeast, 03/16 — LamB1, 39942 — Panama, 23/11 — Unknownl e 28/11 — RJ)
para a caracterizacdo da viruléncia dos grupos especificos. Duas estratégias
foram utilizadas: a primeira baseada na determinacdo da viruléncia in vitro
utilizando ensaios de interagcdo com macrofagos, seguida do ensaio de Kkilling, o
qual determina a atividade fungicida destas células fagociticas; ambos os
procedimentos foram realizados conforme protocolos descritos previamente
(GUIMARAES et al.,, 2009). Como segunda estratégia, determinamos a
viruléncia in vivo utilizando um modelo distinto, onde utilizamos larvas do

lepidoptero Galleria mellonella, por ser um prético e eficaz modelo no estudo de
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viruléncia fungica e fatores do hospedeiro (THOMAZ et al., 2013). Para esta

etapa do estudo, selecionamos cinco isolados.

5.1 - Ensaios in vitro

5.1.1 - Ensaios de interagcdo com macroéfagos

Macrofagos da linhagem RAW 264.7 em monocamadas foram cultivados
em Meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), suplementado com
10% de soro fetal bovino, 10% do meio de aminoacidos néo essenciais (NCTC-
109 SIGMA-ALDRICH) e 1% de aminoacidos nédo essenciais (Life
Technologies). As células foram incubadas a 37°C overnight, em uma placa de
poliestireno de 96 pocos na presenca de 5% de CO2, respeitando uma
concentracdo de 10° células por poco. Apés o cultivo em meio HAM F12, as
células leveduriformes de H. capsulatum foram lavadas trés vezes com tampéao
fosfato-salino (PBS) e adicionadas aos macrdfagos, numa propor¢cédo 2:1 e as
placas foram incubadas a 37°C, com 5% de CO:2 por 2 horas. Apos esse
processo, as leveduras que nao interagiram com as células fagociticas foram
removidas por lavagem utilizando PBS e subsequente fixagdo nos pogos
utilizando solucéo de metanol a 40%. Até 200 macréfagos foram contados por
cada campo e o percentual de fagocitose foi determinado como a quantidade
de macréfagos com leveduras internalizadas dividido pelo namero total de
macréfagos e o indice fagocitico como numero médio de leveduras por
macréfago, sendo essa analise realizada por FACSCalibur (BD Biosciences,
USA) entre o numero de células leveduriformes intracelulares e o niamero de
macrofagos contados (GONCALVES et al., 2018).

5.1.2 - Ensaios de sobrevivéncia de H. capsulatum em macrofagos

Para verificar a capacidade fungicida dos macréfagos, as células
leveduriformes de H. capsulatum foram ressuspensas em meio DMEM, em

uma proporcdo 5:1 (macrofagos/levedura), utilizando para esse experimento
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placas de 96 pocos, contendo 10° macréfagos por poco. As placas foram
incubadas a 37°C sob uma atmosfera com 5% de CO2. Os pocos foram
lavados com PBS gelado e os macréfagos foram lisados por adicdo de agua
estéril, por 45 min a TA. Aliquotas de diferentes diluicdes foram plaqueadas em
placas contendo BHI-Sangue a 5% e incubadas a 37°C por um periodo de 10-
15 dias. Apos isso foram determinados o numero de unidades formadoras de
colonia (CFU) e avaliadas a porcentagem de atividade fungicida dos
macrofagos para cada isolado (CORDERO et al., 2016).
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5.2 -Ensaio in vivo

5.2.1 - Infeccdo em Galleria mellonela

Para este ensaio utilizamos larvas de lepidoptera Galleria mellonella,
com larvas pesando entre 0,10 e 0,15g, priorizando 0s insetos que néo
possuiam marcas externas de cor cinza. As larvas foram incubadas a 4°C por
30 minutos antes da inoculacao, para impedir a movimentacéo e assim facilitar
a infeccdo. Vinte larvas por grupo (INI 01/16, INI 03/16, 39942, IPEC 23/11,
IPEC 28/11, G217B, PBS e Sham) foram inoculadas com um inéculo de 1x108
leveduras de H. capsulatum diluidos em PBS estéril (10uL), dentro do
hemocelo, utilizando micro seringa com agulha de 0,75mm de diametro. Como
controle negativo, 0 mesmo namero de larvas foi inoculado somente com PBS,
com a finalidade de monitorar uma possivel morte por danos fisicos. Um grupo
experimental adicional (Sham) foi acompanhado, onde as larvas néo
receberam qualquer tipo de inoculagdo. Todas as larvas foram mantidas em
placas de Petri estéreis em ambiente escuro, e incubadas na temperatura de
37°C, sendo a mortalidade avaliada duas vezes ao dia. Os grupos foram
fotografados no tempo 0 (zero) (momento da inoculagédo) e diariamente até o
final do experimento. A morte das larvas foi avaliada pela auséncia de
movimentacdo, onde normalmente apresentavam tonalidade escura. Estas
foram removidas das placas e descartadas. Curvas de sobrevivéncia,
demonstrando a porcentagem de larvas vivas diariamente, foram obtidas para
verificar o efeito de cada isolado separadamente. As curvas de morte foram
avaliadas por analise estatistica utilizando o teste ndo-paramétrico de Mantel-
Cox através do software GraphpadPrism (Versao 6) (THOMAZ et al., 2013).

5.3 - Microscopia de Fluorescéncia

A microscopia de fluorescéncia foi utilizada para determinacéo do perfil
de expressdo de polissacarideos de parede celular através da ligacdo de
lectinas as células leveduriformes de H. capsulatum. As células foram

marcadas com ConA (Concanavalina A) em vermelho, que se liga a residuos
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de manose. A Dectina-1-Fc em verde, que se liga a 3-1,3-glucana e o Uvitex
2B em azul, que se liga a quitina total. Inicialmente as células leveduriformes
foram cultivadas em meio HAM'’s F12 por 48h, as quais foram centrifugadas a
1100g por 10 minutos, a 4°C e lavadas por trés vezes com PBS (Tampéo
salina fosfato) (KH2PO4 1,4 mM, Na2HPO4 8 mM, NaCl 140 mM, KCI 2,7 mM,
pH 7.4) e em seguida foram fixadas com paraformaldeido (4%) por 2 horas a
37°C. Logo apds, uma concentracdo celular de 1x10° foi bloqueada com PBS
acrescido de 1% de BSA, por 1 hora a temperatura ambiente. A incubac&o com
ConA obedeceu uma concentracdo final de 100 ug/mL, j& a incubacdo com
Dectina 1-Fc foi realizada numa concentracdo de final de 5 pg/mL, ambas
incubacbes foram realizadas por um periodo de 1 hora, sob agitacdo e
protegidas da luz, sendo uma incubacdo subsequente com 2 ug/mL de
anticorpo policlonal de cabra anti-IgG de camundongo (Alexa 488), durante 1
hora. A marcagdo com Uvitex 2B foi realizada utilizando uma solucdo de 10
mg/mL em PBS e incubacédo das células por 1 minuto, sob agitacdo. Tais
marcacOes foram observadas em microscopio de fluorescéncia (Carl Zeiss
Microlmaging, Inc.), com uma ampliacdo de 100X e a edicdo das imagens
obtidas, sendo separadas por marcacéo, foi realizada utilizando dois softwares:
Fiji (NIH, Bethesda) e Adobe Photoshop CC 2019 (Adobe Systems Software).
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6 - RESULTADOS

6.1 - Populagéo de estudo

Isolados de H. capsulatum (n=50), todos provenientes do Estado do Rio
de Janeiro, previamente isolados e armazenados na Colecdo de Fungos
Patogénicos do Setor de Diagnostico Micoldgico do Laboratorio de Micologia
(INI-Fiocruz) foram incluidos no estudo. As caracteristicas dos isolados estéo

listadas na Tabela 1.



Tabela 1 — Histoplasma capsulatum analisados no presente estudo
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Isolado Origem Fonte/Espécime Forma Clinica Isolamento
AC 05 Ambiental Solo NA Niteroi
Cco4 Ambiental Solo NA Petropolis
EP 02 Ambiental Solo NA Itaipava
IGS 19 Ambiental Solo NA Ilha Grande
IGS 4/5 Ambiental Solo NA Ilha Grande
IT 04 Ambiental Solo NA Itaipava
RPS 35 Ambiental Solo NA Rio da Prata
RPS 45 Ambiental Solo NA Rio da Prata
RPS 51 Ambiental Solo NA Rio da Prata
T1 01 Ambiental Solo NA Tingua
T1 05 Ambiental Solo NA Tingua
CAO4 Animal Figado e baco NA Itaipava
IPEC 02/13  Animal Hemocultura NA Rio de Janeiro
IPEC 05/12  Animal Swab de leséo NA Rio de Janeiro
IPEC 07/12  Animal Bidpsia de linfonodo NA Rio de Janeiro
RS 36 Animal Figado e bago NA Ilha Grande
84502 Humana Hemocultura Disseminada Rio de Janeiro
13H Humana Hemocultura Disseminada Rio de Janeiro
129H Humana Hemocultura Disseminada Rio de Janeiro
20231 Humana  Swab de orofaringe Disseminada Rio de Janeiro
11354 Humana Hemocultura Disseminada Rio de Janeiro
3416 Humana Escarro HPC Rio de Janeiro
3612 Humana Biopsia de pulméo Disseminada Rio de Janeiro
36GAL Humana Sangue Disseminada Rio de Janeiro
39439 Humana Aspirado MO Disseminada Rio de Janeiro
39942 Humana Biopsia ND Rio de Janeiro
6503 Humana Biopsia de ganglio Disseminada Rio de Janeiro
84564 Humana Bibpsia de pele Disseminada Rio de Janeiro
18H Humana Hemocultura Disseminada Rio de Janeiro
HC 40039 Humana Aspirado MO Disseminada Rio de Janeiro
INI 01/16 Humana Aspirado MO Disseminada Rio de Janeiro
INI 02/16 Humana Biopsia de pele Disseminada Rio de Janeiro
INI 03/16 Humana Aspirado MO Disseminada Rio de Janeiro
INI 04/16 Humana Escarro Disseminada Rio de Janeiro
INI 05/16 Humana Fragmento ganglio Disseminada Rio de Janeiro
INI 06/16 Humana Aspirado MO Disseminada Rio de Janeiro
INI 07/16 Humana Aspirado MO Disseminada Rio de Janeiro
IPEC 01/12 Humana Aspirado MO Disseminada Rio de Janeiro
IPEC 01/13 Humana Hemocultura Disseminada Rio de Janeiro
IPEC 02/14 Humana Biopsia de pele Disseminada Rio de Janeiro
IPEC 04/12 Humana Aspirado MO Disseminada Rio de Janeiro
IPEC 04/14 Humana Aspirado MO Disseminada Rio de Janeiro
IPEC 06/12 Humana Aspirado MO Disseminada Rio de Janeiro
IPEC 09/12 Humana LBA HPC Rio de Janeiro
IPEC 11/12 Humana Bibpsia de pele Disseminada Rio de Janeiro
IPEC 23/11 Humana LBA Disseminada Rio de Janeiro
IPEC 24/11 Humana Hemocultura Disseminada Rio de Janeiro
IPEC 26/11 Humana Aspirado MO Disseminada Rio de Janeiro
IPEC 27/11 Humana  Swab de orofaringe Disseminada Rio de Janeiro
IPEC 28/11 Humana Aspirado MO Disseminada Rio de Janeiro

Legenda: MO = Medula éssea; NA = Nao se aplica; ND = N&o disponivel; LBA = Lavado broncoalveolar; IPEC =
Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas; INI = Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas; HPC =
Histoplasmose Pulmonar cronica; RPS = Rio da Prata — Solo; RS = Roedor Silvestre; Tl = Tingu&; IGS = llha Grande —

Solo; IT = Itaipava; AC = Aldeia Curumim.
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Foi observado que os isolados de origem ambiental, dentre os 50
estudados, foram coletados de solo de regibes do estado do Rio de Janeiro.
Dois coletados em Tingua (TI01 e TIO5), trés coletados na regido de Rio da
Prata (RPS 35, RPS 45 e RPS 51), dois isolados coletados em Niterdi (IT0O4 e
AC 05), dois coletados na Ilha Grande (IGS 4/5 e IGS 19), além de um isolado
coletado em lItaipava e outro em Petrdpolis, sendo os isolados EP02 e CO4,
respectivamente. Ainda quanto a fonte de isolamento, observamos isolados de
origem animal e isolados de origem humana, correspondendo a diferentes

percentuais dentro da amostragem total (Figura 14).
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Figura 14 — Percentual dos isolados de origem ambiental, de origem animal e de origem clinica
quanto a fonte de isolamento. 22% (11) sdo de origem ambiental, 10% (5) sdo de origem
animal e 68% (34) sédo de origem humana.

Dentre os isolados clinicos, 26 sdo oriundos de pacientes do sexo
masculino e oito do sexo feminino, além disso, a grande maioria é oriunda de
pacientes com a forma disseminada (91,1%), dentre os quais, observamos
isolados oriundos de aspirado de medula 6ssea, de hemocultura, bidpsia
(biépsia de ganglio, biopsia de pele, bidpsia de pulméao), swab de orofaringe,
fragmento de ganglio, escarro e lavado broncoalveolar.

