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RESUMO 

A histoplasmose é uma infecção que apresenta amplo espectro clínico, variando desde 
forma leves, a graves e disseminadas. O diagnóstico da histoplasmose baseia-se nos aspectos 
clínicos, radiológicos e epidemiológicos. A confirmação se dá pelo isolamento e identificação do 
Histoplasma capsulatum através de procedimentos microbiológicos. Diferentes metodologias já 
foram descritas no diagnóstico sorológico da histoplasmose, porém limitações relacionadas a 
reações cruzadas e limiar de detecção das técnicas empregadas podem dificultar o diagnóstico. O 
antígeno M obtido do extrato antigênico histoplasmina é considerado um antígeno 
imunodominante para produção de anticorpos, sendo reconhecido em cerca de 90% dos soros 
dos pacientes com histoplasmose, sendo assim nosso grupo vem trabalhando a vários anos em 
estudos para um melhor conhecimento desta molécula e aplicação no diagnóstico.Um Modelo 
molecular do antigeno M foi desenvolvido através de sua sequência, tendo então confirmada sua 
natureza biológica como catalase, sendo observado também que esta molécula apresentava 
regiões comuns bem como especificas quando comparadas a catalases de organismos eucariotas. 
No presente estudo procuramos determinar a presença de possíveis epitopos antigênicos na 
proteína M empregando ferramentas proteômicas, para posterior emprego em ensaios 
imunoenzimáticos. Para tal foi utilizada a combinação da técnica de coimunoprecipitação com 
espectometria de massas e posteriormente a técnica de Spot synthesis. Com o emprego do 
anticorpo monoclonal (mAb 1A7) produzido contra a proteína M recombinante foi possível 
detectar uma sequência que foi comum as duas metodologias empregadas (PTKIIPEELVPFTP). 
Esta sequência encontra-se localizada na região onde em estudos anteriores por análise in silico 
foi apontada como a região mais antigênica desta molécula. Foi realizada a síntese desta 
sequência, e diferentes desenhos foram utilizados, extensão de resíduos de lisina e adição da 
molécula de biotina em ambas as extremidades, carboxi e amino terminal, bem como a síntese da 
sequência sem adição de outras moléculas.  Diferentes desenhos de ensaios imunoenzimáticos 
foram realizados, um ELISA empregando microesferas carboxiladas, ELISA indireto 
empregando placas de microtitulação revestidas com estreptoavidina e um ELISA sandwich. A 
sequência não apresentou resultados satisfatórios nos diferentes ensaios. Observamos que apenas 
no ensaio onde utilizamos o peptídeo ligado a molécula de biotina 1-a e 1-b, foi possível obter 
um poder discriminatório entre o grupos de pacientes com histoplasmose e o grupos de 
indivíduos hígidos, o ponto de corte foi obtido pela media das DOs das amostras de indivíduos 
hígidos mais duas vezes o desvio padrão, onde este teste apresentou uma boa sensibilidade(100 - 
95%), porém a especificidade encontrada não foi satisfatória (27 - 20%). Estes resultados não 
foram concordantes com a análise feita in silico da sequência sintetizada. O antígeno M 
recombinante foi testado em um ELISA de captura de antígeno, onde os resultados preliminares 
apresentaram-se promissores necessitando de novos testes para avaliarmos parâmetros como 
sensibilidade e especificidade. 

