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Pinto, G C M. Caracteristicas fenotipicas de isolados de Histoplasma capsulatum
circulantes no Estado do Rio de Janeiro. Rio de Janeiro, 2015. 70f. Dissertacdo [Mestrado
em Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas] — Instituto Nacional de Infectologia Evandro
Chagas

RESUMO

Histoplasma capsulatum var. capsulatum, agente da histoplasmose classica, é encontrado com
grande frequéncia no continente americano, sendo o Estado do Rio de Janeiro no Brasil, uma
area endémica da doenca. Entretanto, a incidéncia real da histoplasmose no Brasil é
desconhecida, uma vez que esta micose ndo esta incluida na lista de doencas de notificacdo
compulsoria. Casos de histoplasmose sdo subestimados, provavelmente pelo diagnostico
laboratorial inconclusivo desta micose, 0 que nos leva a especular a possibilidade de
associacao desses fenotipos a diferentes formas clinicas. Além disso, alguns estudos
demonstraram diferencas fenotipicas e genotipicas em isolados de H. capsulatum de
diferentes regides geograficas do pais. Sendo assim, através do presente estudo buscamos
caracterizar os perfis fenotipicos de isolados de H. capsulatum circulantes no Estado do Rio
de Janeiro. Para esta avaliagdo foram utilizados 30 isolados de H. capsulatum de origem
clinica, incluindo isolados de seres humanos e animais, e ambientais. A metodologia utilizada
para a caracterizacdo dos isolados incluiu a descricdo de caracteristicas macro e
micromorfoldgicas in vitro, a capacidade de crescimento em pH &cido e basico, producdo de
melanina e urease, capacidade de conversdo da fase miceliana a leveduriforme, producdo de
exoantigenos e a classificacdo em fendtipo albino ou brown. A capacidade de conversdo foi
variavel nos isolados, sendo o meio ML-GEMA o mais indicado para esta técnica, e
caracteristicas morfoldgicas classicas, como presenca de macroconidios e microconidios
foram identificadas nos isolados. Todos os isolados apresentaram producéo de pelo menos um
tipo de melanina e urease e a capacidade de crescer em diferentes valores de pH, tais como
4,0, 5,5, 7,0 e 10,0. A presenca de antigenos especificos de H. capsulatum foi verificada em
28 isolados, sendo 22 para o0 antigeno M e seis para ambos os antigenos H e M na técnica de
western-blot e em apenas um isolado por imunodifuséo dupla, apresentando reatividade para o
antigeno M. A maioria dos isolados (n=28) apresentou fendtipo brown quando semeados em
meio Sabouraud modificado acrescido de roxo de bromocresol. Podemos concluir que a
caracterizacdo morfologica, associada a pesquisa de antigenos pela técnica de western-blot
sdo ferramentas Uteis para a caracterizacdo de isolados de H. capsulatum e que a producédo de
melanina e urease podem ser avaliadas em estudos futuros como fatores de viruléncia.

Palavras-chave: 1. Histoplasma capsulatum. 2. Fenotipagem. 3. Melanina. 4. Urease. 5.
Fendtipos.



Pinto, G C M. Phenotypic characteristics of isolates of Histoplasma capsulatum circulating
in the State of Rio de Janeiro. Rio de Janeiro, 2015. 70f. Master [Science Dissertation in
Clinic research in Infectious Diseases] — Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas

ABSTRACT

Histoplasma capsulatum, agent of classical histoplasmosis, is found frequently in the
Americas, and the State of Rio de Janeiro in Brazil is considered endemic area of this disease.
However, the actual incidence of histoplasmosis in Brazil is unknown, as this mycosis is not
included in the list of reportable diseases. Cases of histoplasmosis are underestimated,
probably due to inconclusive laboratory diagnosis of this mycoses. In addition, some studies
have shown phenotypic differences in isolates of H. capsulatum from differents geographics
regions of the country, which leads us to speculate the possibility of association of these
phenotypes to different clinical forms of the disease. Thus, in the present study we sought to
characterize the phenotypic profiles of isolates of H. capsulatum circulating in the State of
Rio de Janeiro. For this evaluation 30 H. capsulatum isolates of clinical, animal and
environmental origin were included in this study. The methodology used for the
characterization of the isolates included the description of macro and micromorphological
characteristics in vitro, the growth capacity in acid and basic pH, melanin and urease
production, ability to convert from mycelial to yeast phase, exoantigens production and
classification in albino or brown phenotype. The conversion capacity was variable, isolate-
dependent, and the medium ML-GEMA was the most indicated for this technique. Classical
morphological chacarteristics such as the presence of macroconidia and microconidia were
identified in the isolates. All isolates showed production of urease, and at least one type of
melanin, and the ability to grow at different pH values such as 4.0, 5.5, 7.0 and 10.0. The
presence of H. capsulatum’s antigens was verified in 28 isolates, 22 isolates presented M
antigen, and six H and M antigens on a Western blot technique and in one isolated M antigen
was demonstrated by double immunodiffusion. Most isolates showed brown phenotype (n =
28) when plated on modified Sabouraud broth with bromocresol purple. We conclude that the
morphological characterization associated with the antigens search by western blot technique
are useful tools for the characterization of isolates of H. capsulatum and melanin and urease
production can be tested in future studies as virulence factors.

Key-words: 1. Histoplasma capsulatum. 2. Phenotyping. 3. Melanin. 4. Urease. 5.
Phenotypes
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1 INTRODUCAO

1.1 HISTORICO

A descoberta do fungo Histoplasma capsulatum foi realizada em 1905, por um
patologista americano, Samuel Taylor Darling, quando trabalhava no Ancon Hospital, durante
a construcao do Canal do Panama (DARLING, 1906, 1909). Darling, ao realizar necropsia de
um homem negro, adulto, nativo da Martinica, que havia falecido de uma doenga febril,
originalmente atribuida a tuberculose miliar, verificou a presenca de numerosos corpusculos
intracelulares com cépsulas, no interior dos alvéolos pulmonares e de macrofagos e histidcitos
de baco, figado, linfonodos e medula dssea, semelhantes a espécies de Leishmania, descritas
por Leishman e Donovan, porém sem cinetoplasto. Em raz&o desse fato, pensava tratar-se de
um novo protozoario intracelular encapsulado, o qual denominou de Histoplasma capsulatum
(DARLING, 1906, 1909). Posteriormente, Darling examinou mais dois pacientes, e verificou
gue todos apresentavam emagrecimento extremo, esplenomegalia, febre, leucopenia e anemia.
Os achados patoldgicos evidenciaram invasdo de células endoteliais e vasos sanguineos por
H. capsulatum, causando necrose hepéatica com cirrose, pseudogranuloma em pulmdes e
intestinos, e necrose de linfonodos.

Em 1912, Rocha Lima realizando estudo comparativo utilizando amostra de Darling e
de um caso suspeito de calazar, concluiu que H. capsulatum deveria ser considerado fungo e
ndo um protozoario (ROCHA-LIMA, 1912).

DeMonbreun, em 1934, diagnosticou o primeiro caso ainda em vida. Isolou o
microrganismo em meio de cultura, observou o crescimento em temperatura ambiente e a
37°C, nas fases miceliana e leveduriforme, comprovando assim, sua natureza fungica e seu
carater dimorfico (DEMONBREUM, 1934).

Em 1948, Emmons isolou o fungo, pela primeira vez, em amostras de terra obtidas de
solo de um galinheiro na entrada de uma toca de camundongos (EMMONS, 1949). Em 1960,
0 mesmo pesquisador, voltou a isolar o fungo em solo de um parque urbano no centro de
Washington/EUA (EMMONS, 1961).

No Brasil, o primeiro caso isolado de H. capsulatum foi obtido por Almeida e Lacaz
(1939) com o cultivo de um fragmento de bidpsia de uma lesdo suspeita de cromomicose. Os
mesmos autores descreveram o segundo isolamento, em 1941, em escarro de um paciente com
tuberculose (ALMEIDA; LACAZ, 1941).
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1.2 O FUNGO Histoplasma capsulatum

A espécie H. capsulatum possui trés variedades: H. capsulatum var. capsulatum, H.
capsulatum var. duboisii e H. capsulatum var. farciminosum, as duas primeiras patogénicas ao
homem e a Ultima estd associada a uma infeccdo endémica em equinos na Africa e Asia
(SELIM, 1985; LACAZ, 1998).

Histoplasma capsulatum var. capsulatum, agente etioldgico da histoplasmose cléssica, é
um fungo dimérfico, termo-tolerante. Atualmente, com base na analise das subunidades 18S,
28S e 5.85 do RNA ribossomal (Rrna), EFla (fator de elongagdo-la), RPB1 e RPB2
(subunidades da RNA polimerase 1I), tem sido proposto que a espécie H. capsulatum seja
classificada no Filo Ascomycota, dentro da classe Eurotiomycetes, ordem Onygenales,
familias Onygenaceae e/ou Ajellomycetaceae (HIBETT et al., 2007).

H. capsulatum var. duboisii foi descrito pela primeira vez em 1952 por Dubois, ao isolar
o fungo de lesBes cutaneas, na regido do antigo Congo Belga, atual Republica Democratica do
Congo, no continente africano. Porém esta espécie é restrita a Africa, ndo sendo observados
casos de infeccdo pela mesma em outras regifes geograficas (LACAZ, 1998).

A espécie H. capsulatum (forma assexuada anamorfa) € um organismo eucarioto
heterotalico que apresenta micélio com hifas haploides, associadas a uma determinada
compatibilidade sexual, os mating types (+) “major” ou (-) “minor”. H. capsulatum, com suas
trés variedades, apresenta um estado sexual ou perfeito (forma teleomorfa) que resulta no
cruzamento de seus mating types e constitui a espécie Ajellomyces capsulatus. Histoplasma e
Ajellomyces constituem um fungo holomorfo (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992). Tem-se
descrito na literatura especializada que ha predominancia do mating (-) em H. capsulatum
provenientes de casos clinicos, principalmente nos Estados Unidos, embora na natureza exista
igual proporcdo de ambos os tipos de compatibilidade sexual: mating (-) e mating (+). In
vitro, a conversao da fase micelial a leveduriforme foi mais eficiente em isolados de mating
(-) (KWON-CHUNG et al., 1974; KWON-CHUNG; BENNETT, 1992). No Brasil, estudo
recente indica predominancia de isolados de H. capsulatum mating (+), enquanto no México
de isolados de mating (-), demonstrando haver relacdo da distribuicdo destes isolados com
questdes epidemioldgicas (MUNIZ et al., 2014).

Estudo das relagdes filogenéticas de isolados de H. capsulatum e suas variantes de
diferentes regides geograficas revelou oito grupos filogenéticos de H. capsulatum: Nam 1
(classe 1 do clado da América do Norte), Nam 2 (classe 2 do clado da América do Norte),

Lam A (clado A do grupo latino-americano), Lam B (clado B do grupo latino-americano),
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Africa (clado africano), Eurésia (clado euro-asiatico), Netherlands (clado holandes) e
Australia  (clado australiano) todos baseados em andlises moleculares de quatro genes
codificadores de proteinas: olé, arf, tubl e H-anti (KASUGA et al., 1999) Dos sete grupos
avaliados, sete representavam grupos geneticamente isolados, podendo ser considerados
espécies filogenéticas, com exce¢do do clado Eurasia, que parece ter sua origem no clado
Lam A. H. capsulatum var. duboisii foi encontrado apenas em amostras obtidas do clado
Africano, H. capsulatum var. farciminosum em apenas trés clados (Africa, Eurasia e Nam2),
ao passo que H. capsulatum var. capsulatum foi encontrado em todos os clados do estudo
(KASUGA et al., 2003).

1.2.1 HABITAT

H. capsulatum tem o solo como seu habitat. Alguns fatores determinam a distribuicéo
focal de H. capsulatum em natureza, havendo, geralmente, associacdo de seu isolamento com
microambientes abrigados como cavernas, construcdes abandonadas, galinheiros, arvores ou
quaisquer outros locais onde o solo possa estar enriquecido com fezes de morcegos, galinhas e
outras aves gregarias. Esta relacdo é devida ao alto teor de &cido Urico encontrado nestes
excrementos, sendo este componente utilizado como fonte de nitrogénio pelo fungo,
imprescindivel ao seu crescimento e proliferacdo. Além disto, tais micronichos geralmente
apresentam condicdes de temperatura, umidade, e acidez do solo que propiciam um ambiente
favoravel para o desenvolvimento da fase miceliana de H. capsulatum, que constitui sua
forma infectiva (EISSENBERG; GOLDMAN, 1991; KWON-CHUNG; BENNETT, 1992;
ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2013). Com raras excecdes, este fungo infecta seus hospedeiros
por via respiratoria através da inalacdo de conidios e fragmentos de hifas que o fungo produz

em seu habitat natural.

1.2.2 MORFOLOGIA

Em seu ambiente natural, o solo, ou quando cultivado abaixo de 35°C, H. capsulatum
apresenta-se inicialmente como col6nias filamentosas brancas, com aspecto algodoado,
representados microscopicamente como uma trama de hifas hialinas, septadas e ramificadas,
além de apresentarem estruturas de propagacéo assexuada, os conidios, que estdo presentes
tanto lateralmente como nas extremidades terminais das hifas. Parte destes propagulos,

conhecidos como macroconidios, apresentam-se como estruturas globosas, que possuem de 8
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a 16 um de diametro, de parede lisa que, com o envelhecimento da coldnia, desenvolvem
numerosas projecdes semelhantes a tubérculos, em toda a sua superficie, sendo denominados
como macroconidios tuberculados (PINE, 1960). Os microconidios sdo estruturas ovaladas
medindo de 2 a 5 um de diametro, com paredes lisas, nascidos na extremidade de curtos
conidiéforos em angulo reto com a hifa vegetativa. Estas estruturas de propagacdo apresentam
grande resisténcia aos fatores adversos do meio ambiente, sdo facilmente carregados por
correntes aéreas, com isso dispersando-se a grandes distancias (CHICK et al., 1981). Os
microconidios sdo os elementos infectantes mais eficientes, pois possuem tamanho reduzido e
penetram mais facilmente nos alvéolos pulmonares, assim como também por se destacarem
das hifas com mais facilidade.