Dessa forma, observou-se que entre 0s pacientes com histoplasmose
disseminada, os isolados oriundos de aspirado de medula 6ssea foram os mais
frequentes, seguidos dos de hemocultura, bidpsia de pele, swab de orofaringe
e fragmento de ganglio, escarro e lavado broncoalveolar com iguais

percentuais (Figura 15).
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Isolamento na Histoplasmose Disseminada
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Figura 15 — Isolamento de H. capsulatum em diferentes espécimes clinicos oriundos de
pacientes com histoplasmose disseminada. Dentre os isolados, 38,7% sao isolados de medula
Ossea, 25,8% sao de hemocultura, 19,4% s&do de bidpsia de pele, 6,5% s&o de swab de
orofaringe e 3,2% sé&o de fragmento de ganglio, escarro e lavado broncoalveolar.

Isolados fungicos provenientes de pacientes com outras formas da
histoplasmose, também foram avaliados. No entanto, com uma proporcao bem
reduzida quando comparados com a infeccdo disseminada. Apenas dois
isolados da forma pulmonar crénica foram observados, e além destes, um

altimo isolado (39942), ndo teve a forma clinica descrita.

6.2 - Confirmacdo morfolégica da espécie

Na avaliacdo dos aspectos macromorfologicos dos isolados, apds
incubagédo dos mesmos a 25°C, por 21 dias, em meio PDA, observou-se
morfologia caracteristica de H. capsulatum da fase filamentosa, com colonias
micelianas, de aparéncia cotonosa, com coloracdo variando do branco a
marrom (Figura 16A). Na avaliagdo microscopica das mesmas condigbes de
cultivo, foi possivel observar a presenca de hifas hialinas, septadas e

ramificadas, assim como a presenc¢a de macro e microconidios (Figura 16B).
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Figura 16 — Forma filamentosa de H. capsulatum. (A) — Macromorfologia evidenciando os
aspectos cotonoso e pulverulento e as colora¢cdes branco e bege, respectivamente. (B) —
Micromorfologia evidenciando hifas hialinas, septadas com presenca de microconidios e
macroconidios tuberculados Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

Entre os 50 isolados estudados foi possivel observar que 30 isolados
apresentaram a coloracdo branca e aspecto cotonoso apds o periodo de 21
dias de cultivo em meio PDA.

Os outros 20 isolados que apresentaram a coloracdo bege e aspecto
pulverulento como caracteristicas macroscoépicas apés o mesmo periodo. Nado
houve isolados com a coloragcdo branca e aspecto pulverulento, da mesma
forma que o aspecto cotonoso nao foi observado entre os isolados que

produziram a coloracédo bege (Tabela 2).
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Tabela 2: Coloracdo dos isolados incluidos no presente estudo

Coloracao da Cultura Isolado

13H. 129H, 3416, 3612, 39439, 39942,
6503, 84502, 84564, CAO4, CO4, EPO2,
HC18, IGS19, INI 01/16, IPEC 04/12,

Branca/Cotonosa IPEC 04/14, IPEC 05/12, IPEC 06/12,
IPEC 07/12, IPEC 09/12, IPEC 11/12,
ITO4, RPS35, RPS45, RPS51, RS36,
TIO1, TIOS, 36GAL.

20231, 11354, ACO05, 40039, IGS4/5, INI
02/16, INI 03/16, INI 04/16, INI 05/16, INI
06/16, INI 07/16, IPEC 01/12, IPEC
01/13, IPEC 02/13, IPEC 02/14, IPEC
23/11, IPEC 24/11, IPEC 26/11, IPEC
27/11, IPEC 28/11.

Bege/Pulverulento

Legenda: AC = Aldeia Curumim, IGS = llha Grande Solo, IPEC = Instituto de Pesquisa Clinica
Evandro Chagas, INI = Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas, RPS = Rio da Prata
Solo, IT = Itaguai, RS = Roedor silvestre.

Avaliando a coloracdo dos isolados entre as trés fontes de isolamento
(ambiental, animal e humana), foi possivel observar que independente da fonte
de isolamento, é possivel encontrar isolados com os dois principais aspectos
(Cotonoso/Branco e Pulverulento/Bege), no entanto em diferentes proporgdes
(Figura 17).

A correlacdo dos dados entre coloragdo e aspecto da colonia
demonstraram significancia estatistica pelo teste exato de Fischer (p =
<0,0001).
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Aspecto e Coloragao da Cultura entre as Fontesde
Isolamento

Bege/Pulverulento

Clinica

Bege/Pulverulento

Animal

Branco/Cotonoso

Bege/Pulverulento

Solo

Branco/Cotonoso

Branco/Cotonoso

0 2 - 6 8 10 12 14 16 18

Figura 17 — Coloracdo e aspecto das culturas quanto as fontes de isolamento. Entre os
isolados de origem clinica, 17 isolados apresentaram cada um dos aspectos, entre os isolados
de origem animal, um apresentou o aspecto pulverulento e coloragdo bege e quatro
apresentaram o aspecto cotonoso e coloragdo branca e entre os isolados de origem ambiental,
dois apresentaram o0 aspecto pulverulento e coloracdo bege, enquanto nove apresentaram
coloragéo branca de aspecto cotonoso.

Além da analise tanto macro, quanto microscopica, da fase filamentosa,
a confirmacdo morfolégica de H. capsulatum também dependeu da avaliacdo
da converséo para a fase leveduriforme.

Com essa finalidade, apds a conversao dos isolados em meio MLGema
e incubacdo a 37°C por 15 dias, foi possivel observar que os isolados
apresentaram colbnias de aparéncia cremosa, de coloracdo bege e que a
observacdo microscoépica, foi possivel visualizar leveduras unibrotantes,
estruturas compativeis com a fase leveduriforme de H. capsulatum, dessa
maneira, evidenciando o carater dimorfico do fungo.

Foi possivel observar que os isolados que apresentaram 0 aspecto
bege/pulverulento, convertiam mais rapidamente para a fase leveduriforme,
com aproximadamente 15 dias de cultivo, ao passo que os isolados que
apresentaram o0 aspecto branco/cotonoso convertiam de maneira mais
demorada, sendo por vezes necessdria mais de uma passagem em meio

MLGema para total converséo.
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A micromorfologia da fase leveduriforme foi verificada através da
confeccdo de laminas coradas com lactofenol azul-de-algoddo apds o
crescimento das coloénias em meio ML-GEMA por 14 dias 37°C. Dos 50
isolados, todos apresentaram leveduras unibrotantes, com 100% de conversao,
sendo assim, caracterizando H. capsulatum, tanto na macromorfologia quando

na micromorfologia da fase leveduriforme (Figura 18).
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Figura 18 — Macro e micromorfologia da fase leveduriforme de H. capsulatum. Coldnias de
aspecto cremoso na macroscopia e leveduras unibrotantes na microscopia, apos cultivo em
meio ML-Gema a 37°C e colora¢do com azul de algod&o. Fonte: Proprio autor.

6.3 - Ensaios moleculares

6.3.1 - Identificacdo molecular dos tipos de compatibilidade sexual

A caracterizagdo molecular dos tipos de compatibilidade sexual foi
determinada pela reacdo de PCR convencional na qual, entre os 50 isolados,
31 foram classificados como MAT1-1 e 19 classificados como MAT1-2 (Tabela
3).
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Tabela 3: Distribuicdo dos isolados entre os tipos de compatibilidade sexual MAT1-1 e
MAT1-2

Isolados do tipo MAT1-1

Isolados do tipo MAT1-2

13H, 20231, 11354, 3416, 3612, 39349, 6503,
84502, 84564, ACO5, CO4, EP02, HC18, 1GS19,
IGS4/5, INI 02/16, INI 03/16, INI 04/16, INI 05/16,
IPEC 02/13, IPEC 06/12, IPEC 09/12, IPEC
11/12, IPEC 26/11, ITO4, RPS35, RPS45, RPS51,
RS36, TI01, TIO05.

129H, 39942, CAO4, 40039, INI 01/16, INI 06/16,
INI 07/16, IPEC 01/12, IPEC 01/13, IPEC 02/14,
IPEC 04/12, IPEC 04/14, IPEC 05/12, IPEC
07/12, IPEC 23/11, IPEC 24/11, IPEC 27/11,
IPEC 28/11, 36GAL.

Legenda: AC = Aldeia Curumim, IGS = Ilha Grande Solo, IPEC = Instituto de Pesquisa Clinica
Evandro Chagas, INI = Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas, RPS = Rio da Prata
Solo, IT = Itaguai, RS = Roedor silvestre.

Foi possivel observar a presenca de isolados do tipo MAT1-1 em todas

as fontes de isolamento, ao passo que nao foi observado o tipo MAT1-2 entre

os isolados de solo (Figura 19).
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Figura 19 — Distribuicdo dos tipos de compatibilidade sexual quanto a fonte de isolamento:
clinica, ambiental (solo) ou animal dos cinquenta isolados empregados no estudo.
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Além dos resultados da classificacdo geral dos isolados, foi possivel
observar que as reacdes para deteccao dos tipos de compatibilidade sexual
poderiam ser feitas em uma Unica reacdo, onde desenvolvemos a PCR
multiplex para estas analises.

A deteccédo simultanea de ambos os tipos, se da pelo peso molecular de
cada fragmento amplificado. Os fragmentos caracteristicos de MAT 1.1 séo
evidenciados com 412 pares de bases, ao passo que os fragmentos de MAT
1.2 geram 569 pares de bases, o que é facilmente distinguivel em gel de

agarose (Figura 20).

2072bp
1500bp

2072bp
1500bp

600bp 600bp

100bp 100bp

Figura 20 — Deteccéo de dois mating types. Slot 1 e 6 = Peso molecular (100bp DNA Ladder —
Invitrogen), 2 = Amplificagdo de 569 pares de bases correspondendo ao isolado G186A (ATCC
26029), 3 = Amplificacdo de dois fragmentos, o maior corresponde ao isolados G186A e o
menor corresponde ao isolado G217B, 4 = Amplificacdo de 412 pares de bases
correspondendo ao isolado G217B (ATCC 26032) e 5 = Controle negativo.

ApoOs a realizacdo desses ensaios com as cepas de referéncia,
realizamos os testes supracitados com os isolados do presente estudo e
observamos que resultados se mantiveram. Para essa etapa realizamos o0s
testes com uma amostragem de conveniéncia dentro do nosso proprio estudo,
sendo 12 amostras, analisadas juntamente com outras 14 amostras ja
previamente caracterizadas (RODRIGUEZ-ARELLANES et al., 2013).
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O teste foi realizado com finalidade de comparacéo das duas maneiras e
observou-se que tanto nas cepas de referéncia como nas amostras do nosso

estudo, os resultados nao se alteram (Figura 21 e Tabela 4).

9 10 11 32 13 34 15 A6 17 18

6 7 8

3 4 5

1z 2

ol 2072bp
2RO 1500bp
600bp o
100bp

100bp

Figura 21 - Gel de agarose a 1%, corado com brometo de etidio para analise da amplificacéo
da regido parcial do I6cus MAT1, com amostras positivas para as duas regides idiomorficas
(MAT1-1 e MAT1-2) do lécus. 1 e 18 = Peso molecular 100bp (Invitrogen), 3, 5, 7, 8, 10, 11 e
14 s&o respectivamente as amostras CO4, ACO05, IPEC 11/12, INI 02/16, IT04, RPS 35 E IGS
4/5, sdo amostras positivas para o tipo MAT1-1 com 412 pares de bases. Os slots 2, 4, 6, 9, 12
e 13, sdo respectivamente as amostras 129H, HC 40039, 39942, CAO 4, INI 01/16 e IPEC
04/12, positivas para MAT1-2, com 569 pares de bases. Slot 15 = Cepa padrdo (G217B —
ATCC 26032) MAT 1-1, Slot 16 — Cepa padrao (G186A — ATCC 26029) MAT 1-2, Slot 17 =

Controle negativo
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Tabela 4: Caracteristicas gerais do isolados utilizados na otimizacéo da técnica de deteccéo
dos MAT 1-1 e 1-2 (ALMEIDA-SILVA et al., 2018).

. Mating Type

Isolado Fonte Origem Uniplex PCR Multiplex PCR
18H Humana RJ MAT1-1 MAT1-1
37307 Humana RJ MAT1-1 MAT1-1
247BL Humana MS MAT1-1 MAT1-1
M396/08 Animal SP MAT1-1 MAT 1-1
M1084/08  Animal SP MAT1-1 MAT1-1
M487/08 Animal SP MAT1-1 MAT1-1
M975/08 Animal SP MAT1-1 MAT1-1
ACO05 Solo RJ MAT1-1 MAT1-1
TIO1 Solo RJ MAT1-1 MAT1-1
IGS19 Solo RJ MAT1-1 MAT1-1
RPS51 Solo RJ MAT1-1 MAT1-1
CO2 Solo RJ MAT1-1 MAT1-1
CO4 Solo RJ MAT1-1 MAT1-1
IGS4/5 Solo RJ MAT1-1 MAT1-1
129H Humana RJ MAT1-2 MAT1-2
39942 Humana RJ MAT1-2 MAT1-2
HC40039 Humana RJ MAT1-2 MAT1-2
INI 01/16 Humana RJ MAT1-2 MAT1-2
INI 06/16 Humana RJ MAT1-2 MAT1-2
IPEC 01/12 Humana RJ MAT1-2 MAT1-2
2090603 Humana RJ MAT1-1 MAT1-1
39439 Humana RJ MAT1-1 MAT1-1
HC 18 Humana RJ MAT1-1 MAT1-1
INI 02/16 Humana RJ MAT1-1 MAT1-1
INI 03/16 Humana RJ MAT1-1 MAT1-1
IPEC 02/13 Humana RJ MAT1-1 MAT1-1

Legenda: RJ = Rio de Janeiro, MS = Mato Grosso do Sul, SP = Sao Paulo, INI = Instituto
Nacional de Infectologia Evandro Chagas, IPEC = Instituto de Pesquisa Clinica Evandro
Chagas, IGS = llha Grande Solo, RPS = Rio da Prata Solo, AC = Aldeia Curumin, Tl = Tingua.