Palavras-chaves: 1.Histoplasma  capsulatum; 2. Epítopos; 3. Antígeno M; 4. Imunodiagnóstico 
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ABSTRACT 

Histoplasmosis is a worldwide distribution infection with several clinical spectrum, from 
asymptomatic to severe and disseminated disease. The diagnosis of histoplasmosis is based on 
clinical, radiological and epidemiological findings. The laboratory diagnosis of histoplasmosis is 
based on fungus isolation by culture, direct examination in tissue or other clinical specimens. 
However, such procedures have limitations and are time-consuming. For these reasons 
serological tests play an important role on presumptive diagnosis. Although different 
methodologies have been described for serological diagnosis of histoplasmosis, cross-reactions 
and low sensitivity could difficult the final result. The M antigen is obtain by the antigenic 
extract histoplasmin and is considered as an immunodominant antigen recognized by 90% of 
sera from patients with histoplasmosis, For a better understanding of the molecule biological 
nature and its application in diagnosis methodologies our group has been working for several 
years. The molecular analysis of the M antigen was based on the sequence protein and confirmed 
as a catalase. It was also observed that this molecule showed specific and common polypeptide 
regions when compared to catalases from others eukaryotic organisms. In this study we 

evaluated the possible presence of antigenic epitopes in the M protein sequence that could 
represent potential candidate as diagnostic markers for histoplasmosis. For this reason we used 
the combining co-immunoprecipitations and mass spectrometry and spot synthesis technique. 
The application of a monoclonal antibody against to the M antigen (mAb 1A7) produced by our 
group allowed the detection of a same sequence in both employed methodologies 
(PTKIIPEELVPFTP). This was synthesized with different conformations,  addition  lysine 
residues and biotin molecules in both amino and carboxy  terminal regions. Different 
immunoassays were performed, carboxylated microspheres, ELISA indireta with microplate 
coated with streptoavidin and ELISA sandwich. The sequence did not show good specificity and 
sensibility in different tests. A good discriminatory power was possible when the peptide biotin 
molecule bind (P1-a and P1-b) was used in serum samples from groups of histoplasmosis  
patients and healthy controls. This test showed a high sensitivity (100-95%), however the 
specificity was not satisfactory (27-20%) respectevily. The ELISA´s cut-off points were 
established as the mean of absorbances plus two standard deviation of the healthy controls. The 
immunoassay´s results were discordant  when compared on in silico analysis using as antigen the 
synthesized sequence. In another approach, the M antigen was tested in an antigen-capture 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISAs) and promising results were observed, but further 
studies must be done in order to evaluate parameters such as sensitivity and specificity. 

Keywords: 1.Histoplasma capsulatum; 2. Epitopes; 3. M Antigen; 4. Imunodiagnostic. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
1.1 Histoplasma capsulatum  

 
A histoplasmose é uma doença fúngica sistêmica  e cosmopolita que tem como agente  

etiológico Histoplasma capsulatum. Este organismo é um fungo dimórfico, que pode ser 

encontrado no meio ambiente na forma filamentosa, como saprófita de solos. 

H. capsulatum foi isolado pela primeira vez próximo a um galinheiro (AJELLO et al., 

1951; ZEIDBERG et al.,1955), e desde então, tem sido encontrado em cavernas, galinheiros, 

locais habitados por aves e morcegos onde os solos são enriquecidos com as fezes desses 

animais, e onde há condições de umidade, temperatura e acidez ideais à sobrevivência desse 

microrganismo (EISSENBERG, 1991; ZANCOPÉ-OLIVEIRA et al., 2013).  A relação com 

fezes desses animais é devida ao alto teor de ácido úrico encontrado nestes excrementos, sendo 

este componente utilizado como fonte de nitrogênio pelo fungo, imprescindível ao seu 

crescimento e proliferação.  Furcolow (1958) relacionou a temperatura de 22 a 29 ºC e umidade 

de 67 a 87 % com a maior presença e isolamento deste fungo no solo. Tentativas de isolamento 

diretamente de aves foram infrutíferas, sugerindo a não ocorrência de infecção natural nestas 

espécies, sendo consideradas carreadoras do fungo e podendo disseminá-lo para outros ambientes 

por meio de seus pés, penas, asas e bicos. Já os morcegos atuam como reservatórios do fungo, 

uma vez que se infectam, abrigam o microrganismo em sua mucosa intestinal, disseminando-o 

em suas fezes (TAYLOR et al., 2005). Muitas outras espécies animais podem se infectar com o 

H. capsulatum. Entre os animais domésticos, a histoplasmose tem sido diagnosticada em cães, 

gatos, cavalos, bovinos e suínos, apresentando uma variedade de formas clínicas, desde a 

pulmonar benigna até a doença disseminada. H. capsulatum também tem sido isolado de animais 

silvestres como roedores e marsupiais entre outros (CANO; HAJJEH, 2001; ZANCOPÉ-

OLIVEIRA et al., 2013).  