Quanto a morfologia, H. capsulatum na sua fase miceliana pode ser dividido em 2 tipos:
tipo A (“albino") cujas colbnias apresentam micélio aéreo de aspecto cotonoso, de coloragéo
branca a bege-clara, com pouca producdo de estruturas de propagacéo e o tipo B ("brown”)
pouco filamentoso, de coloracdo acastanhada e com grande numero de propagulos; a
microscopia sdo observadas hifas hialinas septadas e presenca de macro e microconidios em
diferentes estagios evolutivos (BERLINER, 1973b). Ja em sua fase leveduriforme, o aspecto
das coldnias é umido, de coloracdo branco-amarelada, rugosas (coldnia selvagem) e/ou lisas
(variante espontanea) que a microscopia se apresentam como elementos ovais unibrotantes de
2 a4 um (PINE, 1960; EDWARDS, 1960; BERLINER, 1973b; EISSENBERG; GOLDMAN,
1991).

1.2.3 PAREDE CELULAR

A composicao estrutural da parede celular de H. capsulatum é bem complexa, e de
grande importancia, uma vez que esta representa a estrutura fungica que interage com o
ambiente e com o hospedeiro. E composta por carboidratos como quitina, a-1,3-glucana, f-
1,3-glucana, galactomanana, manoproteinas e lectina; lipideos como ceramida monohexosida
e vesiculas extracelulares, proteinas como HSP 60, HSP 70, antigenos M e H, YPS3, histona
H2B e melanina (GUIMARAES et al., 2011). Estes componentes podem atuar como suporte,
conferindo rigidez ou flexibilidade a parede celular e protegendo o fungo contra fatores
ambientais e do hospedeiro, ou podem ainda representar fatores de viruléncia. Na fase
filamentosa de H. capsulatum, o principal componente observado na parede celular é a 3-1,3-
glucana, responsavel pelo recrutamento de células inflamatdrias e producéo de citocinas como

TNF-a, e também reconhecida por seu receptor dectina-1 ou DC-SIGN. Entretanto, na fase
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leveduriforme observa-se principalmente a presenca de o-1,3-glucana, que dentre varias
funcgdes, regula a proliferacdo de leveduras no interior dos fagocitos protegendo-as dentro de
fagolisossomos, induz a formagdo de granulomas e promove o escape de mecanismos de
reconhecimento imune do hospedeiro, contribuindo para sobrevivéncia das leveduras
(GUIMARAES et al., 2011).

A parede celular da levedura é uma estrutura laminar que tem aproximadamente 100
nm em espessura, mas a parede da hifa é de aproximadamente 30 nm de espessura. Com base
em estudos de microscopia eletronica, tem-se proposto um modelo estrutural de parede celular
da forma leveduriforme do H. capsulatum onde galactomananas formam uma camada externa,
a-1,3 glucanas se apresentam como fibrilas curtas embebidas em proteinas, formando a
camada intermedidria, e a camada interna € composta por rede fibrilar de quitina (REISS,
1986; GUIMARAES et al., 2011). A figura 1 apresenta um modelo representativo da parede

celular de Histoplasma capsulatum.
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Figura 1: Imagem representativa da estrutura da parede

celular de H. capsulatum (Guimardes et al., 2011)

A classificacdo de H. capsulatum em quimiotipos e sorotipos também foi baseada na
composicdo da parede celular deste fungo. O quimiotipo 1 apresenta elevado conteido de
quitina, niveis raramente detectaveis de a-1,3 glucana e alta concentracdo de proteinas
quando comparados ao quimiotipo 2 que apresenta reduzida taxa de quitina e alta
concentracdo de glicose como polimero a-1,3 glucana (DOMER, 1971). Quatro fatores
antigénicos (1, 2, 3 e 4) e cinco sorotipos (1,2; 1,4; 1,2,3; 1,2,4; 1,2,3,4) foram demonstrados
através de reacdes de imunofluorescéncia e adsorc¢éo. Os fatores antigénicos 1 e 4 sdo tambeém
compartilhados com Blastomyces dermatitidis e provavelmente estdo associados a
galactomanana (KAUFMAN; BLUMER, 1966).



17

1.2.3. FATORES DE VIRULENCIA

Diversos fatores de viruléncia responsaveis pela sobrevivéncia de fungos em
parasitismo tém sido sugeridos na literatura especializada tais como a termotolerancia,
glucanas (o e B) da parede celular e estruturas complementares responsaveis pela adesdo aos
tecidos dos hospedeiros, a producdo de melanina, fosfolipases, proteases e elastases capazes
de causar dano tecidual e quebrar as defesas do hospedeiro; a producdo de catalases, enzimas
que decompdem o perdxido de hidrogénio (H202) em agua (H20) e oxigénio (O2) atuando
contra 0s mecanismos oxidativos das células hospedeiras (HOOGAN et al., 1996). Além
disso, a capacidade de fazer “switch” a varias vias metabolicas ¢ um pré-requisito para a
disseminacdo hematogénica e para o desenvolvimento do fungo.

No entanto, até o presente, somente alguns fatores de viruléncia de H. capsulatum

foram comprovados.

1.2.4.1 DIMORFISMO

O dimorfismo é um aspecto importante na patogénese, pois a forma filamentosa é
infectante, mas é a forma leveduriforme que sobrevive intracelularmente e causa doenca
(NEMECEK et al., 2006). A mudanca de temperatura de 25°C para 37°C é estimulo suficiente
para o dimorfismo, mas outras condi¢cbes ambientais como presenca de cisteina e CAMP
(adenosina 3',5'-monofosfato ciclico) podem influenciar na morfogénese de H. capsulatum.
Este dimorfismo é essencial para a viruléncia, como evidenciado em culturas mantidas a 25°C
tratadas quimicamente, incapazes de fazerem a conversdo para a fase leveduriforme que se
tornam avirulentas (MEDOFF et al., 1986). O dimorfismo é um dos sistemas mais bem
estudados na regulacdo génica de H. capsulatum e na sua patogénese, com reflexdo na
mudanca em sua morfologia e no seu estilo de vida. O dimorfismo que regula kinase DRK1 e
0 RYP1 homélogo de WOR1 “White—-Opaque Regulator 1” de Histoplasma modula a
transicdo induzida pela temperatura. Os genes expressos como parte deste regulon
influenciam a interacdo parasito-hospedeiro favorecendo a viruléncia de Histoplasma
(NEMECEK et al., 2006). Outro fator importante relacionado ao dimorfismo, além da
temperatura, é a capacidade da forma leveduriforme resistir a condi¢des hostis no interior dos
macrofagos. E assim como ocorre em B. dermatitidis, a alteracdo na concentracéo de o-1-3-
glucana na parede celular também é fundamental na transicdo micélio-levedura, e leva a

diferengas na viruléncia de isolados, cepas selvagens ricas em a-1-3-glucana sdo mais
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virulentas que cepas mutantes com baixa concentracdo deste lipideo na parede celular (SAN-
BLAS & JAN-BLAS, 1984; KLEIN & TEBBETS, 2007; MARESCA & KOBAYASHI,
2000).

1.2.4.2 PROTEINA LIGANTE DE CALCIO (CBP)

A proteina ligante de célcio e seu gene codificante CBP1 (BATANGHARI et al., 1998)
favorece a sobrevivéncia do fungo no interior de células fagociticas. Estudos in vivo e in vitro
demonstraram seu papel como fator de viruléncia, pois células que tiveram seu gene CBP1
deletado foram eliminadas facilmente dos pulmdes de camundongos infectados (SEBGHATI
et al., 2000). Uma das hipdteses para sua viruléncia seria a de que a CBP teria efeito
modulador sobre a ligacdo do célcio ao fagolisossomo gerando condicdes Otimas de
crescimento ao H. capsulatum (HOLBROOK; RAPPLEYE, 2008).

1.2.4.3 ALFA 1,3-GLUCANA

A a-1,3-glucana é um polissacéride de parede celular designado especificamente para
sobrevivéncia e replicacdo do fungo no pulméo porque a perda de a-1,3-glucana néo prejudica
o crescimento de H. capsulatum in vitro. A-1,3-glucana também bloqueia o reconhecimento
da PAMP p-1,3-glucana (Pathogen-Associated Molecular Pattern) presente na parede celular
do RAPPLEYE fungo pelo receptor PRR dectina-1 (Pattern Recognition Receptors) de
fagdcitos do hospedeiro (RAPPLEYE et al. 2004; 2007).

Estudos utilizando leveduras mutantes sem o-1,3-glucana na parede celular
demonstraram que as mesmas eram menos virulentas quando comparadas as leveduras com a-
1,3-glucana em modelo experimental murino e em cultura de células com macrofagos
(RAPPLEYE, 2004). A presenca de o-1,3-glucana estd associada a viruléncia em H.
capsulatum, pois estudos realizados com deplecdo nos niveis de a-1,3-glucana em modelo
murino e in vitro demonstraram que a diminui¢cdo deste componente restringe a proliferacao
de leveduras no interior de macrofagos. Além disso, impede a deteccdo das B-glucanas por
células fagociticas suprimindo a produgdo de TNF-a pelos fagdcitos através de sua presenca
na parede celular de leveduras ou por interferéncia de RNA baseada na deplecdo do receptor
dectina-1 de 3 -glucana do hospedeiro (RAPPLEYE et al., 2004; 2007).
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1.2.4.4 MOLECULAS EXTRACELULARES

Moléculas tais como a proteina de choque térmico (HSP60) e a “Yeast Specific Phage”
(YPS3) podem atuar como suporte para adesdo da levedura ao macréfago hospedeiro e
promover disseminacdo da levedura no sitio de infeccdo pulmonar (EDWARDS;
RAPPLEYE, 2011); SID1, um membro de um grupo de gene sideroforo regulado por ferro é

necessario para colonizagdo de H. capsulatum no hospedeiro (HWANG et al., 2008).

1.2.4.5 MELANINAS

Outros possiveis fatores de viruléncia de H. capsulatum, mas ainda ndo comprovados,
seriam as melaninas, polimeros hidrofébicos que conferem protecdo aos fungos contra
condicdes adversas a sua sobrevivéncia tais como fagocitos e radiacBes ionizantes e que ainda
podem proteger o patdgeno contra a acdo de agentes antifingicos (NOSANCHUK et al.,
2002; ALMEIDA-PAES et al., 2012 ae b).

Estudos sobre melanizacdo em isolados de H. capsulatum e Cryptococcus neoformans
demonstraram que ceélulas melanizadas sdo menos susceptiveis a anfotericina B e a
caspofungina (VAN DUIN et al., 2002).

1.2.4.5.1 MELANINA DHN

A melanina 1,8-dihidroxinaftaleno (DHN) é o principal tipo de melanina, encontrado na
grande maioria dos fungos. E produzida a partir do precursor Acetil Co-A ou malonil Co-A
(LANGFELDER et al., 2003), moléculas geradas no metabolismo priméario das células
fangicas, ndo havendo necessidade, portanto, de precursores exdgenos para sua producao.

A producdo de melanina DHN pode ser inibida in vitro, para tal pode ser utilizado o
triciclazol, que inibe a biossintese de melanina pela reducéo do 1,3,8-trihidroxinaftaleno em
vermelone (WHEELER & STIPANOVIC, 1985).

A producdo de melanina DHN ja foi evidenciada em diversos fungos como
Penicillium marneffei e Wangiella dermatitidis, entre outros (EISENMAN &
CASADEVALL, 2012; WOO et al, 2010). Ja foi demonstrado que Aspergillus tubigensis e
Aspergillus terreus sdo capazes de produzir melanina DHN in vitro (PAL, 2014). Estudo
avaliando ainda a presenca deste tipo de melanina como fator de protecdo em isolados de
Aspergillus fumigatus demonstrou a importancia da presenca deste pigmento na superficie

celular de conidios na sinalizacdo celular e alteracBes a resposta imune do hospedeiro
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(BAYRY, 2014). O efeito protetor deste tipo de melanina foi demonstrado em isolados de
Madurella mycetomatis, os quais apresentaram maior resisténcia a acdo de antifingicos como
cetoconazol e itraconazol (VAN DE SANDE et al., 2007).

1.2.4.5.2 EUMELANINA

Para a sintese deste tipo de melanina é necesséria a presenga de um precursor durante o
crescimento fungico. A dihidroxifenilalanina (DOPA) pode ser adicionada ao meio de cultura
para estimular a producéo in vitro de eumelanina pelos fungos (LANGFELDER et al, 2003).

Alguns fungos como C. neoformans podem ainda produzir eumelanina a partir da
assimilacdao de compostos fenolicos do hospedeiro (CASADEVALL, 2000).

A inibicdo da via de sintese de eumelanina pode ser feita atraves da adicdo de glifosato
ao meio de cultura (NOSANCHUK et al., 2002). Outros inibidores, como acido kojico e
tropolona também podem ser utilizados. Estudo realizado por Pal e colaboradores em 2014
demonstrou que isolados de Aspergillus flavus, Aspergillus niger e Aspergillus tamarii sdo
capazes de produzir pigmento do tipo eumelanina a partir da via de L-DOPA (PAL et al.,
2014).