ApoOs a correlagcdo dos dados morfologicos (aspecto e coloracdo da
coldnia) na fase filamentosa, com os resultados de MAT, tanto MAT 1-1 quanto
MAT 1-2, ndo foram observadas significancia estatistica pelo teste de Qui-
quadrado (X?) (p =0,2585).
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6.3.2 Andlises filogenéticas por MLST (Multi Locus Sequence Typing)

A realizacdo das andlises filogenéticas se deu por meio do
sequenciamento multilocus onde foram obtidos os fragmentos previamente
preconizados, 459 pares de bases para o fragmento do gene arf, 408 pares de
bases para o gene H-anti, 424 pares de bases para 0 gene ole e 278 pares de
bases para o fragmento do gene tubl (KASUGA et al., 2003). Apos a edicdo
das sequéncias pelo programa Sequencher versao 4.9 (Genes Codes
Corporation), os quatro fragmentos foram manualmente concatenados,
gerando uma sequéncia linear de 1601, na qual foi possivel observar: 272
posicdes parcimoOnia-informativas, 143 Single Nucleotide Polimorphisms —
Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP’s) e 1186 sitios constantes pares de
bases. A partir da sequéncia concatenada, foram realizadas andlises de
diversidade genética e assim foi possivel demonstrar a alta diversidade
genética entre os 50 isolados estudados. A sequéncia linear dos 50 isolados foi
analisada pelo software MEGA (versao 10) e foi possivel observar a existéncia

de seis clados filogenéticos de origem monofilética:

e O clado | € composto por 12 isolados de origem humana (06/16 27/11,
04/12, 28/11, HC18, 07/12, 01/12, 05/12, 05/16, 01/13, 40039 e 02/13);

e O clado Il é formado por 6 isolados também de origem humana (02/14,
24/11, 11354, 07/16, 39439 e 26/11);

e O clado Ill é majoritariamente composto por isolados de solo, no qual se
agruparam 16 isolados, sendo dez de origem ambiental/solo (RPS 45,
RPS51, ACO5, IT04, EP0O2, TIO1, TIO5, IGS19, IGS4/5 e RPS35), cinco
de origem clinica (6503, 3612, 04/14, 06/12 e 3416) e o isolado RS36,
de origem animal;

e O clado IV é formado por dois isolados, um de origem ambiental/solo
(CO4) e um (CAO4) de origem animal,

e O clado V é formado por mais quatro isolados (23/11, 20231, 36GAL e
39942) de origem clinica;

e O clado VI é formado por dez amostras (09/12, 13H, 04/16, 129H, 01/16,
84502, 84564, 03/16, 11/12 e 02/16), todas de origem clinica (Figura
22).
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Figura 22: Relacdes filogenéticas entre os 50 isolados empregados no estudo. Andlise baseada
na combinagdo dos quatro loci, utilizando o método de Maximum Likelihood. Inferéncia
realizada no software MEGA (Versdo 10.), utilizando bootstrap de 1.000 réplicas, sendo o
tamanho dos ramos proporcionais a distancia. A determinacao dos clados (cores) foi realizada
utilizando percentuais acima de 70%.
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Posteriormente, a sequéncia linear dos quatro genes concatenados foi
submetida a uma andlise de relacbes filogenéticas frente a sequencias
depositadas no GENBANK, oriundas de diversos paises. Foram selecionadas
além das 50 sequencias oriundas do presente estudo, 238 sequéncias
previamente depositadas. Dessa maneira, observou-se que 16 isolados
demonstraram relagfes filogenéticas com amostras pertencentes a outros
clados previamente descritos.

Cinco isolados (20231, 36GAL, 23/11, 11354 e 07/16) se agruparam no
clado filogenético Unknownl; trés isolados (03/16, 11/12 e 02/16) se
agruparam no clado LAmMB1; um isolado (39942) se agrupou no clado Panama
e sete isolados (09/12, 04/16, 129H, 01/16, 84502, 84564 e 13H) se agruparam
no clado Northeast.

Os demais 34 isolados se agruparam no clado descrito recentemente
por Teixeira e colaboradores (2016) denominado RJ, demonstrando relagdes
filogenéticas com outros isolados oriundos do estado do Rio de Janeiro, cujas
sequéncias ja tinham sido previamente depositadas no GENBANK.

O clado RJ agrupou um total de 58 isolados, dentre os quais, 24 ja
tinham sido previamente depositados e 34 isolados do presente estudo. Dentre
0s 34 isolados agrupados do presente estudo, 18 isolados sdo de origem
clinica, 5 de origem animal e além desses, também agrupou os onze isolados
de origem ambiental.

Ao observar as trajetérias evolutivas dos isolados pertencentes a esse
clado, é possivel destacar que embora o clado RJ seja um clado grande, com
principal origem monofilética, engloba outros clados menores, 0s quais também
se originam monofileticamente. No entanto, para determinacdo da populacéo
RJ, observamos o ramo principal, que se divide junto ao clado LAMA1 (Figura
23).
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Figura 23 - Relagbes filogenéticas dos 50 isolados estudados (circulos) utilizando o método
Maximum Likelihood, no Software IQTREE. Andlise basedada nos quatro loci concatenados,
frente as 238 sequéncias de H. capsulatum depositadas no GENBANK, evidenciado o
agrupamento dos isolados do Rio de Janeiro no clado RJ em outros clados (LAmB1,
Unknownl, Panama e Northeast/Nordeste) previamente descritos na literatura (Teixeira et al.,
2016).
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As analises por MLST também permitiram determinar a variabilidade
nucleotidica dentro de cada fragmento de gene estudado. Foi observado que o
no fragmento do gene arf, o qual compreende parcialmente os éxons | e Il e 0
intron | completo, 8 regides polimorficas sdo encontradas no éxon | entre as
posicdes 1 e 79, sendo a posicdo 63 a que possui 0 maior niumero de variacdes
nucleotidicas. J& no intron |, observa-se 24 posi¢des polimorficas, sendo as
posicdes 147 e 196 as que mais apresentam variacado nucleotidica, e no éxon
II, entre as sete posicdes polimorficas, a posicdo 374 € a que mais apresenta
variabilidade nucleotidica (Figura 24).
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Figura 24 — Variagbes nucleotidicas (n=39) no fragmento estudado do gene arf. A maior
frequéncia de posi¢des nucleotidicas polimérficas se encontra no intron I.

O fragmento do gene anti-H, apresentou 44 posi¢cdes polimérficas,
distribuidas entre o éxon | (parcial), intron I, éxon Il e intron Il (completos) e
éxon Il (parcial), dentre as quais, as posices 18 e 24 sdo as duas que mais
apresentam variacdo nucleotidica no éxon I. No intron |, as posi¢des 124 e 149
sdo as que mais polimorficas, ao passo que no éxon I, a posicdo 243 é a
posicdo que mais se destaca. Ja no intron Il e éxon lll, as posicbes que mais
apresentam variacdo nucleotidica sdo as 364 e 394, respectivamente (Figura
25).
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Figura 25 — Variacdo nucleotidica (n=44) no fragmento estudado do gene H-anti. Distribuicdo
entre o éxon |, intron I, éxon II, Intron Il e éxon Ill. Observando que as maiores variagdes
nucleotidicas ocorrem no éxon |.

No fragmento do gene ole foram observadas 21 posi¢des nucleotidicas
polimorficas, distribuidas entre o é€xon I, intron e éxon Il. No éxon |, as posicdes
12 e 47 séo as duas que mais apresentam variacao nucleotidica. No intron I, os
maiores numeros de variacdes nucleotidicas foram observados nas posi¢cdes
290, 292 e 360, ao passo que no éxon Il, as duas posi¢cdes correspondentes
(408 e 409), apresentaram a mesma quantidade de variacdo nucleotidica
(Figura 26).
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Figura 26 — Variacéo nucleotidica (n=21) no fragmento estudado do gene ole. Distribuigcdo entre
0 éxon |, intron | e éxon Il. Observando que as maiores variagdes nucleotidicas do éxon |
ocorrem nas posicbes 12 e 47, no intron |, ocorrem nas posi¢cées 290, 292 e 360 e no éxon I,
ocorrem de igual maneira nas posi¢des 408 e 409.

No fragmento parcial do gene tub, foram observadas 21 posicoes
nucleotidicas polimérficas, distribuidas entre o éxon |, intron I, éxon Il e intron
II. No éxon I, a posicdo 17 foi a posicdo que apresentou maior variacao
nucleotidica, ao passo que no intron I, a posicdo 105 foi a que mais se
destacou, apresentando ndo s6 a maior variacdo nucleotidica dessa regido,
como de todo o fragmento. No éxon Il, quatro posicbes se destacaram,
apresentando as maiores varia¢des, 133, 139, 177 e 210, sendo a pendultima, a
gue mais contém variacdo. No intron Il as posicdes 221 e 225 apresentaram o

mesmo numero de variagfes nucleotidicas (Figura 27).
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Figura 27 — Variacdo nucleotidica (n=21) no fragmento estudado do gene tub. Distribuicdo
entre o éxon |, intron | e éxon Il e intron Il. Observando que as maiores variagdes nucleotidicas
do éxon | ocorrem nas posi¢des 17, no intron |, ocorre na posi¢do 105, no éxon I, ocorrem nas
posi¢des 133, 139, 177 e 210, sendo a posi¢cao 177 com um numero levemente maior e no
intron 11, ocorre de igual maneira nas posicoes 221 e 225.
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6.3.3 Diversidade Haplotipica

Dentro de cada clado observado na analise realizada pela técnica de
MLST, foi realizada uma analise de diversidade haplotipica. Nessa analise,
além dos isolados do presente estudo, foram utilizadas as sequéncias dos
isolados que também se agruparam nos respectivos clados previamente
descritos (TEIXEIRA et al., 2016). Dessa forma, foi possivel observar os
indices de diversidade dentro cada clado. O clado LAMB1 agrupou um total de
17 isolados divididos em nove hapl6tipos, sendo o haplétipo cinco com cinco
isolados, os haplétipos um e trés com trés isolados cada e o0 outros seis
haplétipos com um isolado cada. Ainda no clado LAmB1, observou-se o
agrupamento de quatro isolados de origem brasileira (02/16, 03/16, 11/12 do
estado do Rio de Janeiro e MS53 de Mato Grosso), quatro isolados de origem
colombiana (trés de Medellin e um de Bogota), sendo majoritariamente
composto por nove isolados de origem argentina (Figura 28A e Tabela 5).

No clado Unknown 1, observou-se o agrupamento de 12 isolados,
distribuidos em 11 haplétipos, dos quais apenas o haplétipo oito agrupou dois
isolados. Todos os outros 10 haplétipos incluiram somente 1 isolado. Os
haplotipos Hap8, Hap9, Hapl0 e Hapll englobaram 5 isolados oriundos da
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populacao incluida neste estudo, isolados 20231, 36GAL, 23/11,11354 e 07/16
respectivamente. Os outros isolados sao oriundos de Honduras, um de origem
Colombiana, um do Mato Grosso, um de S&o Paulo e um do Suriname (Figura
28B e Tabela 6).
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Figura 28 - Rede haplotipica dos clados LAmMB1 (Amarelo) e Unknownl (Verde). (A) — Agrupamento de 17 isolados distribuidos em 9 haplotipos, dos quais,
3 (6, 7 e 8) séo isolados do Rio de Janeiro, tendo o clado uma diversadade haplotipica de 0, 8824. (B) — Agrupamento de 12 isolados distribuidos em 11
haplétipos, dos quais, 4 (8, 9, 10 e 11) sdo isolados do Rio de Janeiro, tendo o clado uma diversidade haplotipica de 0,9848. Hap = Hapl6tipo; Nimeros
entre as linhas = nimero de muta¢des entre os haplétipos; Circulo vermelho = Median vector (ancestral hipotético); Diametro = Frequéncia de haplétipos.
O numero de mutac8es entre cada haplotipo € mostrado em cada correspondente vértices. Amostras isoladas no Rio de Janeiro representadas em cinza.
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Tabela 5 — Isolados agrupados no clado LAmBL1 distribuidos em nove haplétipos

Hap  Ne°isolados Identificacdo Origem

1 3 H68, H75 e H70 Medellin — Colombia
2 1 H59 Bogotéa - Colémbia

3 3 H85, H168 e H166 Argentina

4 1 H164 Argentina

5 5 H162, H169, H171, H172 e H163 Argentina

6 1 INI 03/16 Rio de Janeiro-BR

7 1 IPEC 11/12 Rio de Janeiro-BR

8 1 INI 02/16 Rio de Janeiro-BR

9 1 MS53 Mato Grosso - BR

Legenda: BR = Brasil, IPEC = Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas, INI = Instituto
Nacional de Infectologia Evandro Chagas, Hap = Haplotipo.