Com raras exceções, este fungo infecta seu hospedeiro por via respiratória. Em 

parasitismo, ou a partir de espécimes clínicos em cultivo a 37 ºC em meio de cultura apropriado 

H. capsulatum se apresenta como leveduras unibrotantes.  

H. capsulatum é o anamorfo (fase assexuada) do teleomorfo Ajellomyces capsulatus.  

Pertence ao filo Ascomycota, classe Eurotiomycetes, ordem Onygenales, família  
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Ajellomycetaceae (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992; UNTEREINER et al. 2004). Com base 

nas características fenotípicas deste fungo, considera-se que a espécie H. capsulatum englobe três 

variedades distintas: H. capsulatum var. capsulatum, agente da histoplasmose capsulata ou 

clássica, H. capsulatum var. duboisii, agente da histoplasmose africana, ambas variedades 

heterotálicas, com mating type ( + ) e ( - ) e que se reproduzem sexualmente para formar o 

teleomorfo  Ajellomyces capsulatus e por último H. capsulatum var. farciminosum, agente 

etiológico da linfangite epizoótica em cavalos e mulas, que ocorre na Europa, África, Japão e 

Ásia (CHANDLER et al., 1980; MARESCA; KOBAYASHI, 1989). A variedade capsulatum é a 

de maior importância em nosso meio devido a sua distribuição geográfica, e é responsável pela 

maioria dos casos de histoplasmose no mundo.  

Esta doença foi pela primeira vez descrita por Samuel Darling, no Panamá, que entre 1905 

e 1906 necropsiou três casos disseminados da doença, dois dos quais provenientes da Ilha de                                                                                                        

Martinica, onde hoje esta micose é reconhecidamente endêmica. A doença descrita por este 

patologista era similar à leishmaniose visceral e, portanto, foi por ele considerada erroneamente  

causada por um protozoário encapsulado. Em 1912, o patologista Henrique da Rocha Lima, 

revendo o material de Darling, suspeitou pela primeira vez ser o parasito descrito por Darling um 

fungo e, por conseqüência, a histoplasmose uma micose ( De ROCHA LIMA, 1912). O primeiro 

caso diagnosticado em vida propiciou a comprovação definitiva de esta doença ser causada por 

um fungo dimórfico após a obtenção do seu cultivo in vitro (De MOMBREUN, 1934). 

Morfologicamente H. capsulatum varariedade capsulatum e H. capsulatum variedade 

duboisii, são indistinguíveis em sua forma miceliana, mas diferem na forma leveduriforme; na 

variedade duboisii, as células são maiores e têm paredes mais espessas que na variedade 

capsulatum. Em ágar Sabouraud, à temperatura ambiente, o micélio cresce na forma de uma 

colônia branca aérea. Microscopicamente, o micélio é hialino, ramificado e septado de 2 a 4 µm 

de diâmetro que contém microconídios, piriformes e de paredes lisas, medindo 2 a 5 µm de 

diâmetro, assim como macronídios tuberculados, medindo de 8 a 16 µm de diâmetro e cobertos 

por projeções espiculadas (PINE, 1960; ZANCOPÉ-OLIVEIRA et al., 2013)[Fig 1A , 1B]. 

A 37 ºC, H. capsulatum var. capsulatum apresenta-se como leveduras de 2 a 5 µm de 

diâmetro, ovaladas que frequentemente apresentam gemulação única (Figura 2A, 2B). Esses 

elementos leveduriformes podem ser visualizados em parasitismo no interior dos macrófagos ou 
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células gigantes e mais raramente no interior dos polimorfonucleares. Na coloração de Giemsa  

(ou Wright), H. capsulatum apresenta uma massa cromática polar, azul e forma de meia lua. 