Almeida-Paes e colaboradores (2009) em estudo avaliando a producédo de eumelanina
em isolados de Sporothrix schenkii do Brasil demonstraram a variacdo na producdo de
eumelanina nestes isolados e observaram que esta variagdo esta associada a condi¢cbes como
ph, temperatura, e nutrientes disponiveis no meio de cultura. Neste estudo os isolados néo
apresentaram melanizacdo em pHs basicos e diminuicdo na producdo do pigmento quando
semeados em Sabouraud quando comparado ao Meio Minimo quimicamente definido ou
quando incubados a 37°C. Além disso, houve estimulo na producéo de eumelanina quando foi
adcionada a L-DOPA ao meio de cultura.

Isolados de diferentes espécies de Trichosporon também foram capazes de produzir in
vitro pigmento do tipo eumelanina através da adicdo de L-DOPA. Os autores sugerem
possivel relacdo com viruléncia, entretanto, a mesma ndo foi ainda avaliada nestes isolados
(FIGUEIREDO-CARVALHO et al., 2014).

Em isolados de P. marneffei produtores de eumelanina ja foi possivel associar a
producdo deste pigmento com a resisténcia dos isolados melanizados a fagocitose por
macrofagos, bem como aumento da sobrevivéncia do fungo no interior da célula (LIU et al,
2014).
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1.2.4.5.3 PIOMELANINA

Alguns fungos tém ainda a capacidade de produzir um pigmento soldvel em meio
liquido quando em presenca do precursor L-tirosina, chamado de piomelanina. Este tipo de
melanina é produzido através do acumulo de acido homogéntisico no meio extracelular
(CARREIRA et al., 2001), e pode ter a sua via de producdo interrompida pela adi¢do de
sulcotrione ao meio de cultura (SECOR, 1994).

A producdo de piomelanina ja foi descrita em espécies fangicas como Yarrowia
lipolytica, A. fumigattus e S. schenckii (CARREIRA et al., 2000; SCHMALER-RIPCKE et
al., 2009; ALMEIDA-PAES et al., 2012 a,b). Mais recentemente, foi descrita também a
producdo de piomelanina em isolados de Penicillium crysogenum a partir da adicdo de L-
tirosina ao meio de cultura (VASANTHAKUMAR et al., 2015).

Almeida-Paes e colaboradores (2012b) avaliaram a agéo protetora da piomelanina em
isolados de S. schenckii, S. brasiliensis e S. globosa e constataram que células produtoras de
pigmento foram mais resistentes a acdo de oxidantes derivados de nitrogénio e menos

susceptiveis a acdo da luz ultravioleta quando comparados a isolados ndo melanizados.

1.2.4.6 UREASE

A producdo de urease por fungos ja foi descrita em diversas espécies e tem sido
considerado um potencial fator de viruléncia. Cryptococcus neoformans € um modelo fangico
bem estudado no que diz respeito ao metabolismo da uréia, sendo a sua producdo associada a
patogénese da criptococose em modelo experimental (COX et al., 2000). Outra espécie
fangica que tem a producdo de urease bem caracterizada como um fator de viruléncia €
Coccidioides posadasii. Estudo utilizando modelo experimental murino demonstrou que
cepas de C. posadasii com interrupcdo do gene da urease foram menos virulentas, levando a
uma sobrevida maior nos camundongos infectados com estas cepas (MIRBOD-DONOVAN
et al., 2006).

Segundo dados da literatura especializada, H. capsulatum seria capaz de produzir
urease, com excecao de sua variante duboisii (DE HOOG, 2000). Entretanto, estudo realizado
por Sharmin e colaboradores em 2003 demonstrou que todas as variantes de H. capsulatum
sdo capazes de produzir urease in vitro. Ainda nesta avaliacdo, 0s pesquisadores néo
observaram associagdo entre a produgdo de urease e patogenicidade, utilizando modelo

experimental (SHARMIN et al., 2003). No entanto, foram utilizadas para tal pesquisa apenas
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sete isolados. Neste caso, poucos sdo os estudos realizados para avaliar a produgdo de urease

em H. capsulatum, bem como seu efeito como um fator de viruléncia para histoplasmose.

1.3 AHISTOPLASMOSE

1.3.1 EPIDEMIOLOGIA

Por ser uma micose de distribuicdo cosmopolita, podemos encontrar casos de
histoplasmose em todo o mundo. Entretanto, 0 maior nimero de casos da doenca é observado
nas Américas, Africa subsariana, Oceania e leste da Asia (FARINA et al., 2005). Regides de
alta endemicidade de histoplasmose na América do Norte estdo situadas nos vales do Rio
Mississipi, Ohio e Missouri. Enquanto na América do Sul, a Bacia do Rio Prata e a Serra do
Mar sdo algumas das regides com grande nimero de casos da doenga (NEGRONI, 2005).
Alguns surtos de histoplasmose no mundo ja foram registrados, entretanto, um dos casos de
maior notoriedade foi o que ocorreu na cidade de Indianapolis, nos Estados Unidos, onde
120.000 pessoas foram infectadas e destas, 60 apresentaram episodios fatais ou casos graves
de histoplasmose, apds dispersdo aérea de H. capsulatum em um bosque que havia sido
desmatado (WHEAT et al., 1982).

No Brasil, a histoplasmose é uma das micoses sistémicas mais frequentes, apresentando
alta morbidade e mortalidade principalmente em pacientes com aids (PRADO et al., 2009).
Trabalhos de reviséo relataram muitos casos de histoplasmose em diferentes regides do nosso
pais, verificando-se um aumento significativo em sua frequéncia (ZANCOPE-OLIVEIRA et
al., 2013). Este fato se deve, provavelmente, ao maior conhecimento dos médicos em relacédo
aos aspectos clinicos e epidemioldgicos desta micose, bem como aos avangos obtidos no
diagndstico laboratorial das doencas fungicas nos ultimos anos. Particularmente, em estudos
realizados em dois estados brasileiros, Rio de Janeiro (LEIMANN et al., 2005) e Rio Grande
do Sul (UNIS et al., 2004), demonstrou-se uma alta associacdo entre histoplasmose e
pacientes com aids. Além disso, foram documentadas 31 microepidemias de histoplasmose no
Brasil, dentre as quais 23 ocorreram na Regido Sudeste (ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2013).
Aidé, em 2009, apontou o Rio de Janeiro como responsavel por 18 microepidemias da
doenca, sendo o estado responsavel pelo maior numero de casos de histoplasmose no Brasil
(AIDE, 2009).

A distribuicdo de H. capsulatum e as caracteristicas do seu nicho ecolégico no Brasil

tém sido muito pouco estudadas, onde trabalhos referentes ao isolamento deste fungo do solo
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podem ser enumerados (ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2013). Entretanto, diversos inquéritos
com o teste cutdneo com histoplasmina revelaram uma prevaléncia bastante significativa da
infeccdo no nosso pais demonstrando expressivos indices de positividade da infeccdo nas
diferentes regides brasileiras: Sul (6,3-16%), Nordeste (2,6-29,8%), Sudeste (3,0-93,2%),
Centro-Oeste (4,4-63,1%) e Norte (12,8-43,4%) (RODRIGUES, 2004). O Estado do Rio de
Janeiro apresenta areas com altos indices de infeccéo, sendo consideradas como endémicas ou
hiperendémicas.

Diversas sdo as fontes de isolamento deste fungo descritas na literatura, dentre elas o
solo, poeira, galinheiros, cavernas, animais silvestres como ratos e morcegos e domésticos
como cées e gatos, além do homem (ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2013).

A variabilidade em isolados de H. capsulatum tem sido verificada a partir de técnicas
convencionais e moleculares (ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2011). As convencionais
baseiam-se na andlise fenotipica a partir da caracterizacdo morfoldgica (conidiogénese e
macromorfologia da col6nia), no crescimento flngico e também na analise bioguimica
(producéo de substancias e auxotrofias). No entanto, tais técnicas, apesar de muito utilizadas,
sdo limitadas e ndo permitem estudos epidemioldgicos, além de serem prejudicadas por ser,
H. capsulatum, um fungo de dificil cultivo in vitro. As técnicas moleculares, por sua vez,
fornecem ferramentas suficientes para evidenciar e entender aspectos relacionados
diretamente com o éacido desoxirribonucleico (DNA). Desta forma, a genética molecular tem
sido de grande importancia para a identificacdo e analise do comportamento e patogenicidade
de H. capsulatum, assim como na diferenciacdo de individuos e no estudo filogenético desses
organismos (WOODS, 2002), além de fornecer informacGes sobre aspectos epidemioldgicos,
gerando dados importantes para determinar recidivas ou novas infeccbes (MUNIZ et al.,
2001).

1.3.2 PATOGENIA

A infeccdo por H. capsulatum depende de interacbes dindmicas da
imunidade inata com a imunidade adquirida do hospedeiro e fatores de viruléncia fungica. O
controle da infeccdo é amplamente baseado na ativacdo da imunidade celular em conjunto
com a resposta inata, sendo que a doenga progressiva com disseminagdo ocorre
predominantemente na auséncia de imunidade celular intacta (LAZAR-MOLNAR et al.,
2008; MIHU; NOSANCHUK, 2012).
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Ap0s a inalagdo, os microconidios atingem os alvéolos pulmonares e se convertem em
leveduras gemulantes. Nessa fase, as leveduras se reproduzem inicialmente no parénquima
pulmonar. Posteriormente, invadem os linfonodos hilomediastinais e disseminam-se para a
corrente sanguinea. Ocorre uma fungemia, permitindo assim a invasao do sistema monocitico-
fagocitario (ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2013).

Em geral, infec¢Bes causadas por H. capsulatum sdo assintomaticas ou subclinicas.
Menos de 1% das pessoas apresentam manifestacfes clinicas apds a exposi¢cdo primaria ao
fungo (KAUFFMAN, 2014), principalmente quando ha inalacdo de grande quantidade de
propagulos. A infecgdo pode ficar restrita aos pulmdes, ou expandir-se para 6rgdos adjacentes
(linfonodos mediastinais) e para todo o sistema fagocitico-mononuclear, acometendo varios
Orgdos e sistemas. Formas progressivas e disseminadas da histoplasmose, assim como a
gravidade das manifestacdes clinicas, geralmente decorrem da reativacdo flngica quando ha
quedas ou falhas da imunidade celular (FERREIRA; BORGES, 2009). Em estudo
retrospectivo realizado com base nos registros do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro
Chagas/FIOCRUZ, no Brasil, no periodo de 1987-2003, 74 casos de histoplasmose foram
identificados, sendo mais encontradas as formas: disseminada (46/74), pulmonar cronica
(9/74), pulmonar aguda (10/74), mediastinite (5/74), cutanea (2/74) e duas formas néo
definidas. Co-infeccdo com AIDS foi identificada em 38 pacientes, com ocorréncia da forma
disseminada em todos eles. N&o foram descritas outras condi¢fes associadas com 0s outros
casos de histoplasmose disseminada (LEIMANN et al., 2005).

Outro fator importante na determinacdo da forma clinica e sintomas da histoplasmose
é o tipo de exposicdo. Quando a exposicdo é leve e o individuo inala uma baixa carga de
propagulos infectantes, pode ocorrer infeccdo primaria ou re-infeccdo, porém sem sintomas e
com regressdo espontdnea. Entretanto, se a exposicdo for moderada ou intensa, como em
locais fechados e com altas concentracdes de propagulos, a probabilidade de ocorréncia da
forma sintomaética é maior e o individuo pode apresentar doenca pulmonar, febre, tosse,
cefaléia, dor toracica e fadiga, podendo, ainda assim, ocorrer melhora sem intervencao
terapéutica (PAULA; AIDE, 1985).

O controle da infeccdo ocorre apds a segunda ou terceira semana. Células T CD4+
passam a secretar linfocinas do tipo Thl. Isso leva a formacdo de reacdo granulomatosa e
tendéncia a calcificacgdo (EDWARDS; RAPPLEYE, 2011; MIHU; NOSANCHUK, 2012).
Fungos viaveis, contudo, podem permanecer nas areas cicatrizadas por varios anos. Nas

formas disseminadas, ha uma resposta imune do tipo Th2. Citocinas do tipo IL4, IL5 e IL10
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sdo produzidas e inibem a resposta protetora Thl. O curso da doenca é agudo e grave, e 0S
granulomas sao mal formados ou néo se formam (MIHU; NOSANCHUK, 2012).

O principal mecanismo de resisténcia do hospedeiro contra o fungo é representado
pela acdo de linfécitos T, macrdéfagos e células dendriticas. Células T CD4+ induzem a
producdo de citocinas do tipo Thl, particularmente IFN-y e TNF-a, as quais ativam
macrdfagos que representam a primeira linha de defesa do hospedeiro contra o fungo através
da fagocitose. As células dendriticas possuem papel importante na resisténcia do hospedeiro,
pois alem de fagocitar e degradar células fungicas, também séo eficientes no processamento e
apresentacdo de antigenos as células T CD8+ (LAZAR-MOLNAR et al.,, 2008; MIHU;
NOSANCHUK, 2012). Podem, contudo, proporcionar um ambiente protetor para H.
capsulatum, ja que o fungo sobrevive e se replica nos fagolisossomas dessas células
(EDWARDS; RAPPLEYE, 2011; MIHU; NOSANCHUK, 2012).

O parasitismo de H. capsulatum no fagolisossomo é uma estratégia de sobrevivéncia
intracelular. No organismo do hospedeiro, conidios ou leveduras sdo imediatamente
envolvidos pelo fagossoma. Embora muitos patdgenos intracelulares possam manipular as
células hospedeiras, 0 mecanismo que influencia o resultado da infeccdo por Histoplasma nédo
inibe a fusdo do fagossoma com o lisossoma, isto é, a formacdo do fagolisossoma
(RAPPLEYE, 2014; MIHU; NOSANCHUK, 2012). Assim, o fungo € exposto a uma grande
quantidade de produtos oxidantes e enzimas degradativas provenientes do macrofago que
constituem as defesas do hospedeiro. O fungo pode adotar estratégias de sobrevivéncia para
se defender contra a acidificacdo intracelular, limitacdo de elementos essenciais incluindo
calcio e ferro. A superdxido desmutase extracelular também pode proteger leveduras de H.
capsulatum do streess oxidativo derivado do hospedeiro (RAPPLEYE, 2014; HOOLBROCK,
2013; MIHU; NOSANCHUK, 2012).