Tabela 6 — Isolados agrupados no clado Unknown1 distribuidos em onze hapl6tipos.

Hap N° isolados Identificagcéo Origem
1 1 Hond10 Honduras
2 1 Hond13 Honduras
3 1 H67 Medellin - Coldmbia
4 1 385BG Mato Grosso - BR
5 1 SP2414 Séo Paulo
6 1 H145 Suriname
7 1 H64 Bogota - Colémbia
8 2 20231 e 36GAL Rio de Janeiro - BR
9 1 IPEC 23/11 Rio de Janeiro - BR
10 1 11354 Rio de Janeiro - BR
11 1 INI 07/16 Rio de Janeiro - BR

Legenda: BR = Brasil, IPEC = Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas, INI = Instituto
Nacional de Infectologia Evandro Chagas, Hap = Haplétipo.
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Os clados RJ e Nordeste sao os clados que possuem o maior numero de
isolados agrupados. O clado RJ possui um agrupamento de 58 isolados, dos
quais, apenas seis foram isolados no estado de Sao Paulo e foram agrupados
nos haplotipos Hap38, Hap39, Hap4l, Hap42 e Hap44, sendo todos 0s outros
38 isolados pertencentes ao estado do Rio de Janeiro, agrupados em 27
haploétipos) revelando que a populacdo RJ apresenta alta variabilidade
genética, com o maior indice de diversidade haplotipica (Hd) entre os
clados/populacdes estudadas (Figura 29 e Tabela 7).

O clado Nordeste possui um agrupamento de 64 isolados, sendo oito
oriundos do Rio de Janeiro, dos quais, seis sdo do presente estudo agrupados
no haploétipos Hap33, Hap34, Hap35 e Hap36, além de outros dois isolados
previamente depositados no GenBank (Hap 17 e Hap 32), um isolado de Séo
Paulo (Hap25) e dois (Hap13) do estado de Pernambuco, sendo os demais 53
isolados, oriundos do estado do Ceara, agrupados em 28 haplétipos, revelando
que a populacdo NE apresenta a segunda mais alta diversidade haplotipica

entre os clados/populacdes estudadas (Figura 30 e Tabela 8).
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Figura 29 - Rede haplotipica do clado RJ composto por 58 isolados. Distribuicdo em 46 haplétipos, dos quais 31 s&o formados por amostras do presente
estudo (Cinza) e 20 formados por amostras previamente depositadas no GENBANK (lil&s), sendo os haplétipos 38, 39, 41, 42 e 44 formados por amostras
isoladas no estado de Sao Paulo. Diversidade haplotipica de 0, 9861. Hap = Hapl6tipo; Nimeros entre as linhas = nimero de mutagbes entre 0s

haplétipos; Circulo vermelho = Median vector (ancestral hipotético); Diametro = Frequéncia de haplétipos. O nimero de mutag@es entre cada haplotipo é
mostrado em cada corresnondente vértice.



Tabela 7 — Isolados grupados no clado RJ distribuidos em 46 haplétipos
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Hap N° isolados Identificacdo Origem
1 6 H199, H202, H203, H201, Rio de Janeiro - BR
3356 e 3688
2 1 9414 Rio de Janeiro - BR
3 1 9291 Rio de Janeiro - BR
4 2 RS01 e RS09 Rio de Janeiro - BR
5 1 Ti14 Rio de Janeiro - BR
6 2 TIO1 e TIO5 Rio de Janeiro - BR
7 1 3416 Rio de Janeiro - BR
8 1 3612 Rio de Janeiro - BR
9 1 RS36 Rio de Janeiro - BR
10 3 ACO05, RPS35 e ITO4 Rio de Janeiro - BR
11 1 IPEC 04/14 Rio de Janeiro - BR
12 1 IPEC 05/12 Rio de Janeiro - BR
13 1 IPEC 06/12 Rio de Janeiro - BR
14 1 IPEC 07/12 Rio de Janeiro - BR
15 1 EPO2 Rio de Janeiro - BR
16 1 HC18 Rio de Janeiro - BR
17 1 40039 Rio de Janeiro - BR
18 1 IGS19 Rio de Janeiro - BR
19 1 1GS4/5 Rio de Janeiro - BR
20 1 6503 Rio de Janeiro - BR
21 2 RPS45 e RPS51 Rio de Janeiro - BR
22 1 RPS86 Rio de Janeiro - BR
23 1 CADAM Rio de Janeiro - BR
24 1 4334 Rio de Janeiro - BR
25 1 6406 Rio de Janeiro - BR
26 1 4631 Rio de Janeiro - BR
27 1 39439 Rio de Janeiro - BR
28 1 IPEC 26/11 Rio de Janeiro - BR
29 2 IPEC 27/11 e INI 06/16 Rio de Janeiro - BR
30 1 IPEC 28/11 Rio de Janeiro - BR
31 1 IPEC 02/14 Rio de Janeiro - BR
32 1 IPEC 04/12 Rio de Janeiro - BR
33 1 IPEC 24/11 Rio de Janeiro - BR
34 1 IPEC 01/12 Rio de Janeiro - BR
35 2 IPEC 01/13 e IPEC 02/13 Rio de Janeiro - BR
36 1 05 16 Rio de Janeiro - BR
37 1 H200 Rio de Janeiro - BR
38 1 H155 Sao Paulo - BR
39 1 H152 Sao Paulo - BR
40 1 H198 Rio de Janeiro - BR
41 1 H150 Séao Paulo - BR
42 1 H156 Séao Paulo - BR
43 1 H196 Rio de Janeiro - BR
44 1 H154 Sao Paulo - BR
45 1 CAO4 Rio de Janeiro - BR
46 1 CO4 Rio de Janeiro - BR

Legenda: AC = Aldeia curumin, BR = Brasil, CADAM = Cadela amarela, RS = Roedor silvestre,
IGS = llha Grande Solo, IPEC = Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas, INI = Instituto
Nacional de Infectologia Evandro Chagas, RPS = Rio da Prata Solo, IT = ltaguai = Tl = Tingua
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Figura 30 - Rede haplotipica do clado Nordeste (Azul). Agrupamento de sete amostras isoladas no estado do Rio de Janeiro (Cinza), além de 57 oriundas
da regido Nordeste, totalizando 64 isolados distribuidos em 36 haplétipos, com uma diversidade haplotipica de 0,9444. Hap = Haplotipo; Numeros entre
as linhas = numero de mutagdes entre os haplotipos; Circulo vermelho = Median vector (ancestral hipotético); Diametro = Frequéncia de haplétipos.
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Tabela 8 — Isolados grupados no clado Nordeste distribuidos em 36 haplotipos

Hap N° isolados Identificac&o Origem
1 2 CE0213 e CE0513 Ceara - BR
2 1 CEOQ0714 Ceara - BR
3 1 CE0914 Ceara - BR
4 2 CEO0211 e CE1911 Ceara - BR
5 3 CEO0314, CE1012 e Ceara - BR
H146
6 1 CE0813 Ceara - BR
7 2 CEO112 CE0O41 Ceara - BR
8 1 CE1214 Ceara - BR
9 1 CEO0514 Ceara - BR
10 1 CE1713 Ceara - BR
11 1 CEO0711 Ceara - BR
12 1 CEO0311 Ceara - BR
13 2 RE9463 e RE5646 Pernambuco - BR
14 2 CE2713 e CE0O611 Ceara - BR
15 1 CE1114 Ceara - BR
16 1 JIEF Ceara - BR
17 1 B670 Rio de Janeiro - BR
18 9 CE2513, CE0913, Ceara - BR
CE2614, CE0413,
CEO0511, CE0613,
CEO0713, CE0812 e
CEO0313
19 12 CE0614, CE1213, Ceara - BR
CE1511, CE0212,
CE1111, CE1113,
CE1211, CE1513,
CEO0414, CE0214,
CE1312 e CE2111
20 1 CE1714 Ceara - BR
21 1 CE2813 Ceara - BR
22 1 CE3013 Ceara - BR
23 1 CE1013 Ceara - BR
24 1 IPEC 09/12 Ceara - BR
25 1 H151 Sao Paulo - BR
26 1 CE2214 Ceara - BR
27 1 CE1313 Ceara - BR
28 1 CEO0814 Ceara - BR
29 1 CE1414 Ceard - BR
30 1 CE2514 Ceard - BR
31 1 CE1014 Ceara - BR
32 1 84476 Rio de Janeiro - BR
33 1 INI 04/16 Rio de Janeiro - BR
34 2 129H e INI 01/16 Rio de Janeiro - BR
35 2 84502 e 84564 Rio de Janeiro - BR
36 1 13H Rio de Janeiro - BR

Legenda: BR = Brasil, CE = Ceard, INI = Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas,

IPEC = Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas.
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Quando comparamos os indices de diversidade haplotipica nas 4
populacdes estudadas foi observado o mais alto no clado RJ confirmando a
grande diversidade nesta populagcédo, sendo inclusive mais diversa que a
populacdo Nordeste, a qual ja foi previamente analisada e que também
apresentou uma grande diversidade haplotipica (DAMASCENO et al., 2019)
(Tabela 9).

Tabela 9: indices de diversidade haplotipica dos clados RJ, Nordeste, Unknownl e LAMB1

CLADO Numero de Numero de indice de diversidade
Isolados Haplotipos haplotipica (Hd)
RJ 58 46 0,9861
Nordeste 64 36 0,9444
Unknownl 12 11 0,9848
LAmB1 17 9 0,8824

O esquema de analise por MLST também permitiu diferenciar
filogeneticamente duas amostras oriundas de um mesmo paciente natural da
regido Nordeste do pais e diagnosticado no INI, sendo o isolado 04/16
proveniente de uma amostra de escarro e o isolado 05/16 de fragmento de
ganglio obtido por bidpsia e. O isolado 04/16 se agrupou no clado Northeast ao
passo que o isolado 05/16 se agrupou no clado RJ. Além disso, o MLST
também permitiu evidenciar que as amostras que se agruparam nos clados
Northeast e LAmMB1 foram as mesmas que se agruparam na analise genémica
(a ser descrita a seguir), evidenciando uma concordancia entre as duas

metodologias de analise de diversidade genética.

6.4 Andlises filogenbmicas

Para as analises filogenémicas, foram sequenciados 18 genomas dentre
os 50 isolados estudados e sequenciados para a técnica de MLST. Para essa
analise, foi utilizado um genoma (H. mississipiense — NAm1, Cepa Downs) de
referéncia para ao alinhamento inicial. Comparando os genomas dos 18
isolados sequenciados (ACO05, ITO4, RS36, TIO1, INI 03/16, 39439, CO4,
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RPS35, INI 01/16, IPEC 09/12, IPEC 23/11, IPEC 07/12, IPEC 28/11, IPEC
24/11, IPEC 02/14, IPEC 11/12, IPEC 27/11, IPEC 06/12), com os 30 genomas
depositados no GENBANK, foram identificadas 2.011,009 mutages na matriz
final de SNP, na qual, 116.549 possuiam padrfes distintos, 1.470,938 foram
parcimbnia-informativa e 540,071 foram consideradas como singletons
(mutagBes encontradas em um unico individuo).

ApGs a andlise inicial, na qual foi observada a diversidade nucleotidica,
foi gerada uma arvore néo enraizada, a qual claramente demonstra a presenca
de oito clados, da seguinte forma: RJ, Colombia, Northeast Brazil (BR), Africa,
H. capsulatum (Panama), Lam B1, H. ohiensi (Nam 2) e H. mississippiense
(NAm 1).

Os isolados MZ5 da Colémbia e 27/14 parecem ter sua propria trajetoria
evolutiva. Os clados RJ, Colombia, Northeast (BR) e a linhagem MZ5
compartiiham um ancestral comum e estdo limitadas ao continente sul-
americano. Ja o clado LAmBL1 est4 sendo relatado pela primeira vez por meio
de analise filogenbmica e esta intimamente relacionado com a espécies norte-

americanas de Histoplasma: H. ohiense e H. mississippiense (Figura 31).
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Figura 31 — Andlises filogendmicas entre os 18 isolados frente a 30 genomas depositados no
GENBANK evidenciando a existéncia de oito clados (H. mississipiense, H ohiense, LAmMB1,
Panama, Africa, Northeast BR e RJ) além das linhagens colombianas 27_14 e MZ5, onde os
clados Northeast BR, Colombia, RJ e a linhagem MZ5 possuem uma ancestralidade comum.

A singularidade genética da populacdo do RJ também foi confirmada
por dois métodos de analise de estrutura populacional. O método
fastSTRUCTURE (FastSTRC), no qual os valores da verossimilhanca marginal
coletados simularam até dez populagbes (K = 2 a K = 10), sugeriram que o
conjunto de dados possui 5 populacdes principais de Histoplasma, distribuidos
da seguinte forma: (1) Histoplasma suramericanum (clados RJ, Colémbia
Nordeste e linhagem MZ5); (2) H. capsulatum sensu stricto (Panama) e Africa;
(3) LAMB1; (4) H. ohiense e (5) H. mississippiense.