Corados pelo PAS (Periodic Acid-Schiff), apresentam-se com cor vermelha e pela prata 

metenamina de Grocott, com cor negra ou marron-escura (FERREIRA, BORGES, 2009; 

ZANCOPÉ-OLIVEIRA et al., 2013).  

  

 

Figura 1: Histoplasma capsulatum na forma miceliana: (A) Aspecto macroscópico de cultura  
a 25 ºC com colônias branca, cotonosa (B) Microscopia em lâmina mostrando hifas hialinas, 
 macro e microconídeos. Fonte: http://www.mycology.adelaide.edu.au/gallery/dimorphic_fungi/ 

 

 
 

 
 

Figura 2: Histoplasma capsulatum na forma leveduriforme: (A) Aspecto macroscópico da  
cultura a 37 ºC (B) Microscopia em lâmina mostrando leveduras unibrotantes. 
Fonte: o autor- Laboratório de Micologia – Setor Imunodiagnóstico – IPEC-Fiocruz. 
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1.2 Epidemiologia 

 
A ocorrência da histoplasmose em nosso meio se dá pela observação de casos clínicos 

autóctones seja sob a forma de casos isolados ou sob a forma de microepidemias, bem como pela 

realização de inquéritos epidemiológicos empregando o teste cutâneo da histoplasmina. (LACAZ, 

2002; RODRIGUES, 2004;VICENTINI-MOREIRA et al., 2008). Contudo, sua real 

prevalência/incidência encontra-se subestimada, possivelmente pela falta de métodos de 

diagnóstico mais eficientes, associada a não obrigatoriedade de notificação dos casos 

confirmados clínica e/ou laboratorialmente aos órgãos de saúde. 

A ocorrência de histoplasmose é comum em exploradores de cavernas e pessoas que 

trabalham com construção ou reforma de lugares habitados por morcegos ou aves (CANO; 

HAJJEH, 200l). O distúrbio de solos e locais onde existem elevadas concentrações de excretas 

desses animais podem dar origem a surtos epidêmicos ou microepidêmicos, que diferem em sua 

magnitude quanto ao tamanho da carga parasitária inalada, virulência da cepa e status 

imunológico do indivíduo (KWON-CHUNG; BENNETT,1992). 

A histoplasmose é uma infecção severa e frequente em indivíduos infectados pelo HIV 

que residem em áreas endêmicas. Nestas áreas, 10 a 25 % de indivíduos infectados pelo HIV 

poderão desenvolver histoplamose disseminada (www.CDC.gov/fungal/histoplasmosis). A doença 

disseminada, na sua grande maioria (70 – 90 %), está associada à infecção pelo HIV (WHEAT et 

al., 1990; JAIMES et al., 2013). A histoplasmose disseminada tem sido considerada uma doença 

definidora de AIDS desde 1987 (KAUFFMAN, 2007). 

A histoplasmose apresenta ampla distribuição geográfica, tendo-se detectado casos 

autóctones em mais de 60 países (NEGRONI, 2005). No entanto, apresenta nítido predomínio nas 

Américas, leste da Ásia, Oceania e na África Subsariana (FARINA et al., 2005). É uma das 

micoses de maior importância no continente americano devido ao seu grau de endemicidade, 

onde as áreas mais importantes se situam nos vales do Rio Mississipi, Missouri e Ohio na 

América do Norte; já na América do Sul na Bacia do Rio Prata e na Serra do Mar (NEGRONI, 

2005). Em uma pequena cidade de Indianápolis, EUA, ocorreu uma das maiores epidemias de 

histoplasmose, logo após o desmatamento de um bosque. Por dispersão eólica através da poeira,  

H. capsulatum foi levado a prédios vizinhos resultando em 120.000 pessoas presumivelmente 
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infectadas, 488 casos da doença e 60 casos fatais ou com histoplasmose muito grave (WHEAT et 

al., 1982). 