1.3.3 FORMAS CLINICAS

A histoplasmose apresenta uma grande variedade de manifestagdes e formas clinicas.
Para Zancopé-Oliveira e colaboradores (2013) estas estdo classificadas em nove: infeccéo
subclinica e/ou assintomatica, histoplasmose aguda, disseminada, disseminada aguda,
disseminada subaguda, disseminada cronica, oportunistica, pulmonar crénica, granulomatosa

e fibrose mediastinica.
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1.3.3.1 INFECCAO SUBCLINICA (ASSINTOMATICA)

Representa a principal forma clinica observada em pacientes imunocompetentes. Em
geral ndo ha presenca de sinais e sintomas clinicos, sendo esta diagnosticada por meio de teste
cutaneo com histoplasmina, evidéncias radiologicas como nodulos pulmonares, infiltrados ou

linfadenomegalias e através de reacdes soroldgicas (LA HOZ et al., 2013).

1.3.3.2 HISTOPLASMOSE AGUDA

As manifestacdes clinicas da forma aguda da doenca podem variar de acordo com a
faixa etaria do paciente, seu estado imunologico e a quantidade de particulas infectantes
inaladas. Em geral, acomete principalmente criancas de baixa idade e adultos acima de 55
anos de idade. Apresenta periodo de incubacdo de 10 a 18 dias em primoinfeccdo e de 3 a 7
dias em casos de reinfeccdo. Os principais sintomas sdo febre alta, cefaléia, tosse seca,
mialgia e astenia, dor retroesternal e insuficiéncia respiratoria. Os achados radioldgicos séo
discretos, apresentando o paciente pequenas areas de pneumonite em meio a infiltrado
intersticial difuso. Apds duas ou trés semanas os sintomas regridem e o foco pulmonar
primario evolui para cura espontanea com formacéo de pequeno nédulo encapsulado contendo
formas parasitarias residuais (SINGH et al., 2012).

Até 1985, ja haviam sido registrados 11 surtos de histoplasmose no Estado do Rio de
Janeiro, a maioria destes surtos estava associada a visitacdo de cavernas ou grutas, e a casas
cujos forros apresentavam contaminacdo por fezes de morcegos ou aves (PAULA; AIDE,
1985). Em 2009, este numero ja havia subido para 18 microepidemias, apenas no Rio de
Janeiro (AIDE, 2009).

1.3.3.3 HISTOPLASMOSE DISSEMINADA

A forma disseminada desta micose esta ligada a presenca de foco extrapulmonar e
extraganglionar progressivo. Em hospedeiros imunocompetentes, a mesma pode apresentar
evolucdo aguda, sub-aguda ou crénica, em geral associados a idade, ou assumir carater

oportunista em hospedeiros imunocomprometidos (GREGORY; LINDA, 2012).
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1.3.3.3.1 HISTOPLASMOSE DISSEMINADA AGUDA (TIPO INFANTIL)

Atinge de forma mais frequente criancas menores de dois anos de idade. Manifesta-se
por febre, irritabilidade, fadiga progressiva, perda de peso, tosse, dirréia, vomitos, anemia,
equimose, hepatoesplenomegalia, ictericia e linfadenomegalia, dentre outros. Os achados
radioldgicos apresentam lesGes sugestivas de infeccdo primaria ou quadro de pneumonia
intersticial. Costuma ser bem agressiva e, se ndo tratada rapidamente, o paciente pode evoluir
para o obito entre duas e cinco semanas (SIERRA, TORRES, 2013).

1.3.3.3.2 HISTOPLASMOSE DISSEMINADA SUBAGUDA (TIPO JUVENIL)

E observada principalmente em criancas e adolescentes. O paciente apresenta febre
moderada e intermitente, mal-estar, astenia, adinamia e emagrecimento progressivo. Sao
observadas lesbes focais destrutivas como lesfes cuténeas, osteoliticas, doenca ulcerativa
intestinal e meningoencefalite, dentre outras manifestacdes. E comum se observar hepato e
esplenomegalia e sinais de infeccdo primaria em exames radioldgicos. Pode evoluir para 6bito

em meses ou anos se 0 paciente ndo for tratado (SHAHANI, 2012).

1.3.3.3.3 HISTOPLASMOSE DISSEMINADA CRONICA (TIPO ADULTO)

Principal forma encontrada em adultos acima de 40 anos de idade. Manifesta-se pela
presenca de lesbes nas vias respiratorias e digestivas superiores. Possui evolucdo lenta,
acompanhada de febre baixa e intermitente, astenia e emagrecimento que pode regredir

espontaneamente. Em geral, ndo ha comprometimento pulmonar (ALAM et al., 2012).

1.3.3.4 HISTOPLASMOSE OPORTUNISTICA

Esta associada a pacientes com quadros de imunocomprometimento, sendo 0 mais
comum a aids. A infeccdo neste caso pode ser resultado de reativacdo de foco latente ou
exogena. Os principais sintomas sdo febre, tosse, dispnéia, hepatomegalia, esplenomegalia e
anemia, com infiltrado intersticial difuso em exames radiol6gicos. Em casos avangados,
podem ser observadas lesdes extrapulmonares em mdaltiplos érgdos como figado, baco,
intestinos, pele, linfonodos e outros. A maior dificuldade no tratamento esta associada aos

efeitos colaterais produzidos pelas drogas imunossupressoras utilizadas pelo paciente que por
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vezes se confundem aos sintomas da doenca. Se néo tratada rapidamente, ocorre evolucéo ao
Obito (ESCHER et al., 2012).

1.3.3.5 HISTOPLASMOSE PULMONAR CRONICA

Mais comum em pacientes do sexo masculino, acima dos 30 anos de idade e com
enfisema ou defeito anatdmico estrutural que favoreca a instalagdo de um foco inicial da
doenca. Ocorre producdo de material liquido nestes espacos que disseminam por via
broncogénica causando pneumonite, fibrose pulmonar progressiva e agravamento da doenca
pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) pré-existente. E facilmente confundida com tuberculose

pulmonar crénica. Nao apresenta evolucdo ao 6bito rapida (MORRIS; GARDENER, 2012).

1.3.3.6 GRANULOMATOSE E FIBROSE MEDIASTINICA

Sao decorrentes de reacdo inflamatdria e/ou fibroblastica anormal do paciente. Pode
ocorrer necrose caseosa a partir de reacdo inflamatdria intensa de lindonodos dos hilos
pulmonares, ou deposicdo de colageno formando massas mediastinais, também chamada
mediastinite fibrosante. Ambos podem causar compressdo da veia cava superior, artérias
pulmonares e brénquios. O diagnostico e a terapéutica nesta forma clinica séo dificultados e a
evolucdo incerta, porém pode evoluir para cura com fibrose e calcificagio (MCNEELEY et
al., 2012).

1.4 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnéstico clinico da histoplasmose baseia-se em aspectos clinicos, laboratoriais,
radioldgicos e epidemioldgicos. O diagnéstico laboratorial consiste de: exame direto e
histopatoldgico, cultura, técnicas imunolégicas e de biologia molecular (GUIMARAES et al.,
2006).

1.4.1 EXAME DIRETO

O exame direto representa uma técnica rapida, simples e de baixo custo para
visualizacio de estruturas parasitarias dos fungos. E realizada a pesquisa direta do fungo no
material biologico a fresco, a partir da deposi¢do do espécime clinico em lamina com uma

gota da solucéo clarificadora de hidroxido de potassio (KOH) a 10%. Ao microscépio optico
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sdo observadas leveduras ovais, unibrotantes. Entretanto, esta técnica apresenta baixa
sensibilidade quando aplicada ao diagndstico da histoplasmose, revelando um alto indice de
resultados falso-negativos e sendo necessario prosseguir o exame micoldgico com o cultivo
do espéecime clinico em meios de cultura especificos para se obter a confirmacéo diagnostica.
Entretanto, técnicas de coloragdo como Giemsa, Wright e Grocott utilizando esfrecos
sanguineos podem aumentar a sensibilidade na identificacdo do fungo pelo exame direto
(BAVA & TRONCOSO, 2013).

1.4.2 EXAME HISTOPATOLOGICO

A anélise histopatolégica é mais uma ferramenta auxiliar no diagnodstico da
histoplasmose. Através dela € possivel visualizar o fungo em parasitismo no tecido do
hospedeiro, bem como a reacdo inflamatoria tecidual. Os cortes histoldgicos para pesquisa de
H. capsulatum séo corados pela hematoxilina-eosina (HE), &cido periddico de Shiff (PAS) e
pelo método de impregnacdo pela prata Gomori-Grocott. A microscopia sdo visualizadas
células leveduriformes com corpusculo levemente basofilico, esféricas ou ovaladas,
delimitadas por um halo, nas preparagdes coradas por HE. Nas coloracfes de PAS e Gomori-
Grocott, a parede celular das leveduras é fortemente corada, facilitando a visualizagdo dos
elementos fungicos. Entretanto, estas técnicas podem gerar resultados falso-positivos na
presenca de outras espécies fungicas como Pneumocystis jirovecii, Candida glabrata e
Penicillium marneffei (WHEAT, 2003).

143 CULTURA

A cultura € considerada padrdo-ouro na confirmacdo do diagnostico da histoplasmose,
e se da pelo isolamento e identificacdo de H. capsulatum em meios especiais como Agar
Sabouraud e Mycosel, entre outros, incubados a 25°C durante 6 a 12 semanas. A evidéncia de
hifas hialinas septadas com macroconidios tuberculados e microconidios em diferentes
estagios evolutivos sugerem a identidade do fungo como H. capsulatum. Entretanto a
conversdo desta fase para a forma leveduriforme é necesséria, visto que fungos saprofitas do
género Chrysosporium podem apresentar estruturas de propagacéo semelhantes as produzidas
pelo agente da histoplasmose (ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2013). Para obtencio desta fase
devem-se fazer repiques da fase filamentosa da col6nia suspeita em meios enriquecidos, tais

como Agar sangue, Agar infusdo cérebro-coracao (BHI), ambos acrescidos de cisteina, e ML-
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GEMA (Muller Hinton, dextrose, L-cistina, Agar e gema de ovo) com incubagéo a 35-37°C.
Quando convertidos, observam-se coldnias glabras, lisas, branco-amareladas, apresentando a
microscopia, leveduras ovais, unibrotantes, de morfologia uniforme (ZANCOPE-OLIVEIRA
etal., 2011).

1.44 IMUNODIAGNOSTICO

Na auséncia ou ineficicia dos métodos micoldgicos, testes imunoldgicos apresentam-
se como instrumentos vitais para o diagndstico auxiliar da histoplasmose, pois avaliam direta
e indiretamente a existéncia do patégeno no hospedeiro, através da deteccdo de antigenos e
anticorpos, respectivamente. Imunodifusdo dupla de Ouchterlony (ID) e a reacdo de fixacédo
de complemento (RFC) tém sido os métodos de escolha na rotina de laboratérios de analises
clinicas (LINDSLEY, 2013). Entretanto, a ID, técnica altamente especifica, apresenta baixa
sensibilidade onde os anticorpos podem ndo ser detectaveis até 4 a 6 semanas ap0s O
aparecimento dos sintomas, fornecendo resultados falso-negativos (PIZZINI et al., 1999). A
RFC, embora mais sensivel que a ID, pode apresentar reatividade cruzada com soro de
pacientes infectados com B. dermatitidis, Coccidioides immitis e Paracoccidioides
brasiliensis (GUIMARAES et al., 2006).

Em pacientes com baixos titulos de anticorpos ou mesmo auséncia destes, podem ser
empregados testes imunolégicos para a detecgdo de antigenos, principalmente em pacientes
imunodeprimidos apresentando forma disseminada da doenca. Os antigenos glicoprotéicos H
e M séo considerados marcadores especificos para a doenca em atividade (DEEP, 1994).
Algumas técnicas vém sendo desenvolvidas e aprimoradas para a deteccdo de antigenos de H.
capsulatum, entre elas, ID, Western-blot (WB), radioimunoensaio (RIA), ensaio
imunoenzimatico (ELISA) sandwich, ELISA de inibicdo e de captura (GOMEZ et al., 1997;
HAGE et al., 2011; SCHEEL et al., 2009; WHEAT et al., 2002; WHEAT et al., 2007).

Tém-se demonstrado que ensaios imunoenzimaticos, tais como Western blot (PIZZINI
et al., 1999) e ELISA (SCHEEL, 2009; GUIMARAES et al., 2004) apresentam maior
sensibilidade do que a imunodifuséo e a reacdo de fixagdo de complemento na deteccdo de
anticorpos na histoplasmose.

Alguns estudos ainda em fase de avaliacdo tém sugerido a pesquisa de uma
glicoproteina, a proteina 4 de cultura filtrada (Cfp4), como potencial exoantigeno de H.

capsulatum para pesquisa em diagnostico laboratorial da histoplasmose. Testes realizados
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com soro humano de pacientes com histoplasmose foram capazes de detectar a presenca desta
glicoproteina (HOLBROOK et al., 2014).