A andlise dos gréficos pelo fastSTRUCTURE demonstra que a
populacdo RJ é composta por linhagens homozigéticas, ao passo que as
linhagens colombianas (MZ5, 21 14 e 3_11) e Nordeste (INI 01/16 e IPEC
09/12) sdo compostas por gendtipos mistos entre RJ e H. capsulatum sensu

stricto (Panama) (Figura 32).
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A ancestralidade individual também foi determinada pelo software
ADMIXTURE e a partir de K = 5, também revelou um padrdo similar em que a
populacdo do RJ permaneceu homozigotica. Como o algoritmo ADMIXTURE
permite a implementacdo de linhagens homozigoéticas, foi explorado a
distribuicdo populacional permitindo que 10 populacbes (K = 10)
representassem os oito clados filogendmicos (Figura 32), assim como as duas
linhagens cripticas MZ5 e 27_14.

A estrutura populacional geral foi mantida e poucos grupos adicionais
foram observados: (1) A populacdo do RJ foi dividida em dois grupos: RJ
ambiental e RJ clinico; (2) A linhagem MZ5, o clado colombiano (21_14 e 3_11)
e Nordeste foram divididos em grupos unicos e (3) H. capsulatum sensu stricto
e Africa também foram divididos em linhagens separadas e (4), a linhagem
criptica 27_14 foi incorporada na populacdo de H. capsulatum sensu stricto
(Figura 32).

Por fim, foi avaliado a distribuicdo genética por meio da Andlise de
Coordenadas Principais (PCA) e cinco agrupamentos distintos foram
destacados com a estrutura populacional similar a analise fastSTRC, utilizando
K = 5. Os clados RJ, Nordeste e H. capsulatum sensu stricto / LAMB1 / Africa
sdo separados do H. mississippiense ao longo do eixo PC1, responsavel por
54% da variacéo total. Por outro lado, PC2 H. ohiense e H. mississippiense sé&o

lanceados pelo eixo PC2 que explica 46% da variacdo total (Figura 33).
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Figura 32 - Estrutura populacional baseada nas andlises filogenémicas. Constatacdo da origem monofilética do clado RJ, além de cinco populacdes
inferidas pelo software FastSTRC, na qual a populacdo RJ possui uma linhagem monofilética e homozig6tica. Na andlise pelo Software Admixture,
também se observa a linhagem monofilética da populagdo RJ, além da evidéncia de uma populacdo de isolados de origem clinica e uma populacéo de
isolados de origem ambiental, caracterizando individuos heterozigotos. Além do agrupamento de isolados da populagdo RJ, observa-se isolados que se
agrupram em outras populacdes, como Northeast (azul) e LAmB1 (vermelho).
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Figura 33 - Distribuicdo genética por meio da analise dos componentes principais. Evidencia de cinco agrupamentos distintos (representados pelas cores
verde, amarela e marrom), no qual as populacdes RJ, Northeast, H.capsulatum+Africa+LAmB1, H. ohiense e H. mississipiense se distribuem de maneira
separada ao longo dos eixos x e y PCl e PC2. Eigenvalues: razdo da importancia explicativa dos fatores em relagcdo as variaveis.
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6.5 Ensaios de Viruléncia

Para a etapa dos ensaios de viruléncia, foram selecionados cinco
isolados de origem clinica, um isolado de cada clado nos quais as amostras
estudadas se agruparam. Os isolados pertencem a diferentes clados gerados
por MLST: INI 01/16 Nordeste, INI 03/16 LAmMB1, 39942 Panama, IPEC 23/11
Unknownl e IPEC 28/11 RJ. Ao realizarmos experimentos de interacdo entre
isolados clinicos e macréfagos (RAW 264.7), observamos diferentes
percentuais de interagdo entre os isolados estudados. O isolado INI 03/16
apresentou aproximadamente 80% de associacdo, enquanto o isolado IPEC
23/11 e a cepa padrdao G217B (ATCC) apresentaram percentuais de
associacdo em torno de 50% cada.

O isolado INI 01/16, apresentou cerca de 20% de taxa de associacéo,
seguido pelo isolado IPEC 28/11, o qual apresentou apenas 10% de
associacdo. O isolado 39942 apresentou menor associacdo com macréfagos.
Dentre os isolados utilizados neste estudo, somente o isolado IPEC 28/11 néo
apresentou significancia estatistica quando comparado com a cepa G217B
(Figura 34).
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Figura 34 - Percentual de associagéo dos isolados estudados com macréfagos da linhagem
RAW 264.7. As células previamente marcadas por NHS-Rodamina foram submetidas a
interacdo com macrofagos respeitando o MOI 1:2. Apos o tempo de 90 minutos os sistemas
foram lavados por 3 vezes com PBS estéril, fixadas e recolhidas para anélise por FACS.
Diferentes percentuais de associa¢cdo foram observados quando comparados com a cepa
padrdo G217B. Os experimentos foram repetidos por trés vezes e as analises estatisticas
foram obtidas pelo método ANOVA. p<0,001 (***).
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Os experimentos de capacidade fungicida apos incubacéo dos isolados
estudados com macrofagos da linhagem RAW 264.7, nos tempos de 2 horas e
24 horas, demonstraram diferentes comportamentos desses isolados apos a
fagocitose. Apos duas horas de fagocitose, todos os isolados apresentaram
uma meédia de 400 unidades formadoras de coldnias, sendo a cepa padrao
(G217B) a que apresentou uma contagem levemente maior. No tempo de duas
horas, o isolado 39942 foi o Unico que apresentou significAncia estatistica
guando comparado com a cepa padrdo G217B (p <0,05).

ApoOs o periodo de 24 horas, observamos uma diminuicdo na contagem
dessas unidades, as quais tiveram seus numeros reduzidos em todos 0s
isolados e nesse tempo de 24 horas, além do isolado 39942, os isolados 01/16
e 23/11 também apresentaram significancia estatistica quando comparadas
com G217B (p <0,05). Ja nas comparacOes entre 0 mesmo isolado nos dois
diferentes tempos, observamos que mais uma vez, apenas o0 isolado 39942
apresentou significancia estatistica (Figura 35).
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Figura 35 - Numero de unidades formadoras de colbnias apés ensaio de fagocitose com
macrofagos da linhagem RAW 264.7. Ensaio realizado respeitando o MOI 1:2
(macrdéfago/levedura). ApOs os periodos de 2 horas e 24 horas, os macrofagos foram lisados e
1x10° leveduras foram plaqueadas em BHI-Sangue 5% e incubados a 37°C por 10 dias.
Diferentes contagens de CFU’s foram observadas nos diferentes tempos quando comparados
com a cepa padrdo G217B. Os experimentos foram repetidos por trés vezes e as analises
estatisticas foram obtidas pelo método ANOVA. p <0,05 (*).
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Subsequentemente, realizamos o ensaio de viruléncia em larvas do
modelo lepidéptero G. mellonella. A melanizagdo das larvas comegou a ser
observada em um periodo de trés horas apés a infeccéo, pelo grupo inoculado
com o isolado IPEC 28/11, o grupo que apresentou a melaniza¢cao mais intensa

entre os grupos estudados (Figura 36).

Figura 36 — Melanizacdo das larvas infectadas. (A) Melanizagdo das larvas do isolado IPEC
28/11, o qual apresentou uma intensa melanizacdo apés trés dias de infeccdo (B) Larvas
inoculadas com o isolado 01/16, apresentando menor grau de melanizagdo ap6s 10 dias de
infec¢do, no entanto, apesar de menor melanizacéo, observa-se larvas mortas (seta vermelha).

Entre os grupos de larvas infectadas com o in6culo fungico de 1x106,
observou-se que nos grupos controles (Sham — nao infectado e PBS) né&o
houve morte apés o periodo de 20 dias. No grupo inoculado com a cepa
padrdo G217B, mais de 20% dos individuos sobreviveram a infeccao apos o
periodo de 20 dias. Dois isolados (IPEC 23/11 e INI 03/16), apresentaram uma
taxa de sobrevivéncia semelhante, préximo a 80% apds o periodo. O isolado
39942 apresentou a terceira mais alta taxa de morte, com um percentual de
sobrevivéncia de 30% e os isolados 01/16 e 28/11 foram responsaveis por
causar a maior taxa de morte entre os isolados, ndo havendo individuos
resistentes a infecgdo apos um periodo de 14 e 17 dias, respectivamente.

Os testes estatisticos demonstram significancia estatistica entre as
curvas de sobrevivéncia pelo teste de Mantel Cox (p <0,0001) e entre os
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isolados que apresentaram as maiores taxas de mortalidade (INI 01/16 e IPEC
28/11), os testes também demonstram significAncia estatistica pelo teste de
Pearson (p < 0,05). (Figura 37).

Sobrevivéncia de G. mellonella apos infecgdo com H. capsulatum
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Figura 37 - Sobrevivéncia de larvas do modelo G. mellonella apés infec¢cdo com H. capsulatum.
Diferentes percentuais de sobrevivéncia de larvas ap6s 20 dias de infec¢cdo com os isolados do
presente estudo, respeitando um inéculo de 1x10%. Os grupos inoculados com PBS e sem
indculo (Sham) néo apresentaram exemplares mortos ap6s o periodo testado. As curvas de
foram mais acentuadas nos isolados 01/16 e 28/11, os quais apresentam entre si, significAncia
estatistica (p= 0,05), sendo a andlise global, também estatisticamente significativa pelo teste de
Mantel Cox (p<0,001).

6.6 Microscopia de Fluorescéncia

Todos os isolados apresentaram intensidade de fluorescéncia para todos
os fluorocromos utilizados, no entanto, observamos diferentes perfis de ligacéo
das lectinas a parede celular dos isolados estudados nessa etapa. Na ligacao
com Dectinal-Fc, que reconhece e interage com [(-1,3-glucanas, observamos
uma maior intensidade de fluorescéncia no isolado INI 01/16.

O isolado 39942 apresentou mais alta intensidade de fluorescéncia com
ConA Os isolados INI 03/16, INI 23/11 e INI 28/11 apresentaram intensidade de
fluorescéncia semelhante tanto com Dectinal-Fc, quanto com ConA e Uvitex2B
(Figura 38A). As analises estatisticas demonstram significAncia quando os
dados foram analisados pelo método de ANOVA (p <0,05) (Figura 38B).
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Figura 38 — (A) Microscopia de fluorescéncia evidenciando o perfil de ligacdo de Dectina 1-Fc,
ConA e Uvitex2B dos isolados INI 01/16, INI 03/16, 39942, INI 23/11 e INI 28/11 e (B)
Intensidade de fluorescéncia dos isolaodos marcados com lectinas e seus respectivos
fluorocromos: INI 01/16 (verde), INI 03/16 (vermelho), 39942 (azul), INI 23/11 (lilas) e INI 28/11
(amarelo), lectinas conjugadas com seus respectivos fluoréforos.
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7 ASSOCIACAO DOS DADOS

Correlacionando todos os dados obtidos em nosso estudo dos 50
isolados, ndo observamos relacdo entre os métodos realizados e respectivas
respostas obtidas. Entretanto, todas as amostras provenientes de solo foram
classificadas dentro da espécie filogenética RJ, e todos foram MAT1-1.
Observamos isolados de histoplasmose disseminada em todas as espécies
filogenéticas baseadas no MLST, assim como os dois tipos de mating type
também relacionados nas diferentes espécies e em casos de histoplasmose

disseminada (Tabela 10).
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Tabela 10 — Correlacdo dos resultados dos 50 isolados estudados quanto a fonte, forma
clinica, isolamento, mating type e espécie filogenética

. Forma Isolamento Mating Espécie
Isolado Fonte/Espécime Clinica Type Filogenética
AC 05 Solo NA Niteroi 1.1 RJ

EP 02 Solo NA Itaipava 1.1 RJ

IGS 4/5 Solo NA Ilha Grande 1.1 RJ

RPS 35 Solo NA Rio da Prata 1.1 RJ

RPS 51 Solo NA Rio da Prata 1.1 RJ

T1 05 Solo NA Tingua 1.1 RJ

IPEC 02/13 Hemocultura NA Rio de Janeiro 1.1 RJ

IPEC 07/12 Bi6psia de linfonodo NA Rio de Janeiro 1.2 RJ

84502 Hemocultura Disseminada Rio de Janeiro 1.1 Nordeste

129H Hemocultura Disseminada Rio de Janeiro 1.2 Nordeste

11354 Hemocultura Disseminada Rio de Janeiro 1.1 Unknownl

3612 Biopsia de pulmdo Disseminada Rio de Janeiro 1.1 RJ

39439 Aspirado MO Disseminada Rio de Janeiro 1.1 RJ

6503 Biopsia de ganglio Disseminada Rio de Janeiro 1.1 RJ

18H Hemocultura Disseminada Rio de Janeiro 1.1 RJ

INI 01/16 Aspirado MO Disseminada  Rio de Janeiro 1.2 Nordeste

INI 03/16 Aspirado MO Disseminada Rio de Janeiro 1.1 LAmB1

INI 05/16 Fragmento ganglio Disseminada Rio de Janeiro 1 RJ

INI 07/16 Aspirado MO Disseminada Rio de Janeiro 1.2 Unknownl

IPEC 01/13 Hemocultura Disseminada Rio de Janeiro 1.2 RJ

IPEC 04/12 Aspirado MO Disseminada  Rio de Janeiro 1.2 RJ

IPEC 06/12 Aspirado MO Disseminada  Rio de Janeiro 1.1 RJ

IPEC 11/12 Bi6psia de pele Disseminada Rio de Janeiro 1.1

PEC2311  LBA ' Disseminada RiodeJaneio 12  Unknowni

IPEC 24/11 Hemocultura Disseminada Rio de Janeiro 1.2 RJ

IPEC 27/11 Swab de orofaringe Disseminada Rio de Janeiro 1.2 RJ

Legenda; AC = Aldeia Curimim, INI = Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas. IPEC
Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas, MO = Medula 6ssea, LBA = Lavado
broncoalveolar, NA = Nao avaliado, ND = Nao disponivel, HPC = histoplasmose pulmonar
crdnica, RJ = Rio de Janeiro.
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8 DISCUSSAO

A histoplasmose tem sido reportada em pelo menos 60 paises, e 0
aumento de casos de aids tem aumentado a frequéncia desta infeccéo fungica
em diversas regides do globo terrestre (NACHER et al., 2013; ZANCOPE-
OLIVEIRA et al., 2019). Acredita-se que a histoplasmose seja altamente
endémica no estado do Rio de Janeiro, sendo o estado que historicamente
apresentou um dos maiores indices de positividade no teste da histoplasmina
entre os dados disponiveis na literatura (WANKE, 1985), além de possuir o
maior indice de isolamento de H. capsulatum do solo (ALMEIDA et al., 2019).