 Na Europa há relatos de casos de histoplasmose, mas quase sempre estes são 

relacionados com viagens a zonas endêmicas (FLOR et al. 2003; BUITRAGO et al., 2011). No 

estudo de Petres e cols (2006), relata-se que de 2000 a 2006, nos países baixos, ocorreram 14 

casos de histoplasmose em pacientes infectados por HIV, dos quais  apenas um era nascido neste 

país e, os demais provenientes de zonas endêmicas da África e da América do Sul, 

desenvolvendo uma reativação da infecção devido a um comprometimento imunológico. 

Diversos inquéritos com o teste cutâneo usando histoplasmina revelaram uma prevalência 

bastante significativa da histoplasmose-infecção. No Brasil,  esta infecção é endêmica em várias 

regiões, sendo que casos de doença e/ou infecção têm sido relatados nos Estados de São Paulo, 

Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Minas Gerais, Paraná, Santa Catarina, Goiás, Amazonas, 

Bahia, Pará e Pernambuco (LACAZ et al., 2002; RODRIGUES, 2004; VICENTINI-MOREIRA 

et al., 2008). O Estado do Rio de Janeiro apresenta áreas com altos índices de infecção, sendo 

consideradas endêmicas ou hiperendêmicas (ZANCOPÉ-OLIVEIRA et al., 2005). A prevalência 

desta infecção na região sudeste é de 4,6 – 93,2 % [Fig. 3] (GUIMARÃES et al., 2006-b).  

  

Figura 3: Distribuição da histoplasmose no Brasil indicada pela positividade obtida nos testes intradérmicos com 
antígeno histoplasmina ( % ) (Adaptado Guimarães et al., 2006-b). 
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1.2.1 Epidemiologia molecular 

Em 1986, Vincent e colaboradores realizaram estudos epidemiológicos de H. capsulatum 

pelo método de Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP). Vinte e uma amostras de H. 

capsulatum isoladas de humanos e de animais foram agrupadas em três classes, com base no 

polimorfismo de seu DNA mitocondrial (mtDNA) e DNA ribossomal (rDNA). Cepa Down foi 

classificada como Classe 1. Classe 2 foi formada por 14 amostras de H. capsulatum var. 

capsulatum isolados da América do Norte e dois H. capsulatum var. duboisii da África; a Classe 

3 incluiu 4 isolados das Américas Central e do Sul (VINCENT et al., 1986). 

Spitzer e colaboradores ampliaram os estudos de tipagem de cepas de H.capsulatum 

através de RFLP de seus mtDNA e rDNA, agrupando isolados clínicos e de solo em quatro 

classes (SPITZER et al., 1989). As Classes 1 e 3 correspondem à classificação de Vincent e 

colaboradores (1986), enquanto que os isolados de solo, procedentes de sete sítios geográficos 

diferentes nos EUA, mostraram perfis  indistinguíveis da maioria de H. capsulatum provenientes 

de pacientes  e por isso foram  incluídas na Classe 2 (SPITZER et al., 1989). Somente um isolado 

de solo da Flórida representou a Classe 4. 

Estudo posterior de isolados de H. capsulatum procedentes de pacientes com 

histoplasmose disseminada associada a aids  na cidade de St. Louis, Missouri, demonstrou 

padrões de RFLP do mtDNA hibridizados com sonda yps-3 idênticos aos observados na cepa 

Down (Classe 1), isolada do mesmo local há vários anos (GASS; KOBAYASHI, 1969). Este  

fenômeno foi confirmado pelas características fenotípicas destes isolados, como a incapacidade 

deste isolado e da cepa Down em crescer a 40 ºC. Por outro lado, as amostras de H. capsulatum 

isoladas de histoplasmose disseminada ou pulmonar crônica em pacientes imunocomprometidos, 

mas não portadores do HIV, foram agrupados na Classe 2, que também inclui a maioria dos 

isolados clínicos de diferentes regiões dos EUA (SPITZER et al., 1990). 