1.45 DIAGNOSTICO MOLECULAR

Mais recentemente, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido utilizada para
amplificar sequéncias do gene do &cido ribonucleico ribossémico (RNAr) de H. capsulatum e
tem sido introduzida como uma ferramenta auxiliar para o diagnostico da infeccdo deste e de
outros fungos, principalmente se existem dificuldades para a realizacdo de culturas, quando o
fungo ndo pdde ser satisfatoriamente isolado. Foi desenvolvido uma PCR capaz de identificar
a proteina de 100-kDa especifica de H. capsulatum, HC100 PCR, o teste apresentou 100% de
sensibilidade e especificidade variou de 92,4 a 95,2% (BIALEK et al., 2002; MUNOZ et al.,
2010; MUNOZ-CADAVID et al., 2010). Foi avaliado também o desempenho de um PCR
aninhado para diagnostico laboratorial, a partir da amplificacdo do gene HC100, utilizando
DNA extraido de amostras de sangue. O mesmo apresentou uma sensibilidade de 89% com
especificidade de 96% para deteccdo de H. capsulatum (TORANZO, 2009).

Um PCR aninhado método desenvolvido para a extracdo de DNA flngico a partir de
amostras de sangue, com subsequente utilizacdo em um PCR aninhado.

Vaérias PCRs foram elaboradas para o diagnostico de histoplasmose bem como a PCR
em tempo real a partir da anélise do antigeno H, bem como de amostras de tecidos em
parafina, ambas com boa sensibilidade e especificidade (BRACCA et al., 2003; KOEPSELL
etal., 2012).

Um estudo multicéntrico comparativo entre diferentes protocolos de PCR demonstrou
que a PCR em tempo real para a regido ITS apresentou maior sensibilidade, especificidade e
reprodutibilidade quando comparado a uma PCR convencional ou aninhada (BUITRAGO et
al., 2013).

Scheel e colaboradores (2014) desenvolveram um PCR para deteccdo de H.
capsulatum em amostras clinicas de urina, através da técnica de amplificacdo isotérmica de
DNA mediada por loop (LAMP) e obtiveram 67% de sensibilidade, enquanto para isolados

extraidos de cultura esta mesma técnica apresentou 100% de sensibilidade e especificidade.

1.5 TRATAMENTO

O tratamento da histoplasmose deve ser avaliado de acordo com a forma clinica da

doenca e o0 estado imunologico do paciente. A grande maioria dos pacientes que apresenta a
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fase aguda da doenca ndo necessita de tratamento, pois em geral, a mesma apresenta regressao
espontanea dos sinais e sintomas (LA HOZ et al., 2013).

Dentre as opc¢des de farmacos disponiveis para o tratamento dos pacientes, sao
utilizados basicamente dois: o itraconazol e a anfotericina B. Embora a anfotericina B seja
uma droga mais eficiente por ser fungicida, o uso da mesma acarreta maior numero de efeitos
colaterais ao paciente, sendo ainda necessario que o doente seja hospitalizado para sua
administracdo. Em contrapartida, o itraconazol pode ser administrado ao paciente de forma
ambulatorial e com menos efeitos colaterais. Para casos de histoplasmose leve sugere-se 0 uso
de itraconazol como droga de escolha, ao passo que para casos de doenca moderada a severa
recomenda-se internacdo do paciente e administracdo de anfotericina B, além do
monitoramento da funcdo renal e contagem de células vermelhas regularmente (WHEAT,
2007).

Uma das dificuldades em se tratar pacientes com doencas fungicas reside no baixo
namero de antifungicos disponiveis na industria farmacéutica, bem como na dificuldade de se
padronizar testes de sensibilidade aos antifingicos para fungos filamentosos. Em estudo
recente realizado para avaliar a sensibilidade de isolados de H. capsulatum a antifingicos, foi
observada a possibilidade de se utilizar a fase filamentosa do fungo, tendo em vista a demora
em se obter a conversdo a fase leveduriforme. Os resultados revelaram uma concordancia
entre os resultados para fase filamentosa em compracédo a leveduriforme de 87 a 100% para
azélicos, 100% para anfotericina B e 96% para caspofungina (KATHURIA et al., 2014).
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2 JUSTIFICATIVA

A endemicidade de histoplasmose no Estado do Rio de Janeiro, principalmente sob a
forma disseminada em pacientes imunodeprimidos e as altas taxas de morbidade nessa regiéo
do Brasil, vem acarretando, como consequiéncias importantes, custos elavados com a
assisténcia médica (ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2013).

Como a histoplasmose ndo é uma doenca de notificagdo compulsoria e o diagnostico
laboratorial por vezes é inconclusivo, provavelmente, os casos da doenca sdo subestimados e
as areas endémicas mais extensas.

Nosso grupo tem se voltado para a caracterizacdo fenotipica e genotipica de H.
capsulatum isolados no Brasil e temos observado diferencas entre H. capsulatum isolados de
diferentes regides geograficas do pais (ZANCOPE-OILVEIRA, 2005b; MUNIZ et al., 2010).
Isto nos permite especular que fendtipos e gendtipos distintos estdo associados com as formas
clinicas da enfermidade nas areas endémicas. Também ja foi demonstrado que alguns fungos
apresentam diferencas na sua composicdo antigénica, sendo estas provavelmente devido a
peculiaridades filogenéticas destes microrganismos e deveriam ser consideradas no
diagndstico laboratorial da histoplasmose. Caracterizar perfis autdctones de H. capsulatum
nos permitird conhecer o fluxo de isolados no Estado do Rio de Janeiro e avaliar a
possibilidade de introducédo de perfis exdgenos oriundos de outras regides.

Micronichos de H. capsulatum foram demonstrados em diversas regides do mundo e
possivelmente estdo atuando como fonte de infecgdo para seres humanos e animais suscetiveis
(ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2013). Alguns estudos sobre diferencas fenotipicas e
genotipicas de isolados de H. capsulatum de diferentes regides geograficas contribuiram para
melhores esclarecimentos sobre as diferencas nas manifestacoes clinicas da doenca, como por
exemplo, o encontro de lesGes de pele associadas a forma disseminada principalmente em
pacientes com aids, provenientes do Brasil (KARIMI et al., 2002). Estes achados sugerem
assim, que as diferentes manifestacBes clinicas poderiam estar associadas a caracteristicas
particulares do fungo, porém, mais estudos sdo necessarios para avaliar se fatores
relacionados ao hospedeiro também estariam envolvidos.

E possivel que a variabilidade na caracterizacdo fenotipica, principalmente na
diferenciacdo entre fendtipos albino (A) e brown (B) de H. capsulatum possa ser importante
estratégia para explicar o comportamento endémico da histoplasmose no Brasil. Além disso,

podemos especular a possibilidade das técnicas de caracterizagao fenotipica serem capazes de
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auxiliar a obtencdo de um diagnostico mais rapido, e mais direcionado aos pacientes de nosso
estado.

Portanto, considerando, a magnitude que a histoplasmose vem atingindo no estado do
Rio de Janeiro e no Brasil, faz-se necessario maior conhecimento sobre os perfis desse fungo
baseado em caracteristicas fenotipicas com a finalidade de se identificar grupos polimérficos
de H. capsulatum, além de caracterizar cepas autoctones que possam ser consideradas cepas-
tipo do Estado, bem como identificar perfis exdgenos de outras regides, possivelmente

introduzidas em nossa regiao.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar fenotipicamente isolados de H. capsulatum oriundos do Estado do Rio de

Janeiro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Descrever caracteristicas morfolégicas e fisiolégicas de H. capsulatum em isolados
clinicos e ambientais provenientes do Estado do Rio de Janeiro.

Descrever a producdo de melanina nos isolados.

Descrever a producéo de urease nos isolados.

Correlacionar os diferentes achados fenotipicos dos isolados.

IR NERNERN

Propor cepas-tipo de Histoplasma capsulatum para o Estado do Rio de Janeiro.
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4 MATERIAS E METODOS

4.1 DESENHO DO ESTUDO

Estudo observacional, de natureza descritiva e quantitativa, de isolados clinicos e

ambientais de H. capsulatum.

4.2 AMOSTRAGEM

Trinta isolados de H. capsulatum provenientes do Estado do Rio de Janeiro previamente
isoladas e armazenadas na Colecdo do Setor de Diagnostico Micolégico do Laboratério de
Micologia (INI-Fiocruz) foram utilizados no estudo. As caracteristicas dos isolados estdo

listadas no quadro 1.



Quadro 1: Relacéo dos isolados de H. capsulatum do Rio de Janeiro incluidas neste estudo.
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Cepa
Ipec 22/11
Ipec 24/11
Ipec 25/11
Ipec 27/11

Ipec 01/12
Ipec 04/12

Ipec 05/12
Ipec 06/12
Ipec 07/12
Ipec 09/12
Ipec 11/12
20231
38874

39130
39439

42247
44938

46028

46176
46693
36 gal
RS 36
RPS 35
RPS 86

EP 02
CO 04

ITO1

T101
T105

IGS 4/5

Origem
Clinica
Clinica
Clinica

Clinica
Clinica
Clinica
Animal (gato)
Clinica
Animal (céo)
Clinica
Clinica
Clinica
Clinica
Clinica
Clinica
Clinica
Clinica
Clinica
Clinica
Clinica
Clinica
Animal (rato)

Ambiental

Ambiental
Ambiental
Ambiental

Ambiental

Ambiental
Ambiental

Ambiental

Material
Aspirado de medula 6ssea
Sangue
Sangue

Aspirado de medula 6ssea
Aspirado de medula 6ssea
Aspirado de medula 6ssea

Exsudato de lesdo
Aspirado de medula 6ssea
Bidpsia de linfonodo
Lavado broncoalveolar
Biopsia de pele
Raspado de leséo oral
Aspirado de medula 6ssea
Aspirado de medula 6ssea

Aspirado de medula Gssea

Sangue

Aspirado de medula 6ssea
Aspirado de medula 6ssea

Bidpsia de pele
Bidpsia de pele
Sangue
Figado e bago
Solo

Solo
Solo
Solo

Solo

Solo
Solo

Solo

Sexo
M

M
M
=

<

£ £ L 0 MmO

M n < M

O £ £ L

Ano
2011
2011
2011
2011

2012

2012

2012
2012
2012
2012
2012
2001
2012

2010

2011

2011
2012

2013

2013
2013
2013
1981
1983
1984

1981

1981

1981

1984

1984

1981

D: desconhecido
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4.3 FENOTIPAGEM

4.3.1 CARACTERIZACAO MACRO E MICROMORFOLOGICA DAS COLONIAS
FUNGICAS

Os isolados de H. capsulatum estavam sendo conservados em 6leo mineral e in natura
a 25 e 4°C e foram semeadas em duplicata em meio de PDA (Potato dextrose Agar, Difco
Laboratories), e incubadas a 25°C, para analise das caracteristicas morfoldgicas das colénias.
Caracteristicas fenotipicas como tipo de colonia (filamentosa ou leveduriforme), textura, cor e
producdo de pigmento foram primeiramente observadas. Posteriormente, foram realizadas
culturas em lamina utilizando meio PDA, incubadas a 25°C por 15 dias e coradas com
lactofenol  azul-de-algoddo (Sigma-Aldrich) para observacdo das caracteristicas

micromorfolégicas do fungo.

4.3.2 CAPACIDADE DE CONVERSAO MICELIO-LEVEDURA

Para verificacdo de dimorfismo foram realizados repiques das culturas em meio de
cultura para conversdo como ML-GEMA (2,1% de Muller-Hinton Broth, 1% de Agar, 2% de
dextrose, 0,2% de cisteina, 15 ml de gema de ovo) agar sangue de carneiro (10% de extrato de
carne, 10% de peptona caseina, 5% de cloreto de sédio, 15% de agar), BHI com cisteina
(17,5% de infusdo de cérebro-coracdo, 10% de peptona, 2,0% de glicose, 5,0% de cloreto de
sodio, 2,5% de fosfato dissodio, 15% de agar e 1% de cisteina) PYG com cisteina (0,5 %
peptona, 0,5 % extrato de levedura, 2 % glicose, 1,5% Agar) e incubados a 37°C. A avaliacao
da conversdo pelos isolados foi realizada de forma semiquantitativa, sendo atribuidas as
seguintes taxas de porcentagem: 0% se ndo houvesse conversdo de micélio para leveduras,
25% se houvesse presenca de muitas hifas e poucas leveduras, 50% se 0 nimero de ambas as
estruturas fosse equivalente, 75% para grande numero de leveduras e presenca de poucas hifas

e 100% para presenca de leveduras, apenas.

4.3.3 DETERMINACAO DA PRODUCAO DE UREASE

Para verificar a producdo de urease pelos diferentes isolados, as amostras do estudo
foram semeadas em caldo uréia de Christensen (CHRISTENSEN, 1946; KANE; FISCHER,
1971). Para a inoculagéo foram utilizadas suspensdes equivalentes a escala 2,0 de McFarland

de células leveduriformes de cada um dos isolados. Um volume de 500 uL das suspensdes foi
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inoculado em 4,5 mL de caldo uréia e os tubos foram incubados a 37°C. Ao final de sete dias
de incubacdo os tubos foram centrifugados ¢ um volume de 100 puL do sobrenadante
transferido para uma placa de 96 pogos com fundo chato. A absorbancia das amostras foi lida
em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 559 nm, o qual corresponde ao pico de
absorcdo de amostras positivas. Como controles, negativo e positivo, foram utilizados os
isolados Candida albicans ATCC 18804 e Cryptococcus neoformans ATCC 32045

respectivamente, segundo protocolo modificado desenvolvido por Christensen (1945).

4.3.4 DIFERENCIACAO EM FENOTIPO ALBINO E BROWN

Isolados de H. capsulatum na sua fase leveduriforme foram cultivadas em placas de
Sabouraud Modificado (MSAB) contendo 0,004% de roxo de bromocresol (BCP), utilizado
como indicador de pH em cultivo. As placas foram incubadas no escuro, entre 24 e 48 horas a
37°C. Os resultados obtidos foram avaliados através de observacao visual na mudanca da cor
da colbnia. Colénias que permaneceram brancas foram classificadas como albinas e as
coldnias que apresentaram coloracdo azulada com brilho metalico, como brown (BERLINER,
1973b).