O diagnostico da histoplasmose é proporcionalmente mais frequente em
homens, sendo uma propor¢do de aproximadamente 5:1 (homem/mulher) no
Brasil (ALMEIDA et al., 2019). Esses dados estdo relacionados a maior
prevaléncia de HIV na populacdo masculina do Brasil (DAMASCENO et al.,
2013).

Em nosso estudo, foram observados resultados bem semelhantes aos
encontrados na literatura especializada. Entre os 34 H. capsulatum isolados de
origem humana foi encontrada a proporgéo de 3,25 homens para cada mulher,
0 que corrobora um recente estudo que demonstra por meio de revisdo
sistematica que no Brasil, que entre 207 artigos analisados, com um total de
3.530 pacientes envolvidos, 78,3% eram homens, totalizando uma proporcéo
de 4 homens para cada mulher (ALMEIDA et al., 2019).

Outro dado que corrobora os dados ja descritos, é referente ao
isolamento de H. capsulatum em pacientes portadores de HIV. Em nosso
estudo, entre os 34 isolados oriundos de pacientes, 12 isolados foram obtidos
de aspirado de medula 6ssea, sete de hemocultura e seis de biopsia de pele,
sendo um total de 25 amostras isoladas dos espécimes clinicos que a literatura
cita como sendo os mais frequentemente utilizados e que apresentam o0s
melhores rendimentos para isolamento de H. capsulatum em paciente
imunocomprometidos (ALMEIDA et al., 2019).

No que se refere aos aspectos morfolégicos de H. capsulatum em
cultivo, como a textura e coloracdo da cultura, descreve-se na literatura, que
estas caracteristicas fenotipicas poderiam estar potencialmente associadas a

viruléncia de isolados. Na década de 70 H. capsulatum foi dividido em dois
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tipos: albino (A) e brown (B), os quais séo relacionados sendo menos e mais
virulentos, respectivamente (TEWARI; BERKHOUT, 1972). Este mesmo estudo
descreveu as caracteristicas morfologicas do tipo albino como sendo formado
por colbnias brancas, de aspecto cotonoso, compostas por hifas hialinas, com
poucos macroconidios e com muitos macroconidios. Ja o tipo brown, é descrito
como sendo formado por colénias de coloragdo variando de castanho a
marrom, pulverulentas, com hifas de coloragdo mais escura, abundancia de
macroconidios e microconidios. Os autores descreveram que o tipo brown,
utilizado no estudo, causou maior taxa de mortalidade em camundongos
infectados com os dois tipos, e também foram 0s que apresentaram também
maior resisténcia a antifangicos (TEWARI; BERKHOUT, 1972).

Embora na literatura exista a sugestdo de que os dois fenbmenos podem
ocorrer de igual maneira, ou seja, tanto o tipo albino quanto o brown possuem
potencial patogénico, esses campos ainda podem ser muito explorados, uma
vez que os estudos que abordaram esse tema, majoritariamente se restringem
ao inicio dos anos 70 (TEWARI; BERLHOUT, 1972).

Dessa forma, sugere-se que estudos de associacdo dos caracteres
fenotipicos e viruléncia das cepas deveriam ser desenvolvidos para que haja
uma compreensdao maior da biologia e fisiologia de H. capsulatum, uma vez
que, embora os dois tipos parecam ter potencial patogénico semelhante,
observamos que os isolados pertencentes ao tipo brown convertem de maneira
mais rapida para a fase leveduriforme, ao passo que os isolados pertencentes
ao tipo albino, em contrapartida, precisam frequentemente de ao menos trés
passagens para que haja conversao.

Apesar do escasso numero de trabalhos com esse tema, um estudo
recente do nosso grupo, demonstrou que as diferencas fenotipicas, tais como,
textura, cor e micromorfologias de H. capsulatum n&o puderam ser associados
as manifestacdes clinicas da histoplasmose. Nossos dados corroboram estes
achados. Também foi demonstrado infeccdo dupla por H. capsulatum em um
dos nossos pacientes, dados similares aos observados por Damasceno e
colaboradores em 2019, onde cepas do tipo albino e brown foram isoladas do
mesmo paciente demonstrando novamente a grande plasticidade fenotipica

desta espécie fungica.
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Dado que merece atencéo no presente estudo, foi a incluséo de isolados
oriundos de fontes ambientais (22%), uma vez que poucos estudos no Brasil, a
maioria provenientes do nosso grupo de pesquisa, 0Ss quais buscaram
demonstrar a presengca de H. capsulatum em solo de possiveis regides
endémicas concomitantes de leishmaniose e histoplasmose, avaliar seu
gendtipo e fendtipo e comparar com amostras oriundas de outras procedéncias
geograficas.

Recente publicacdo demonstra que H. capsulatum possui tropismo por
algumas caracteristicas fisico-quimicas do solo, sugerindo que as melhores
condicBes para o desenvolvimento de H. capsulatum em seu nicho ecolégico
natural sdo as que possuem uma distancia euclidiana de 0 a 222 metros a
partir de uma fonte de dgua, com mais de 20% de area coberta com vegetacao
e um pH variando de 7.2 a 7.6 (MAIGA et al., 2018).

Os isolados ambientais abordados no presente estudo, sao
provenientes de fontes ambientais com as condi¢cdes propostas por Maiga e
colaboradores (2018). Duas dessas amostras sdo de Petrépolis, duas séao de
Tingud, trés de Rio da Prata, duas de Niteréi e duas de llha Grande, regides
que possuem grande parte do territorio coberto por vegetacdo, temperatura
média de 13°C a 23°C, pluviosidade de 1.500 a 2.600mm. Além disso, a
Reserva Bioldgica do Tingud, localizada majoritariamente em Nova lguacu,
municipio da Baixada Fluminense, abriga aproximadamente 0,6% do territorio
estadual, sendo a maior Reserva Bioldgica de Mata Atlantica, com solo com pH
variando de 6.9 a 7.4 (MMA/IBAMA, 2006).

Dessa maneira observa-se uma relacdo de H. capsulatum com fatores
abibticos (solo, pH, umidade), os quais, em determinados niveis e
concentracdes, podem favorecer o seu desenvolvimento em ambiente natural.
Os morcegos sdo um dos principais carreadores de H. capsulatum em
natureza, os quais podem, apos inalacdo e infeccéo, liberar através do seu
trato gastrointestinal propagulos viaveis, fazendo com que H. capsulatum possa
assim colonizar um novo ambiente favoravel ao seu desenvolvimento (HOFF;
BIGLER, 1981).

Esses ambientes colonizados por H. capsulatum podem formar um tipo
de cadeia ciclica, pois H. capsulatum e morcegos, podem por vezes coexistir,

assim, os morcegos podem favorecer o desenvolvimento de H. capsulatum por



132

meio da eliminacdo de excretas as quais também favorecem o crescimento do
fungo no meio ambiente, por providenciarem um ambiente rico em matéria
organica, fundamental para o ciclo de vida de H. capsulatum no solo, além de
potencialmente se infectarem com H. capsulatum j& presente no ambiente e
assim disseminar H. capsulatum para outros ambientes, uma vez que as
caracteristicas fisico-quimicas do trato intestinal desses mamiferos séo as
mesmas dos ambientes nos quais H. capsulatum apresenta melhor
desenvolvimento (ULLOA et al., 2006).

Duas das regifes das quais os isolados ambientais sdo oriundos, a
regido de Ilha Grande, assim como a regido serrana do Rio de Janeiro, s&o
regides conhecidamente povoadas por morcegos (ESBERARD et al., 2006).
Também se associa que grande parte do territorio coberto por arvores e
cavernas, como a regidao de llha Grande, facilmente pode contribuir para
surgimento de surtos epidémicos, uma vez que essas areas sao frequentadas
sem a devida precaucao (ALLOCATI et al., 2016).

Deve-se também, notoriamente, monitorar a presenca de morcegos em
tais regides, uma vez que esses animais sdo extremamente importantes na
cadeia epidemiolégica e na emergéncia/reemergéncia de diversas doencas
infecciosas, entre elas a histoplasmose (ALLOCATI et al., 2016)

Recentemente foi descrito na regido sudeste do Brasil, a coinfeccao
entre H. capsulatum e virus da raiva em morcegos (MENOZZI et al., 2019) e no
Rio de Janeiro tem aumentado o nimero de casos de raiva em animais
domésticos, transmitida por morcegos hematéfagos e ndo hematofagos, o que
levanta um alerta para o ciclo silvestre da doenca (SOUZA et al., 2014).

Um fator importante que pode contribuir para a emergéncia de
patégenos silvestres em ambiente urbano € a fragmentacdo do seu habitat
natural, dessa maneira, a emergéncia tanto de casos de raiva, quanto de casos
de histoplasmose, pode estar ligada com o aumento do desmatamento no Rio
de Janeiro (COSTA et al., 2019).

Dessa forma, pode-se sugerir que os locais dos quais H. capsulatum foi
isolado sejam realmente nichos ecoldgicos deste patdogeno, pois sdo regides
gue apresentam caracteristicas fisico-quimicas muito semelhantes as descritas

no territério americano (MAIGA et al., 2018).
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A espécie H. capsulatum (forma assexuada anamorfa) € um organismo
eucariota hapléide e possui um sistema de reproducdo sexuada do tipo
heterotalico onde micélio com hifas ndo diferenciadas sdo associadas a uma
determinada compatibilidade sexual ou Mating Types (MAT1-1/MAT1-2 l6cus).

Em diversos modelos microbianos tem-se tentado demonstrar a
correlacdo entre os diferentes mating types e um determinado perfil de
viruléncia. Em fitopatdgenos, saprébios de solo, como Curvularia lunata,
estudos demonstram ndo haver correlacdo entre os mating types | e Il com o
perfil de viruléncia e origem geografica de isolados chineses (ZHANG et al.,
2019).

Em outros modelos fangicos, também houve uma tentativa de se
evidenciar essa hip6tese, onde em um estudo utilizou 20 isolados de
Aspergillus fumigatus, divididos em dois grupos (ambiental e clinico), sendo, no
grupo ambiental, trés isolados mating type 1.1 e sete isolados do tipo 1.2, e no
grupo clinico cinco isolados de cada mating type.

Todos os isolados foram inoculados em larvas do modelo G. mellonella e
foi observado que os isolados do tipo MAT1-1, mataram as larvas mais
rapidamente, quando comparadas com os isolados do tipo 1.2 (CHEEMA,;
CHRISTIANS, 2011). Aliado a isso, estudos prévios ja haviam demonstrado
que a proporcao de isolados do tipo 1.1 foi muito maior em casos de
aspergilose invasiva do que entre isolados de outras fontes (ALVAREZ-PEREZ
et al., 2010).

Associacbes entre mating types e viruléncia também ja foram
evidenciadas em C. neoformans e os dados demonstram que os padrdes de
viruléncia, além da diferenca de mating type, podem estar associados a um
perfil genético (KWON-CHUNG; EDMAN; WICKES, 1992; NIELSEN et al.,
2005). Em isolados de C. neoformans sorotipo D, que diferem apenas o0 mating
type, observou-se diferentes perfis de viruléncia em modelo murino (KWON-
CHUNG; EDMAN; WICKES, 1992), ao passo que em isolados congénicos de
C. neoformans do sorotipo A (C. grubii), ndo foram observadas tais
associacoes (NIELSEN et al., 2003). Estudos posteriores também sugerem que
regides gendmicas fora do lécus de mating type contribuem para diferentes
perfis de viruléncia entre as células a e a de C. neoformans (NIELSEN et al.,
2005).
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Em H. capsulatum, historicamente o mating type 1-1 (MAT1-1), foi
durante muito tempo sugerido na literatura como sendo o idiomorfo mais
virulento de H. capsulatum, uma vez que esse idiomorfo, proporcionalmente
era muito mais encontrado em amostras clinicas, sendo uma propor¢éao de 7:1
em estudos pioneiros (KWON-CHUNG; WEEKS; LARSH, 1974). Em achados
mais recentes, o0s resultados quanto a proporcdo dos dois tipos de
compatibilidade sexual em isolados de Histoplasma africa (anteriormente
Histoplasma duboisii), demonstram uma propor¢ao inversa, com maior
predominio de mating type 1-2 (MAT1-2) em isolados de origem clinica
(VALERO et al., 2018).