4.3.5 CRESCIMENTO EM PH ACIDO E BASICO

Foram preparadas placas de MSAB em quatro diferentes pHs: 4,0; 5,5; 7,0 e 10,0. Um
inéculo pontual de cada isolado em sua fase miceliana foi realizado para todos os pHs e as
placas incubadas durante 7 dias a temperatura de 25 °C. Apos este periodo foi medido o
tamanho da colénia em centimetros com o0 uso de uma régua milimetrada (BERLINER,
1973a).

4.3.6 AVALIACAO DA PRODUCAO DE MELANINA

Para observar a melanizacdo de H. capsulatum, um fragmento de cada isolado na fase
filamentosa ap6s crescimento em Agar Sabouraud Dextrose (ASD) foi cultivado por in6culo
pontual em placas contendo Meio Minimo quimicamente definido (MM: 15,0 mM glicose,
10,0 mM MgSOQg4, 29,4 mM KH2PQOg4, 13,0 mM glicina, 3,0 mM tiamina, pH 5,5) e acrescido
de 2% de agar a 25°C durante 30 dias. Apds este periodo os isolados foram clasificados de
acordo com a cor da col6nia e a producdo de pigmento no reverso (NOSANCHUK et al,

2002). Para avaliar a capacidade de utilizagdo de substratos exdgenos no processo de
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producdo de eumelanina, os isolados também foram cultivados em MM com adi¢do de 1 mM
de L-DOPA (Sigma-Aldrich). As culturas foram mantidas no escuro para evitar a
fotopolimerizacdo. Apo6s 15 e 30 dias de incubacéo foi verificada a quantidade relativa de
melanina produzida pelas col6nias nesses diferentes meios de cultivo de acordo com a cor da
coldnia e producdo de pigmento no reverso, além da avaliagcdo por intensidade ou grau de
melanizacdo, conforme metodologia descrita por Almeida-Paes, na qual a avaliagdo na forma
visual: (-) para as coldnias fungicas que permaneceram brancas, (+) para as col6nias fungicas
em tom marrom claro, (++) se a coloracdo das coldnias fosse marrom escura ou (+++) se as
coldnias assumissem coloracdo negra apds 15 ou 30 dias de incubagdo (ALMEIDA-PAES,
2012a). Para avaliar a producdo de piomelanina, os isolados foram semeados na fase
leveduriforme em frascos contendo meio Ham-F12 (Gibco) e incubados em estufa com
agitacdo de 150rpm a 37°C durante 14 dias, e também inoculados frascos com Ham-F12
acrescidos de 10 mM de L-tirosina (Sigma-Aldrich). A avaliagdo da produgéo de pigmento foi
realizada por leitura em espectrofotdmetro com filtro de 340nm, apds centrifugacdo das
culturas a 1050 x g por 10 minutos, com retirada de 100 pl do sobrenadante e adi¢do a placa
de ELISA de 96 pocos (ALMEIDA-PAES, 2012b).

4.3.7 PESQUISA DE EXOANTIGENOS

4.3.7.1 PRODUCAO DE EXOANTIGENOS

Um fragmento miceliano de aproximadamente 3 mm? dos isolados de H. capsulatum
foi transferido para um frasco contendo 15 ml de BHI (Brain Hearth Infusion - DIFCO)
liquido, e incubado com agitacdo a 150 rpm por 7 dias a 25°C em estufa, sendo adicionado
100 ul de timerosal no 6° dia de incubagdo. Apds este periodo, as culturas foram centrifugadas
1050 x g por 10 minutos, e o sobrenadante concentrado 50 x utilizando o concentrador
Amicon Minicon Macrosolute B 15 (Amicon Co.). O produto final foi armazenado sob

refrigeracdo e posteriormente analisado pelas técnicas ID e WB.

4.3.7.2 ANALISE DE EXOANTIGENOS POR IMUNODIFUSAO DUPLA

Os productos concentrados 50X obtidos na fase anterior foram adcionados a laminas

cobertas com gel de agarose. Para cada reacdo foi utilizado soro-padrdo e antigeno-padrdo
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especificos para os antigenos H e M. As laminas foram incubadas em camara Umida e
posteriormente coradas com Azul de Comassie (Sigma-Aldrich) para avaliar a presenca de
linha de precipitacdo nas laminas (STANDARD; KAUFMAN, 1976).

4.3.7.3 ANALISE DE EXOANTIGENOS POR WESTERN-BLOT

Pela técnica de Western-blot, estes concentrados foram submetidos a uma eletroforese
em gel de poliacrilamida a 10% utilizando um peso molecular (Invitrogen LC5925) e como
antigeno padrdo histoplasmina purificada e tratada e antissoros homdlogos de coelho. Apds a
eletroforese foi realizada a transferéncia das proteinas para uma membrana de nitrocelulose,
bloqueio de ligacbes inespecificas, incubacdo com antissoro de coelho e revelagdo com
peroxidase (REISS et al., 2000).

4.3.8 PLANO DE ANALISE

Foi utilizada para analise dos resultados, estatistica descritiva basica (médias,
mediana, moda, valores maximos e minimos), e graficos foram construidos utilizando o

software Prism 5.0. Célculos foram realizados utilizando o software SPSS 16.0.

4.3.9 ANALISE DE FENOTIPOS IDENTICOS

A partir da correlacdo entre todos os resultados fenotipicos, os isolados serdo
avaliados a fim de se obter dentre eles, aqueles que apresentem o mesmo perfil fenotipico, e

gue possam ser considerados cepas-tipo do estado.
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5 RESULTADOS

A analise de todas as metodologias empregadas para a fenotipagem dos isolados
demonstrou que, na analise morfologica das col6nias, houve predominancia de isolados de cor
branca e aspecto cotonoso. A presenga de micro e macronidios foi observada em 25 dos 30
isolados. Na classificacdo em fenotipo albino ou brown, apenas dois isolados, 38874 e TI01
foram classificados como albinos. Com excecdo de um isolado que apresentou baixa
capacidade de conversdo, todos foram capazes de converter ao menos 50% das células a fase
leveduriforme e apresentaram alta producdo de urease. Quanto a produgdo de melanina, 0s
isolados foram capazes de produzir melanina DHN e piomelanina, em fase filamentosa e
leveduriforme, respectivamente. A andlise de exoantigenos apresentou maior sensibilidade
pela técnica de Western-blot quando comparada com a imunodifusdo dupla, apenas dois
isolados (20231 e Ipec 09/12) foram negativos no Western-blot, enquanto apenas um isolado
(46176) foi positivo pela imunodifusdo. Os isolados apresentaram melhor crescimento em pH
neutro (7,0) e alcalino (10,0), ao passo que tiveram crescimento reduzido ou inibido em pHs
mais baixos. Os resultados de todas as técnicas, para todos os isolados, estdo listados no

anexo A, com excecao dos resultados obtidos no crescimento em pH &cido e basico.

5.1 CARACTERIZACAO MACRO E MICROMORFOLOGICA

Na avaliacdo dos aspectos macromorfologicos dos isolados, foi possivel observar
variacgoes de cor entre as col6nias micelianas, que variaram de brancas a marrom com aspecto
algodonoso ou glabro. A andlise destes aspectos permitiu classificar os isolados em 14
colbnias de cor branca (46%). Entre estes 12 apresentavam aspecto cotonoso. Todas as
colbnias restantes (n=18) apresentavam aspecto glabro com variacdo de cor. Doze coldnias
(Ipec 22/11, lIpec 24/11, Ipec 25/11, Ipec 27/11, Ipec 01/12, Ipec 05/12, Ipec 06/12, Ipec
07/12, Ipec 09/12, 20231, 42247, 44938) foram bege e 4 colbnias (46028, 46176, 46693 e 36
gal) de cor marrom. Figura 1 é representativa de todas estas caracteristicas (Figura 2A, 2B e
2C). Todos os isolados apresentaram reverso com pigmentacdo marrom apés 21 dias de
cultivo em PDA a 25°C (Figura 2D).
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Figura 2: Imagem representativa dos aspectos macromorfoldgicos da fase filamentosa.
A: Col6nia de cor branca e aspecto algodonoso; B: coldnia bege e glabra; C:col6nia marrom e
glabra; D: pigmentacdo no reverso do tubo).

Para a fase leveduriforme ndo foi observada a variacdo de tons nos isolados. As
colbnias apresentaram coloracdo bege e aspecto Umido apds 14 dias de incubacdo em meio
ML-GEMA a 37°C (Figura 3A), com excecdo de um isolado que apresentou aspecto

filamentoso apds este periodo (Figura 3B).

Figura 3: Imagem representativa dos aspectos
macromorfologicos da fase leveduriforme: A - Col6nia
representativa dos isolados na cor creme e de aspecto
Umido. B — Colbnia de coloragdo creme e aspecto
filamentoso.
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A micromorfologia dos isolados foi avaliada ap6s a realizacdo da técnica de
microcultivo em lamina e coloragdo com azul de algodédo para a fase filamentosa. Dentre 0s
30 isolados, 25 apresentaram hifas hialinas, septadas com presenca de macro e microconidios
(Figura 4A) a microscopia oOptica enquanto que 5 isolados (38874, 39130, RS36, RPS86 e
TI05) exibiram hifas hialinas, presenca de microconidios e auséncia de macroconidios (Figura
4B).

Figura 4: Micromorfologia da fase filamentosa dos isolados de H. capsulatum do Estado do Rio de
Janeiro. A: coldnia com hifas hialinas septadas, macro e microconidios. B: coldnia apresentando hifas
hialinas septadas com microconidios presentes e auséncia de macroconidios. Aumento de 100x e 40X,
respectivamente.

A micromorfologia da fase leveduriforme foi verificada através da confeccdo de
laminas coradas com lactofenol azul-de-algoddo apds o crescimento das colénias em meio
ML-GEMA por 14 dias a 37°C. Dos 30 isolados, 29 apresentaram leveduras unibrotantes, e

um isolado apresentou estruturas micelianas com presenca de raras leveduras.

Figura 5: Micromorfologia da fase leveduriforme dos
isolados de H. capsulatum do Estado do Rio de Janeiro:
leveduras unibrotantes.
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5.2 CONVERSAO MICELIO-LEVEDURA

Para avaliar a capacidade dimorfica dos isolados, fragmentos de micélio previamente
crescidos em PDA a temperatura de 25°C foram inoculados em meio ML-GEMA e a
temperatura de incubacdo alterada para 36°C a 37°C, condigdo necessaria para realizacdo do
dimorfismo pelo fungo. Apds 15 dias foram confeccionadas ldminas, que foram coradas com
lactofenol azul-de-algodao. Foi realizada uma primeira avaliacdo semiquantitativa, baseada na
presenca de leveduras e hifas, com resultado expresso em porcentagem. Para colénias que
apresentaram apenas leveduras (n=18) foi considerada uma taxa de 100% de conversao
(Figura 6A); colbnias com grande numero de leveduras e poucas hifas (n=9), 75% de
conversdo (Figura 6B); se a distribuicdo de leveduras e hifas fosse semelhante (n=2), 50% de
conversdo (Figura 6C); para coldnias com muitas hifas e poucas leveduras (n=1), 25% (Figura

6D). Os resultados obtidos nesta avaliacdo sdo apresentados na figura 6 e no grafico 1.

Figura 6: Avaliacdo de conversdo micélio-levedura nos isolados de H. capsulatum. A:
isolado com 100% de conversdo, B: isolado com 75% de conversdo, C: isolado com 50% de
conversao e D: isolado com 25% de conversao.
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025% conversao (1)

B 50% conversao (2)

[075% conversao (9)

M 100% conversao (18)

Grafico 1: Porcentagem de converséo micélio-levedura nos isolados de H. capsulatum incluidos no estudo.

5.3 AVALIACAO DA PRODUCAO DE UREASE

Apds o cultivo de uma suspensdo de 500 pl de leveduras em caldo uréia de
Christensen durante 7 dias a 37°C foi realizada a centrifugacdo das amostras e aliquotas de
100 pl adicionadas em placas de 96 pocos de fundo chato. A leitura foi realizada em
espectrofotdbmetro com filtro de 559 nm. Em cada incubacdo e leitura foi utilizado um
controle positivo (C. neoformans ATCC 32045) e negativo (C. albicans ATCC 18804).

Inicialmente os isolados foram classificados de forma qualitativa como produtores de
urease através da verificacdo de alteracdo de pH nos meios de cultivo, capazes de alterar a cor
do meio de amarelo para rosa. Com base neste aspecto, todos os isolados foram classificados
como positivos, pois foram capazes de modificar a cor do meio, de amarelo para rosa. A
analise visual apresentou variacoes de intensidade de cor de acordo com a producédo de urease
pelo isolado, sendo os tons mais claros correspondentes a isolados com baixa producédo e os
tons mais escuros associados a isolados fortes produtores. A figura 7 ilustra os resultados

encontrados nesta andlise.
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C(+) C(-) RPS86

Figura 7: Imagem representativa da analise qualitativa da producdo de urease.
Controle positivo - C(+): C. neoformans e controle negativo - C(-): C. albicans.

Através da andlise quantitativa, foi possivel determinar a média dos controles e das
amostras, a saber: o controle positivo apresentou média de densidade dptica (D.O) de 1,027 e
a leitura de D.O do controle negativo foi de 0,111. A variacdo de D.O nos 30 isolados foi de
0,16 a 1,054, com uma mediana de 0,697. Os isolados foram classificados quanto a producao
de urease da seguinte maneira: fraco produtor (D.O. = 0,160-0,474), médio produtor (D.O. =
0,475-0,788) e forte produtor (D.O. = 0,789-1,102). O grafico 2 apresenta os resultados deste
experimento para todos os isolados. Apenas um isolado (RPS 86) apresentou baixa leitura de

D.O. sendo esta de 0,160 e foi classificado como baixo produtor de urease.
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Gréfico 2: Quantificacdo da producéo de urease através da distribuicdo
das leituras de D.O dos isolados de H. capsulatum do Rio de Janeiro.
C.a: Candida albicans (controle negativo) e C.n: Cryptococcus
neoformans (controle positivo)

5.4 DIFERENCIACAO EM FENOTIPO ALBINO E BROWN

A classificacdo dos 30 isolados em albino e brown foi realizada na fase leveduriforme
de acordo com metodologia proposta por Berliner em 1973. Foi observada a mudanca de cor
da colbnia para azul metalica apés o periodo de incubacdo de 48 horas em meio MSAB
contendo o corante roxo de bromocresol em 28 destes isolados, sendo assim classificadas
como fenotipo brown. Em dois isolados (38874 e T101) a cor da col6nia permaneceu branca e

foram identificadas como fenétipo albino. A figura 8 apresenta os dois fen6tipos observados.

B

Figura 8: Imagem representativa da avaliacdo de fendtipos albino e brown. A:
coldnia leveduriforme de coloragdo azulada e com brilho metalico (brown), n=
28. B: coldnia leveduriforme de coloragéo branca (albino), n= 2.
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5.5 CRESCIMENTO EM PH ACIDO E BASICO

Os isolados de H. capsulatum foram inoculados em placas de Sabouraud com quatro
diferentes pHs: dois pHs acidos (4,0 e 5,5), um pH neutro (7,0) e um pH bésico (10,0). Apo6s o
periodo de incubacdo de sete dias foi possivel observar crescimento dos isolados em todos 0s
valores de pH avaliados, com crescimento 6timo nos valores 7,0 e 10,0, ao passo que todos 0s
isolados tiveram o crescimento reduzido quando inoculados em pH 5,5 e 12 isolados foram
inibidos em pH 4,0 (Ipec 22/11, Ipec 27/11, Ipec 04/12, Ipec 07/12, Ipec 09/12, 44938, 46693,
RPS 86, CO4, Igs 4/5, Tl1 01, Tl 05). A analise do crescimento das colbnias apresentou
nameros que variaram desde isolados sem crescimento a isolados que cresceram 4,0 cm de
diametro em placa. A tabela 1 apresenta os dados estatisticos do crescimento dos isolados em
centimetros, o pH 4,0 foi o Unico que apresentou isolados com auséncia de crescimento e em
pH 7,0 foi observado o maior crescimento em centimetros (4,0). As maiores médias e

medianas observadas (1,5) foram nos pH’s 7,0 ¢ 10,0.

Tabela 1: Crescimento de isolados de H. capsulatum em diferentes niveis de pH.

CRESCIMENTO DAS COLONIAS (CM) NOS
VALORES DE PH

PARAMETROS pH 4,0 pH 5,5 pH 7,0 pH 10,0
ESTATISTICOS

MEDIANA 0,5 1,0 1,5 1.5
MODA 0,5 1,0 1,5 1,5
VALOR MINIMO 0,0 0,5 1,0 1,0
VALOR MAXIMO 1,5 1,0 4,0 2,0

5.6 AVALIACAO DA PRODUCAO DE MELANINA

Na avaliagdo da producdo de melanina pelos isolados, foram analisados os seguintes

tipos de melanina: melanina DHN, eumelanina e piomelanina.
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5.6.1 MELANINA DHN

Ap0s o crescimento dos isolados em meio MM durante 30 dias, foi observado que 14
colbnias apresentaram coloracdo branca sem pigmento no reverso, 10 col6nias foram brancas

com pigmento marrom no reverso, e 6 colonias apresentam cor bege e reverso marrom.

1 Meio Minimo: 14 coldnias brancas com reverso sem pigmento
10 colbnias brancas com reverso marrom

6 col6nias bege com reverso marrom

5.6.2 EUMELANINA

Para determinar se os isolados de H. capsulatum seriam capazes de produzir eumelanina,
estes foram inoculados em placas de MM acrescidas de L-DOPA e incubadas no escuro por
30 dias a 25°C. Apds 15 e 30 dias foi realizada a leitura das placas, e os resultados
demonstraram que houve estimulo na producdo de melanina com a adi¢do de L-DOPA,
apenas nos isolados (Ipec 22/11, 20231, 46028, 46176, 46693 e 36Gal) que j& haviam
produzido melanina sem a adicdo deste precursor. Visualmente, foi observado que a
pigmentacdo no reverso de 16 coldnias passou de marrom a negro. Utilizando a classificacao
prevista anteriormente, apenas 6 col6nias apresentaram coloracdo bege em MM + L-DOPA e
foram positivas para a producéo de eumelanina, 10 colbnias apresentavam coloragdo marrom

no reverso, mesmo em col6nias de cor branca. A classificacdo dos isolados segue abaixo:

e MM + L-DOPA: 14 colbnias brancas com reverso sem pigmento
10 colbnias brancas com reverso negro

6 colbnias bege com reverso negro

Alguns dos aspectos visuais das coldnias inoculadas em ambos 0s meios estdo

representados na Figura 9.
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Figura 9: Producdo de melanina DHN e eumelanina em isolados de H.
capsulatum. A: uma col6nia em MM apds 30 dias, frente e reverso. B:
coldnia em MM + L-DOPA apresentando caracteristicas semelhantes.

5.6.3 PIOMELANINA

Para esta andlise, um inoculo realizado com alca calibrada de 10 pl de leveduras de
cada isolado foi adicionado a frascos contendo meio Ham’s F-12 e L-tirosina. Os frascos
foram incubados a temperatura de 37°C em estufa com agitagdo de 150 rpm durante 14 dias.
ApoOs este periodo, a andlise visual revelou colbnias que ndo apresentaram pigmentagdo no
meio de cultura liquido e colénias com pigmentacdo variando de tons de marrom a negro,

conforme apresentado na figura 10.



Figura 10: Producdo de piomelanina em isolados de H. capsulatum. A
variacdo de pigmentacdo revelou desde isolados com baixa producdo de
pigmento (46176, D.O = 0,500), isolados capazes de produzir pigmento de
cor marrom (46028, D.O = 1,089) e isolados que produziram pigmento de
cor negra (Ipec 01/12, D.O = 2,126).
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Gréfico 3: Producdo de piomelanina em isolados de H. capsulatum do Rio de
Janeiro: Leituras de D.O de sobrenadantes de cultura de H. capsulatum
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A leitura de D.O da fase leveduriforme foi realizada em todos os 30 isolados. A

variacdo de D.O entre eles foi de 0,201 a 2,218, sendo a mediana 0,920. A leitura do branco
foi 0,161.
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5.7 PESQUISA DE EXOANTIGENOS

A utilizacdo da técnica de imunodifusdo dupla na pesquisa de exoantigenos com
sobrenadantes de cultura concentrados apresentou reacdo positiva em apenas um isolado, com
presenca de linha de identidade com o antigeno M (Figura 11). A partir destes resultados, foi
efetuada a anélise de exoantigenos a partir da técnica de Western-blot (WB) que apresentou
reacao positiva para 28 isolados, sendo 22 para antigeno M, apenas, e seis para H e M. Esta
metodologia se mostrou mais sensivel que a imunodifusdo. Os resultados estdo resumidos no

fluxograma abaixo.

Figura 11: Fluxograma comparativo entre imunodifusdo dupla e Western-blot
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Figura 12: Imagem representativa de western-blot para amostras de H.
capsulatum. As amostras de 1, 3, 4 e 5 apresentam banda na altura de
94kDa, corresponente ao peso do antigeno M de H. capsulatum e amostra 2
apresenta também uma banda de 120 kDa, caracteristica do antigeno H.

Linha M

Figura 13: Imunodifusdo em gel de agarose. Isolado
46176 apresentando linha de precipitagdo M.
SP: soro padrdo; AP: antigeno padrdo

5.8 ANALISE DE FENOTIPOS IDENTICOS

Na analise global de nossos resultados foi verificado que 4 isolados (lgs 4/5, CO4,
EP02 e RPS 35) obtidos de solo de diferentes regides geogréaficas do estado do Rio de Janeiro,
bem como uma cepa clinica (Ipec 04/12) apresentaram fenotipos idénticos sugerindo que este

fendtipo poderia ser considerado tipo caracteristico do Estado do Rio de Janeiro.
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6 DISCUSSAO

Os dados literarios (PINE, 1960) sobre a classificacdo morfoldgica de isolados de H.
capsulatum apresentam resultados semelhantes aos que encontramos neste estudo. Dentre os
30 isolados, 25 apresentaram caracteristicas morfolégicas classicas no que diz respeito a cor e
aspecto das colonias, e presenca de estruturas fangicas micelianas, como hifas hialinas
septadas, macroconidios tuberculados, microconidios e a capacidade de conversdo a forma
leveduriforme. Dentre os isolados, apenas cinco ndo apresentaram macroconidios a
microscopia, sendo nestes isolados observadas apenas hifas hialinas e microconidios.

Poucos sdo os estudos realizados para classificagdo dos fendtipos de H. capsulatum
em albino ou brown. Tewari em 1972 observou que o fendtipo brown demonstrava ser mais
virulento quando em experimenta¢do animal com camundongos. Berliner, (1973Db), analisou
diferentes meios de cultivo adicionados de diferentes indicadores de pH, e com o uso de cepas
de referéncia avaliou as melhores condicdes para evidenciar e distinguir os fenétipos de H.
capsulatum na fase leveduriforme em albino e brown. No presente estudo, foi observada uma
maior prevaléncia do fen6tipo brown, uma vez que este fenétipo corresponde a isolados com
grande nimero de macro e microconidios, perfil morfolégico observado em 25 dos 30
isolados do estudo, corroborando com os dados da literatura quanto a classificacdo dos
fenotipos em albino e brown (BERLINER, 1973b). Em nossa avaliacdo, pudemos associar a
caracterizacdo do fenoétipo albino com a baixa producdo de melanina, os dois isolados
classificados como albinos foram negativos para a producdo de eumelanina, bem como
também apresentaram baixa producdo de melanina DHN e piomelanina.

Quanto a capacidade de isolados de H. capsulatum crescerem em diferentes valores de
pH, os resultados obtidos no estudo sdo semelhantes aos do trabalho realizado por Berliner
(1973a). Estes dados demonstram que o fungo é capaz de crescer também em situacdes
variadas quanto a esse tipo de condicédo. E que, de fato, a melhor faixa para seu crescimento €
aquela correspondente a encontrada tanto no solo quanto no interior do organismo humano. O
pH do solo enriquecido com compostos nitrogenados é o ideal para o crescimento de H.
capsulatum. Um estudo avaliando prevaléncia e distribuicdo de fungos em solos na india,
identificou a presenca de H. capsulatum em solos com ph 7,5 e 9,0 (JAIN et al., 2012). J4 o
valor de pH sanguineo normal esta entre 7,35 e 7,45 (MOTA; QUEIROZ, 2010). Desta
forma, os resultados obtidos nesta analise corroboram com aqueles descritos na literatura
(BERLINER, 1973a).
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A pesquisa de exoantigenos é uma ferramente Gtil para a caracterizacéo de isolados de
H. capsulatum através da identificacdo dos antigenos H e M do fungo. Esta andlise
também pode ser utilizada no diagnostico laboratorial da histoplasmose, através da pesquisa
de anticorpos em amostras de soro dos pacientes de casos suspeitos. A imunodifusdo dupla,
técnica desenvolvida por Ouchterlony em 1953, pode ser utilizada tanto para a pesquisa de
antigenos quanto de anticorpos de H. capsulatum (OUCHTERTLONY, 1953). Standard e
Kaufman (1976) avaliaram a presenca de exoantigenos em isolados de H. capsulatum através
da imunodifusdo dupla e obtiveram uma sensibilidade de 100%. Alguns estudos
desenvolvidos posteriormente, também apontaram a pesquisa de exoantigenos como uma
ferramenta rapida, de facil execucdo e alta sensibilidade para caracterizacdo de isolados de H.
capsulatum (DISALVO, 1980; PADHYE, 1992). Em nossa avaliacdo, pudemos evidenciar
que, diferente dos trabalhos relatados anteriormente, para a pesquisa de antigenos de H.
capsulatum a partir de culturas fangicas, a técnica de imunodifusdo dupla ndo apresentou boa
sensibilidade na caracterizacdo dos exoantigenos. Apenas um isolado apresentou linha de
precipitacdo correspondente ao antigeno M. Em contrapartida, ao utilizar o método de
Western-blot para a caracterizacdo dos exoantigenos, 28 isolados apresentaram reacgdo
positiva, 22 isolados positivos para o antigeno M e seis apresentavam ambos os antigenos, H
e M. Estes dados estdo de acordo com o trabalho publicado por Reiss e colaboradores (2000),
que observaram que métodos imunoldgicos como o Western-blot podem aumentar a
sensibilidade na deteccdo de exontigenos de H. capsulatum. Apenas dois isolados
apresentaram reacdo negativa pelo Western-blot, entretanto, ambos apresentaram presenca de
macro e microconidios em microcultivo, bem como capacidade de conversdo in vitro. Neste
caso, sucessivos repiques por longo periodo destes isolados podem ter interferido na
capacidade de producéo de exoantigenos.