Além da sugestédo de que um tipo de compatibilidade sexual pudesse ser
mais virulento que o outro, embora existam apenas dois tipos, na literatura,
acredita-se que esses tipos de compatibilidade sexual também possam servir
como marcadores de origem geogréfica.

Estudos comparando os tipos de compatibilidade sexual entre isolados
de origem brasileira e mexicana, sendo 14 isolados de cada pais, observaram
a existéncia dos dois tipos entre o0s isolados mexicanos ao passo que entre 0s
isolados de origem brasileira, houve apenas a deteccdo de MAT1-1 sugerindo
que no Brasil ndo existia o tipo MAT1-2 (RODRIGUEZ-ARELLANES et al.,
2013). Estes dados foram totalmente descartados ap6s a ampliacdo deste tipo
de andlise em isolados brasileiro, ja que tanto em isolados no estado do Rio de
Janeiro, bem como no Ceard, existem os dois tipos de compatibilidade sexual
entre isolados de origem humana (ALMEIDA-SILVA et al., 2018, DAMASCENO
et al., 2019). Entretanto, nas nossas amostras autoctones de ambiental (solo),
houve a predominéncia do tipo MAT1-1 (ALMEIDA-SILVA et al., 2018).

Contradizendo todas as sugestfes que até entdo existem na literatura,
estudos antigos ja haviam demonstrado a existéncia de diferencas
significativas no potencial de viruléncia dos dois tipos de mating types de H.
capsulatum quando avaliados em modelo de infecgdo murino (CAMPBELL;
BERLINER, 1973; KWON-CHUNG, 1981). Os nossos achados corroboram os
dados que sugerem nao haver diferencas entre patogenicidade dos MAT1-1 e
MAT1-2.

Na analise geral, observamos uma proporcdo de 1,6 isolados do tipo

MAT1-1 para cada isolado do tipo MAT1-2. Entre os isolados de origem
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humana, observamos uma proporgcédo proxima de 1:1 e esses dados foram
semelhantes aos resultados obtidos por Valero e colaboradores (2018) onde
foram observados uma proporcdo exatamente igual & do presente estudo entre
isolados de origem clinica, sendo MAT1-1 entre isolados de H. capsulatum e
3:1 entre isolados H. duboisii com predominio do tipo MAT1-2.

Dessa maneira fica evidente o potencial patogénico dos dois tipos de
compatibilidade sexual e diferentemente do que se acreditava, sugere-se que
nao haja diferencas quanto ao perfil de viruléncia de tais isolados. No entanto,
um fator limitante para o prosseguimento dos estudos com mating type, é o fato
da dificil manipulacéo in vitro para este fim, uma vez que rapidamente existe a
perda da fertilidade (KWON-CHUNG; WEEKS. LARSH, 1974). Para suprir tal
limitacdo, deve-se adotar estratégias moleculares para determinacao dos tipos
de compatibilidade sexual, por serem metodologias de facil manuseio e
oferecerem resultados mais rapidos e precisos.

Embora tenhamos observado uma proporcdo de MATI1-1 entre 0s
mating types dos isolados de origem ambiental, dados da literatura, ja
demonstraram essa mesma relacdo (GAUR; LICHTWARDT, 1980), no entanto
nossa amostragem é muito pequena para que realmente possamos afirmar
concretamente que isolados autéctones sdo do tipo MAT1-1. Com isso,
investigacbes mais aprimoradas, com a finalidade de ampliar o niumero de
isolados de origem ambiental e coletar mais informacg6es quanto a distribuicéo
dos tipos de compatibilidade sexual de H. capsulatum em ambiente natural
seria de grande valor para uma melhor compreensao desse fenémeno.

O advento das técnicas moleculares aplicadas ao estudo evolucionario
dos fungos, tem permitido avancos na classificacdo filogenética de H.
capsulatum e suportam a alta diversidade deste fungo dimérfico (VITE-GARIN
et al, 2014).

A técnica de MLST é uma técnica robusta, desenvolvida em 1998 para a
caracterizagdo molecular de isolados de Neisseria meningitidis (MAIDEN et al.,
1998). Dentre as muitas vantagens dessa técnica, assim como a maioria das
ferramentas moleculares, o MLST permite diagnosticar alteracbes genéticas
que n&o sdo aparentes a nivel fenotipico (BELEN; PAVON; MAIDEN, 2009).

Em Helicobacter pylori, apés anélise de 370 isolados de origem humana

de 27 regibes geograficas distintas, a técnica de MLST permitiu demonstrar
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que os padrdes de migracdo fora do continente africano poderiam explicar a
distribuicdo de H. pylori (FALUSH et al., 2003).

De igual maneira, estudos em H. capsulatum ja sugeriram que pelo grau
de similaridade genética, H. farciminosum ndo seria uma espécie distinta
adaptada a equinos e que a infec¢cdo causada nesses animais, seria causada
por H. capsulatum presumivelmente adquirido ha América do Sul, transportada
para o Velho Mundo em um animal infectado e la se espalhou de animal para
animal por contato com a pele (KASUGA; TAYLOR; WHITE, 1999).

Em H. capsulatum essa técnica é aplicada em diversos estudos
filogenéticos (KASUGA et al., 2003, MUNIZ et al., 2010, VITE-GARIN et al,
2014, TEIXEIRA et al., 2016, DAMASCENO et al.,, 2019), os quais ja
permitiram determinar um alto grau diversidade genética entre isolados de
diversas partes do mundo, sendo descritos inicialmente oito clados
filogenéticos, altamente relacionados com diferentes regides do globo terrestre
(KASUGA et al., 2003). Posteriormente, em estudo realizado por nosso grupo,
foi demonstrado que amostras brasileiras se agrupavam em trés clados
filogenéticos (MUNIZ et al., 2010).

Estudos mais recentes, reanalisando as 234 sequéncias depositadas no
GenBank, utilizando softwares mais robustos, demonstrou a presenca de ao
menos 17 espécies filogenéticas ao redor do mundo (TEIXEIRA et al., 2016),
incluindo uma populacao restrita ao estado do Rio de Janeiro, corroborando
dados demonstrados anteriormente de uma populacdo autéctone (MUNIZ et
al.,, 2010). Os autores ainda sugerem que o isolamento genético de H.
capsulatum pode ser resultado do potencial de dispersao diferencial, exercido
por morcegos e outros mamiferos (TEIXEIRA et al., 2016).

Estudos pioneiros, conduzidos pelo nosso grupo, ja haviam demonstrado
a diversidade genética de H. capsulatum isolados no estado do Rio de Janeiro,
sendo possivel observar que os isolados do Rio de Janeiro, quando
comparados com isolados dos Estados Unidos, apresentavam menos de 70%
de similaridade, ao passo que isolados tanto de solo quanto de animais,
isolados de mesma area geografica, possuiam 100% de similaridade,
sugerindo assim que micro nichos ambientais pudessem servir como fonte de

infeccéo para as populacdes humana e animal (MUNIZ et al., 2001).
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Nossos resultados demonstram mais uma vez a diversidade genética de
H. capsulatum isolados de fontes ambientais e a formacdo de um clado (clado
[I) com a maioria dos isolados de solos, corroborando a natureza autdctone
dos isolados de solo do estado do Rio de Janeiro.

Ao confrontar os resultados obtidos das amostras do presente estudo
com sequencias depositadas no GENBANK, observamos que alguns dos
nossos isolados (20231, 36GAL, 23/11, 11354, 07/16, 03/16, 11/12, 02/16,
39942, 09/12, 04/16, 129H, 01/16, 84502, 84564 e 13H), tém suas sequencias
se agrupando com outros clados filogenéticos, principalmente no clados recém
descritos, como Nordeste, LamB1 e Unknownl (TEIXEIRA et al., 2016).

Com isso, mais uma vez sugerimos a hipétese que morcegos estejam
envolvidos na dispersao de H. capsulatum pela América Latina, principalmente
no caso da espécie Tadarida brasiliensis, considerada como morcegos
migratérios de longa distancia, os quais exercem suas rotas principalmente
pela Argentina, Brasil e México (GONZALEZ-GONZALEZ et al., 2012), fato
esse que poderia estar associado a deteccdo de isolados do clado LAmB1
entre as nossas amostras, uma vez que esse clado é majoritariamente
composto por isolados argentinos (TEIXEIRA et al., 2016).

Com relacdo aos isolados que se agruparam no clado Nordeste,
hipéteses semelhantes podem ser levantadas, uma vez que espécies de
morcegos como Molossus molossus também realizam rotas migratérias entre
estados das regides sudeste e nordeste (BARROS; 2014).

Outro fato importante, é que o Rio de Janeiro, € conhecido como um dos
principais destinos de nordestinos em busca de melhores condicbes de vida, o
gue acontece historicamente desde a época do éxodo rural, entre 1940 e 1950,
em funcdo da economia cafeeira, que ocorreu por volta de 1930 (RUA; 2005).

Tais fatos podem corroborar duas hipéteses possivelmente ocorrendo de
maneira bem acentuada no Rio de Janeiro: a primeira é de que possa haver
um intenso fluxo génico, orquestrado por morcegos de diferentes espécies, os
quais podem carrear consigo isolados de H. capsulatum de populacdes
diferentes da populacao autdctone do Rio de Janeiro, ocasionando assim, uma
possivel recombinagcdo em natureza e uma potencial emergéncia de uma

populacdo mais virulenta.
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A segunda hipétese, relacionada com a migracdo de nordestinos para o
Rio de Janeiro, pode estar atrelada com a suspeita de que os pacientes dos
quais essas amostras de H. capsulatum foram isoladas, ndo tenham se
infectado no Rio de Janeiro, sendo possivelmente uma reativacdo endogena,
induzida por algum tipo de imunocomprometimento, como tem sido descrito em
histoplasmose (FERNANDES et al., 2018).

Outro fator importante que demonstra a singularidade genética de H.
capsulatum, populacdo RJ, pode estar diretamente ligado a variabilidade
genética encontrada nos nossos isolados. Em 1999, foi descrito que em H.
capsulatum os introns foram mais variaveis que os éxons em todos os quatro
genes que compdem o MLST na populacdo estudada (KASUGA; TAYLOR;
WHITE, 1999). Nos nossos isolados observamos mutacdes nos introns,
entretanto os éxons foram mais variaveis nos genes ole e tub, sugerindo que o
posicionamento dessas mutagfes, quando comparados com isolados que
possuem as mutagcdes nas regides intronicas, possam ter distanciado nosso
clado dos demais.

Esses dados corroboram o fato de que a maior diversidade haplotipica
tenha sido encontrada no Rio de Janeiro, demonstrando mais uma vez uma
maior diversidade quando comparado com outros clados filogenéticos. Os
isolados oriundos da América Latina, mais precisamente o antigo clado LAm A,
ja haviam sido descritos como 0s que apresentavam a maior diversidade
genética (KASUGA et al., 2003), sendo esse clado composto por amostras
oriundos do Brasil, 0 que poderia ter influenciado para essa descricdo, uma vez
gue as analises isoladas do presente estudo demonstram quéo diversas as
mesmas sdo, e embora no periodo dessa descricdo, as presentes amostras
ainda nao tivessem sido analisadas, amostras de mesma procedéncia
geografica ja haviam sido.

Embora o MLST tenha sido descrito recentemente como uma “fotografia”
do que pode acontecer nas analises gendmicas (SEPULVEDA et al., 2017),
nossos dados confrontam essa hipotese e demonstram 0 quanto essa
ferramenta ainda pode trazer dados importantes e confiaveis na filogenia global
de H. capsulatum.

As andlises gendmicas abordadas no presente trabalho foram realizadas

em 18 isolados, com intencdo de comparacado com o perfil genético do isolado
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de origem colombiana, o qual foi descrito recentemente como espécie H.
suramericanum, além de outras quatro linhagens (SEPULVEDA et al., 2017).

Os nossos dados gendmicos mostram que ao menos cinco populagdes
foram encontradas nas analises de 18 genomas sequenciados por nés e, nos
outros 30 genomas depositados no GenBank: RJ, Northeast, H. capsulatum
sensu stricto (Panama), LAm B e NAm, que englobam H. ohiense e H.
mississippiense. Nossos achados por analise filogenbmicas foram 94,4%
concordantes com os resultados obtidos pelo MLST, demonstrando a robustez
do dltimo ensaio.

A recente populacao descrita como H. suramericanum (SEPULVEDA et
al., 2017) ndo deveria ser utilizada como representante de H. capsulatum
provenientes da América do Sul, ja que é alta a diversidade populacional
encontrada na Ameérica Latina. Em nossos estudos além da populacdo RJ,
também evidenciamos uma populacdo proveniente da regido nordeste do
Brasil, previamente demonstrada por MLST (DAMASCENO et al., 2019) a qual
foi nomeada como populacdo Nordeste (Northeast).