A necessidade de conversdo da fase filamentosa de H. capsulatum a fase
leveduriforme é reconhecida como obrigatéria para a confirmacdo do diagndstico da
histoplasmose (NEMECEK et al., 2006). Meddoff em 1986 observou que cepas incapazes de
converter a fase leveduriforme tornavam-se avirulentas (MEDDOFF, 1986). De forma
semelhante, neste trabalho foi possivel observar a ocorréncia de um isolado que apresentou
baixa conversdo a fase leveduriforme quando incubado a temperatura de 37°C. Este mesmo
isolado apresentou caracteristicas discrepantes dos demais quando submetido a execucgéo de
testes que dependiam da obtengéo de leveduras para sua execucdo como producgéo de urease e

melanina, apresentando resultados significativamente mais baixos que os demais. No entanto,
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este isolado apresentou reacdo positiva para a pesquisa do antigeno M de H. capsulatum, na
técnica de Western-blot.

Diferente de outros fungos patogénicos, como Cryptococcus neoformans, por
exemplo, que ja teve a producdo de urease confirmada como um fator de viruléncia, estudos
sobre a producdo de urease em H. capsulatum s&o escassos. Segundo De Hoog (2000) apenas
H. capsulatum var. capsulatum seria capaz de produzir urease in vitro. Entretanto, em 2003,
Sharmin e colaboradores avaliaram a producao de urease em 50 isolados de H. capsulatum,
dentre eles 40 de H. capsulatm var. capsulatum, cinco de H. capsulatum var. duboisii e cinco
de H. capsulatum var. farciminosum. Todos os 50 isolados foram capazes de degradar a uréia
quando cultivados em caldo uréia de Christensen (SHARMIN, 2003). Sendo assim, 0s
resultados obtidos em nossa avaliagdo coincidem com aqueles observados por Sharmin e
colaboradores, uma vez que todos os isolados do presente estudo foram positivos no teste
qualitativo de producdo de urease. Apenas o isolado RPS 86 apresentou baixa producdo de
urease, embora tenha sido capaz de virar o indicador de pH para rosa. Porém em nossa
avaliacdo utilizamos a fase leveduriforme do fungo, e ndo a filamentosa, 0 que necessita a
conversdo in vitro do fungo, e este isolado ndo apresentou conversdao completa, resultando
num baixo nimero de leveduras para o preparo do inoculo. A viruléncia destes isolados ndo
foi testada para que pudesse ser comparada aos achados de Sharmin que ndo observou
correlacdo entre patogenicidade e producdo de urease ao utilizar sete isolados ap6s conversao
em inoculacdo animal. Porém, acreditamos poder encontrar alguma correlacdo em estudos
futuros, pois os isolados que apresentaram alta producdo de urease, também produziram
melanina em maior quantidade, e a melanina ja é um fator de viruléncia reconhecido em
diversas espécies fungicas. Assim como a producdo de urease representa um fator de
viruléncia em fungos como C. neoformans e C. posadasii, sugerimos a possibilidade de que a
urease possa estar ligada ao aumento de viruléncia também em H. capsulatum.

Um dos fatores de viruléncia mais estudado em fungos sdo as melaninas. Sao
inimeros os trabalhos relatando a producéo e efeito protetor em diversos modelos fungicos
(PAGANO; DHAR, 2015). Com relacdo a producdo de melanina DHN, analisando a cor da
colébnia macroscopicamente na fase filamentosa, apenas seis isolados apresentaram
pigmentacdo na colbnia (cor bege) e 16 foram capazes de produzir pigmento marrom no
reverso da col6nia quando cultivados em MM apos 30 dias. Sendo assim, os dados sugerem
de H. capsulatum seriam capazes de produzir pigmento independente da adi¢édo de compostos
externos, porém, para isto seria necessaria a extragdo de pigmento em todos os isolados, a fim

de analisa-los e classifica-los corretamente como um tipo de melanina. Estudos previamente
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realizados com isolados de H. capsulatum, demonstraram que a presenca deste tipo de
pigmento estd localizada nos conidios do fungo (NOSANCHUCK et al., 2002), em nosso
estudo observamos que isolados que apresentavam macroconidios, também foram produtores
de melanina DHN (n=16), e todos os isolados com auséncia de macroconidios néo
apresentaram producdo visivel deste tipo de melanina (n=5). Entretanto, nove isolados
apresentaram dados discrepantes nesta analise, pois apresentavam presenca de macroconidios
e auséncia na producéo de melanina DHN visualmente quando cultivados em meio de cultura.
No entanto, a analise visual ndo representa uma metodologia suficiente para confirmar a
producéo de melanina pelos isolados, sendo necesséaria nestes isolados realizar futuramente a
extracdo de melanina a partir dos conidios para confirmar a presenca de melanina DHN nos
mesmos.

Avaliando a producdo de eumelanina em isolados de H. capsulatum. Nosanchuck e
colaboradores em 2002 demonstraram através de experimentos in vitro e in vivo, que o fungo
é capaz de produzir eumelanina através da via L-DOPA tanto na fase filamentosa, quanto
leveduriforme (NOSANCHUCK et al., 2002). No mesmo ano, estudo realizado com isolados
melanizados de C. neoformans e H. capsulatum demonstrou que a presenca do pigmento
confere maior protecdo as células fungicas contra a acéo de antifungicos como anfotericina B
e caspofungina (VAN DUIN et al., 2002). Em nosso trabalho, os resultados desta avaliagédo
foram semelhantes a producao de melanina DHN, pois também foi verificada a pigmentagéo
de cor bege na col6nia em seis isolados e producdo de pigmento no reverso de 16 isolados.
Entretanto, a adicdo de L-DOPA ao meio de cultura (MM) foi capaz de estimular a producéo
de pigmento nos isolados que ja apresentavam pigmentacdo no reverso da coldnia. Nestes
isolados a coloragdo no reverso da colbnia passou de marrom a negra. A cor das colbnias,
entretanto, ndo sofreu modificacdo, col6nias brancas permaneceram brancas e coldnias de cor
bege permaneceram bege. N&o avaliamos, no entanto, a producdo de eumelanina em
leveduras, mas apenas na fase filamentosa.

Estudos recentes tém verificado ainda que diversos fungos sdo capazes também de
produzir um tipo de melanina soltvel, a partir da disponibilidade de L-tirosina, a piomelanina.
Modelo experimental com Aspergillus fumigatus demonstrou a capacidade do mesmo em
produzir piomelanina (SCHMALER-RIPCKE et al., 2009). Almeida-Paes e colaboradores em
2012 avaliaram a producdo de piomelanina em isolados de Sporothrix schenckii, S.
brasiliensis e S. globosa e observaram que células produtoras de piomelanina eram menos

susceptiveis a acdo da radiagdo ultravioleta e a compostos oxidativos nitrogenados
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(ALMEIDA-PAES et al., 2012). Nosso trabalho traz a primeira avaliacdo de producdo de
piomelanina em isolados clinicos e ambientais de H. capsulatum.

A caracterizacdo fenotipica visando a aplicacdo de alguns isolados/cepas de
microrganismos em estudos taxonémicos e producdo de reagentes para serem utilizados no
diagnéstico microbiolégico é um dos fatores preponderantes nos estudos que avaliam
fendtipos e/ou genotipos, uma vez que variagdes intra-especificas sdo enormes em organismos
eucariotos. Tem-se demonstrado que hd uma grande variabilidade inter-laboratorial no
diagnostico imunolégico da paracoccidioidomicose (BATISTA et al., 2009; VIDAL et al.,
2014) uma vez que a maioria dos ensaios sdo realizados com antigenos e anticorpos
produzidos in house onde se demonstrou que a preparacao antigénica deve ser um dos grandes
fatores que influenciam a acurécia dos testes soroldgicos.

Sabe-se que a composicdo estrutural da parede celular de H. capsulatum é bem
complexa, e de grande importancia, uma vez que esta representa a estrutura flngica que
interage com o ambiente e com o hospedeiro. E composta por carboidratos como quitina, o-
1,3-glucana, [-1,3-glucana, galactomanana, manoproteinas e lectina; lipideos como
cermidamonohexosida e vesiculas extracelulares; e proteinas como Hsp 60, Hsp 70, antigenos
M e H, YPS3, histona H2B e melanina (GUIMARAES et al., 2011). Estes componentes
podem atuar como suporte conferindo rigidez ou flexibilidade a parede celular e protegendo o
fungo contra fatores ambientais e do hospedeiro, ou ainda representar fatores de viruléncia,
como os antigenos fungicos. Baseada em sua composicdo, H. capsulatum foi classificado em
quimiotipo 1 com elevado conteudo de quitina, niveis raramente detectaveis de a-1,3-glucana
e alta concentracdo de proteinas e quimiotipo 2 que apresenta reduzida taxa de quitina e alta
concentragdo de glicose como polimero a-1,3-glucana (DOMER et al., 1967; 1971). Quatro
fatores e cinco sorotipos (1,2; 1,4; 1,2,3; 1,2,4; 1,2,3,4) também foram demonstrados. Os
fatores 1 e 4 sdo compartilhados com o B. dermatitidis e provavelmente estdo associados a
galactomana, enquanto que os outros sdo especificos para o H. capsulatum (KAUFMAN;
KAPLAN, 1961; KAUFMAN; BLUMER, 1966). Entretanto, até o presente a determinacéo
de fenotipos de H. capsulatum caracteristicos de cada regido geogréafica e sua importancia em
estudos taxondmicos e no diagndstico da histoplasmose ndo tem sido demonstrada. Nossos
resultados apontam para a existéncia de cepas-tipo do Estado do Rio de Janeiro. Entretanto,
estudos posteriores em nivel genético devem ser incluidos para a confirmacdo desta nossa

proposicéo.
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7 CONCLUSOES

v" As técnicas utilizadas para caracterizaco de fenotipos de H. capsulatum apresentaram

boa acuracia;

v Corrobora-se a dificuldade no processo de conversdo da fase micelial para

leveduriforme, sendo cepa-dependente;

v' E necessario meio de conversio especifico, sendo o ML-GEMA o mais indicado para

este tipo de analise;

v' O teste dos exoantigenos para identificacdo de cepas apresentou bom rendimento
somente quando empregada a técnica de western-blot, corroborando dados ja

apresentados na literatura;

v" Os resultados encontrados no conjunto de métodos fenotipicos empregados neste

estudo apontam que os mesmos podem ser utilizados para determinacéo de cepas-tipo;

v' Foram caracterizadas neste estudo algumas cepas como tipo, representantes dos
isolados de H. capsulatum do estado do Rio de Janeiro, porém estudos

complementares avaliando a nivel genético esses isolados devem ser realizados.
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ANEXO A - Resultados obtidos nas analises fenotipicas de isolados de H. capsulatum incluidos no estudo, com excec¢do do crescimento em pH &cido e bésico

Isolado | Fase filamentosa Conidios Fendtipos Producéo de urease | Eumelanina/DHN Piomelanina Converséo % Exoantigenos
Cor Aspecto | Macro | Micro | Albino | Brown | Fraca | Média | Forte | B! B# B$ | Fraca | Média | Forte MalL ID | Western-blot

Ipec 22/11 Bege Glabro p* P X X X X 100 - + (M)
Ipec 24/11 Bege Glabro P P X X X X 100 - + (M)
Ipec 25/11 Bege Glabro P P X X X X 100 - + (M)
Ipec 27/11 Bege Glabro P P X X X X 100 - + (M)
Ipec 01/12 Bege Glabro P P X X X X 100 - + (M)
Ipec 04/12 | Branco | Cotonoso P P X X X X 100 - + (M)
Ipec 05/12 Bege Glabro P P X X X X 75 - + (M)
Ipec 06/12 Bege Glabro P P X X X X 75 - + (M)
Ipec 07/12 Bege Glabro P P X X X X 75 - + (M)
Ipec 09/12 Bege Glabro P P X X X X 75 - -
Ipec 11/12 | Branco Glabro P P X X X X 100 - + (M)
20231 Bege Glabro P P X X X X 100 - -
38874 Branco | Cotonoso A** P X X X X 100 - + (M)
39130 Branco | Cotonoso A P X X X X 50 - + (M)
39439 Branco Glabro P P X X X X 75 - + (H/M)
42247 Bege Glabro P P X X X X 75 - + (M)
44938 Bege Glabro P P X X X X 100 - + (H/M)
46028 Marrom Glabro P P X X X X 100 - + (H/M)
46176 Marrom Glabro P P X X X X 100 + + (H/M)
46693 Marrom Glabro P P X X X X 50 - + (H/M)
36 gal Marrom Glabro P P X X X X 75 - + (H/M)
RS 36 Bege Cotonoso A P X X X X 100 - + (M)
RPS 35 Bege Cotonoso P P X X X X 100 - + (M)
RPS 86 Bege Cotonoso A P X X X X 25 - + (M)
EP02 Bege Cotonoso P P X X X X 100 - + (M)
T101 Bege Cotonoso P P X X X X 75 - + (M)
TI105 Bege Cotonoso A P X X X X 75 - + (M)
1T04 Bege Cotonoso P P X X X X 100 - + (M)
IGS 4/5 Bege Cotonoso P P X X X X 100 - + (M)
CO4 Bege Cotonoso P P X X X X 100 - + (M)

P* Presente, A** Ausente B! Coldnias brancas sem pigmento no reverso, B# Coldnias brancas com pigmento no reverso, B$ Coldnias bege com pigmento no reverso H: Antigeno H, M: Antigeno M
Urease: DO 0,160 (min) - 1,102 (max) Considerados intervalos de 0,314 (3 pontos): Fraco produtor: 0,160 - 0,474 Médio produtor: 0,475 - 0,788 Forte produtor: 0,789 - 1,102

Piomelanina: DO 0,201 (min) - 3,164 (max) Considerados intervalos de 0,704 (4 pontos): Fraco produtor: 0,201 - 0,943 Médio produtor: 0,944 - 1,68 Forte produtor: 1,684 - 2,42 / 2,424 — 3,164
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