Estudos genbmicos tém demonstrado uma significante melhoria na
capacidade de determinar os limites das espécies, principalmente as que
fazem parte da ordem Onygenales (WHISTON; TAYLOR, 2014).

Mais recentemente, um novo estudo sugeriu que a implementacdo de
analises genbmicas, apesar de ser usada com cautela em estudos
taxondmicos, é necessaria, aliada a aumento do investimento em estudos para
entender o significado dessas relagcdes evolutivas, para melhorar rapidamente
o diagndstico, ajudar a identificar mecanismos de resisténcia a antifungicos e
entender a adaptacao ao hospedeiro humano e patogénese.

Apesar dos grandes avancos na analise filogenética comparativa, resta
muito trabalho a ser feito para melhor entender o significado funcional da
evolucdo, que permitirA entender a infeccdo em mamiferos e humanos,
entender a hibridizacdo e o papel da introgresséo entre espécies (VAN DYKE;
TEIXEIRA; BARKER, 2019).

Outro estudo demonstra que alteracbes na capacidade de aquisicao de
nutrientes ocorreram em Onygenaceae e Ajellomycetaceae e sustentaram o0s
fungos pertencentes como patdégenos, se adaptando de maneira eficaz ao
hospedeiro humano (MUNOZ et al., 2018).
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A identificacdo e delimitacdo de espécies em fungos impulsionaram a
pesquisa para identificar alteragcbes morfolégicas, estratégias de viruléncia e
suscetibilidade a medicamentos que ndo eram inicialmente aparentes, tanto em
espécies do género Coccidioides (FISHER et al., 2002), como em espécies do
género Paracoccidioides (TURISSINI et al., 2017).

Mais especificamente, em H. capsulatum foi demonstrado que a
especiacao fungica poderia influenciar em implicagdes no campo da saude. Foi
demonstrado que a espécie H. mississipiense € menos virulenta, mas
apresenta maior resisténcia aos farmacos frequentemente utilizados
(GOUGHENOUR; BALADA-LLASAT; RAPPLEYE, 2015), além de ser a Unica a
demonstrar atividade proteolitica (ZARNOWSKI et al., 2007).

A analise da ancestralidade nos isolados estudados através de algoritmo
ADMIXTURE, dividiu os isolados pertencentes a populagdo RJ sendo um
gendtipo de isolados de origem ambiental e um de amostras clinicas. Esses
resultados sugerem que os isolados de origem clinica, por terem que sofrer
dimorfismo para a ocorréncia do parasitismo, adotaram um mecanismo de
sobrevivéncia, possivelmente com alteracdo genética, ap0s a passagem em
hospedeiro vertebrado, mecanismo esse que ndo é necessario ao H.
capsulatum em seu ambiente natural, o solo.

Esta hipotese pode também ser corroborada pelos resultados obtidos
nas analises fenotipicas, onde todos os isolados do solo pertencem ao tipo
albino, possuem menor quantidade de propagulos infectantes, e foram mais
dificeis de converter para a fase leveduriforme, necessitando de ao menos trés
repiques coloniais para que houvesse total conversao.

Embora ja tenha sido descrito que os dois tipos morfolégicos tém podem
apresentar diferente potencial patogénico (DAMASCENO et al., 2019) pode ser
que realmente a variabilidade genética esteja ligada a aspectos morfologicos e
de viruléncia. Entretanto, estudos sdo necessarios para confirmacdo desta
hipétese.

Outro importante fator que pode estar associado a deteccdo de
diferentes populacdes no Brasil, populacbes Nordeste e RJ, podem ser os
biomas dos quais as mesmas foram isoladas. Sabe-se que fatores ambientais

e climaticos podem estar ligados a emergéncia de diversos patdégenos, tidos
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inclusive como intrinsicamente resistentes a diversos antifiungicos, como a
Candida auris (CASADEVALL; KONTOYIANNIS; ROBERT, 2019).

A populacdo Nordeste e a populacdo RJ estéo inseridas na Caatinga,
um bioma semiarido exclusivamente brasileiro, e na Mata Atlantica, com clima
predominantemente tropical umido, respectivamente e esse biomas ja foram
caracterizados como influenciadores de especiacdo em diferentes organismos
de arquitetura eucariotica, como plantas (GARCIA et al.,, 2011), aves
(BATALHA-FILHO et al., 2019) e mamiferos (GONCALVES et al., 2016). Com
isso, além de todo mecanismo de dispersdo ja conhecido, é possivel que
alteracbes ambientais também tenham influenciado a especiacdo de H.
capsulatum, uma vez que em ambos 0s casos, o territério nacional possui uma
das maiores diversidades ambientais no mundo.

Em diversos modelos fangicos tem sido descrito que a sobrevivéncia
apos a ingestdo por macrofagos, depende da expressao de alguns fatores de
viruléncia, como em C. neorformans que depende da expressédo da capsula e
de melanina (STEENBERGEN; SHUMAN; CASADEVALL, 2001).

A interacdo de H. capsulatum com macréfagos e a capacidade de
sobreviver e replicar dentro dos macrofagos alveolares sado decisivas para o
desenvolvimento da disseminagcdo no tecido hospedeiro (PITANGUI et al.,
2016). Em H. capsulatum ja foi demonstrado que as leveduras desse patdégeno
curiosamente possuem capacidade de sobreviver ap0s o0 contato com
macréfagos (PORTA; MARESCA,; 2000).

Diversos mecanismos de evasdo do sistema imune ja foram descritos
em H. capsulatum, sendo a expressao de a-(1-3)-glucana o que mais pode
interferir nesse tipo de interacdo (MIHU; NOSANCHUK; 2012) e mais
recentemente foi descrito que colesterol também participa na diminuicdo do
reconhecimento de H. capsulatum por células fagociticas (GUIMARAES et al.,
2019).

Os nossos achados demonstram diferentes perfis de associacdo com
células fagociticas, sendo o isolado pertencente a espécie filogenética LAm Bl
a que menos apresentou associacao. Nossos ensaios ndo determinaram o tipo
de fenbmeno que pudesse estar influenciando nesse reconhecimento, no
entanto, sugere-se uma possivel presenga de a-(1-3)-glucana na parede celular

deste isolado.
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Os componentes da parede celular de diferentes espécies filogenéticas
ja foram avaliados, entretanto somente trés isolados foram estudados
(HOLBROOK; RAPPLEYE; 2008). Dessa forma, com a deteccdo de diversas
outras espécies filogenéticas, estudos com a finalidade de atualizar esse tipo
de informacédo se fazem necessarios, o que poderia ajudar a elucidar os
diferentes perfis de associagdo com macrofagos observados em nosso estudo.

Observando o perfil de sobrevivéncia desses isolados apds a interacdo
com macrofagos, também foram evidenciadas diferentes contagens de CFU'’s,
o que podemos inferir como diferentes perfis de viruléncia entre as espécies
filogenéticas testadas. A CBP é uma proteina ligante de célcio que quando
expressa, facilita a sobrevivéncia de H. capsulatum dentro de macréfagos
(HOLBROOK; RAPPLEYE; 2008).

Nossos isolados apresentaram diferentes perfis de resisténcia a
atividade fungicida dos macréfagos, e além da expressao de CBP ser uma
hipotese viavel, pode-se também sugerir que esses isolados possuam
diferentes niveis de expressdo de enzimas que participam de resposta ao
estresse oxidativo.

Embora diferentes mecanismos possam estar envolvidos no processo de
patogénese fungica, observamos que o0s isolados pertencentes a populacao
Nordeste (INI 01/16) e a populacdo RJ (IPEC 28/11), foram os isolados que
apresentam maiores e menores taxas, respectivamente, tanto de associacao
quanto de resisténcia a fagocitose, sugerindo que a diversidade genética possa
fortemente influenciar no comportamento de isolados frente a fagocitose.

A fim de corroborar esses resultados, selecionamos uma etapa
subsequente, a de infeccdo em larvas do modelo invertebrado G. mellonella, o
qual tem sido amplamente estudado para patégenos fangicos (THOMAZ et al.,
2013). Esse modelo possui imunidade inata, mediada por componentes
celulares (hemécitos) e componentes humorais (peptideos, peptideos
antimicrobianos, enzimas liticas e melanina), 0os quais agem em conjunto
contra diferentes patégenos (CONTADOR; ZARAGOZA; 2018). O processo de
melanizacdo é um dos processos mais importantes na defesa do inseto contra
patdgenos e esse processo visa encapsular o patdogeno dentro do pigmento
(THOMAZ et al., 2013).
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Os resultados dos ensaios realizados com G. mellonella divergem dos
achados nos experimentos com macrofagos da linhagem RAW 264.7, e
sugerem que os isolados INI 01/16 e IPEC 28/11 sao mais virulentos, uma vez
qgue foram os dois Unicos isolados que causaram morte em 100% das larvas
testadas, mesmo tendo apresentado comportamentos contrarios nos ensaios
de fagocitose e killing. Demonstrando assim, que o perfil de viruléncia in vivo
pode ser antagbnico ao de modelos in vitro.

Embora o isolado IPEC 28/11 tenha apresentado a maior intensidade
visual de melanizacéo e ter comecado a causar morte nas larvas no terceiro dia
apo6s a infeccao, esse isolado causou morte na Ultima larva do grupo no décimo
sétimo dia ap0Os a infeccdo, ao passo que o isolado 01/16 causou morte em
todos os isolados entre 0 sétimo e décimo quarto dias apos a infec¢do, dados
esses sustentados por analise com significancia estatistica.

A intensa melanizacdo apresentada precocemente pelas larvas
infectadas com o isolado IPEC 28/11, foi insuficiente para resolver a infeccao,
além de poder apresentar um efeito reverso, que é de potencializar danos ao
hospedeiro, blogueando processos celulares e aumentando a rigidez do inseto
(THOMAZ et al., 2013).

A larva G. mellonella possui uma proteina que reconhece patdgenos por
meio da interagdo com B-glucana e alguns isolados de H. capsulatum tém essa
interacdo bloqueada pela presenca de a-glucana. Esses dados demonstram
que os isolados do presente estudo podem ter essa interagdo comprometida
pela presenca da a-glucana, em especial os isolados da espécie LAmB1
(39942) e o isolado da espécie Nordeste (01/16), 0s quais possuiram a menor
taxa de associacdo com macréfagos e morte de todas as larvas no intervalo de
sete dias.

Dessa forma, novos estudos com intencdo de desvendar os fatores de
viruléncia potencialmente expressos nas novas espécies filogenéticas de H.
capsulatum se fazem necessarios, uma vez que nossos isolados
demonstraram evidéncias de fatores de viruléncia, como na microscopia de
fluorescéncia, no entanto, estudos com pesquisa de outros fatores associados
a viruléncia sao importantes.

Diversos estudos na literatura jA sugeriram que abordagens com a

finalidade de desvendar genotipos virulentos em H. capsulatum deveriam ser
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conduzidas. Nosso estudo foi o primeiro estudo a comparar e correlacionar
caracteristicas fenotipicas, tipos de compatibilidade sexual, distribuicdo
filogenética, estrutura populacional e viruléncia de H. capsulatum em alguns
isolados, e apesar de podermos sugerir que duas espécies pertencentes ao
clado NE, populacdo NE e clado RJ, populacdo RJ serem as mais virulentas
dentre os cinco isolados testadas, novas abordagens devem ser introduzidas a

fim de confirmar essa suposigao.
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9 CONCLUSOES

Neste estudo nao foi observada correlacdo entre marcadores de
compatibilidade sexual, espécie filogenética, formas clinicas da histoplasmose,
0 gue pode estar mais relacionado ao hospedeiro imunocomprometido, uma
vez que 0S nossos ensaios demonstram variagao de viruléncia. Dessa forma,
corrobora-se o fato de que embora um isolado seja menos virulento, tem
potencial patogénico em individuos com aids. Embora as espécies filogenéticas
Northeast e RJ tenham sido as mais virulentas dentre as estudadas,
acreditamos que a viruléncia esta atrelada a outros mecanismos além do
mecanismo de mating. Entretanto ndo podemos afirmar, baseado nos estudos
de viruléncia relacionados com as populacées genéticas se algumas sdo mais
virulentas que outras devido ao numero reduzido de isolados provenientes das
diferentes populacdes incluidos no estudo.

Também concluimos que a populacdo RJ deveria ser considerada uma
nova espécie, a qual deveria ser nomeada nos preceitos da nomenclatura
taxondmica ja que é uma populacdo genética Unica, distinta das demais
descritas mundialmente, por técnicas taxonbmicas utilizadas até o presente,
MLST e WGS.
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10 PERSPECTIVAS FUTURAS

» Investigar a expresséo de genes associados a viruléncia.

» Ampliar o conhecimento a respeito de isolamento ambiental de H.

capsulatum, observando novas fontes ambientais do microrganismo.

» Ampliar o conhecimento sobre associacdo entre mating types e fontes

ambientais

» Comparar o perfil de expressdo de fatores de viruléncia entre isolados
de mesmo mating type e de diferentes fontes de isolamento.

» Observar o comportamento de isolados ambientais de H. capsulatum

frente a outros organismos como Acanthamoeba castellanii.

» Aumentar o numero de sequenciamento gendmico dos isolados

pertencentes a populacdo RJ.
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