Muniz e colaboradores, 2010 objetivando explorar a diversidade dos isolados de H. 

capsulatum no Brasil analisaram isolados de solos, animais e humanos utilizando três diferentes 

métodos moleculares: M13 PCR fingerpriting, PCR-RFLP e análise da sequência parcial de 

quatro genes codificadores das proteínas (Arf- ADP ribosylation factor, H -anti- H antigen 

percursor, Ole-delta-9 fatty acid desaturase e Tub1-alpha-tubulin ) para análise filogenética. Tais 

metodologias permitiram agrupar os isolados dentro dos três principais grupos moleculares (tipos 
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I, II e III), onde foi possível observar 85 % de concordância por regiões geográficas. Com os 15% 

restantes não foi possível demonstrar um genótipo exclusivo para uma dada região geográfica, 

sugerindo que a ocorrência de migração e viagens por outros estados tenha sido uma provável 

fonte de infecção primária. Entretanto os isolados do estado do Rio de janeiro foram agrupados 

em um clado sugerindo um único grupo clonal circulando nesse estado. Neste estudo as três 

metodologias empregadas tiveram sensibilidades similares. 

Em 1992, Keath e colaboradores ampliaram o conhecimento em torno da epidemiologia 

molecular da histoplasmose em indivíduos imunocomprometidos. Isolados provenientes de um 

surto epidêmico de histoplasmose em indivíduos com aids ocorrido em Nova York, EUA, onde a 

histoplasmose não é endêmica, foram estudados com o objetivo de determinar se a histoplasmose 

destes pacientes resultava da reativação endógena de uma infecção previamente adquirida. Os 

autores utilizaram para classificar os isolados, os padrões de RFLP de DNA genômico e por 

Southern blot gerado com duas sondas para H. capsulatum, uma de DNA miticondrial (mtDNA) 

e outra de um fragmento de 1,85 kb obtido por digestão do gene YPS-3 com a enzima HindIII. 

Tantos os isolados obtidos de pacientes com aids bem como os procedentes de outras fontes 

foram agrupados em diferentes classes. Os isolados do Panamá foram também incluídos na 

Classe 5, mas mostraram um perfil distinto de mtDNA que constituíram a subclasse 5a. Cinco 

amostras de H. capsulatum isoladas de pacientes com aids residentes em Nova York e 

procedentes de Porto Rico foram agrupados na Classe 5, com base no polimorfismo revelado pela 

sonda yps-3. Estes isolados originaram dois padrões diferentes de mtDNA designados como 

subclasses 5b e 5c. Além disso, um isolado de um paciente residente em Missouri e procedente 

da América Central foi sub-classificado como 5d (KEATH et al., 1992). Este estudo permitiu 

ampliar as classificações anteriores, (VINCENT et al., 1986; SPTIZER et al., 1989) inserindo 

também uma sexta classe que foi obtida de um paciente com aids do Panamá que tinha um perfil 

único. Além disso, sugeriu a existência da reativação endógena em casos de histoplamose 

associada a aids diagnosticado em áreas não endêmicas. 

Várias análises filogenéticas por técnicas moleculares da ordem Onygenales têm 

fornecido dados sobre a relação taxonômica entre os fungos dimorficos. Estudos iniciais baseados 

em genes codificadores da subunidade 18S do RNA ribossomal demonstraram uma relação 

filogenética muito próxima entre H. capsulatum e Blastomyces dermatitidis utilizando três 
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métodos moleculares, sequenciamento de DNA ribossômico, avaliação dos perfis do DNA 

nuclear (“melting profiles”) e hibridização DNA/DNA, com construção de uma árvore 

filogenética para esta ordem, onde um ramo abrange somente o gênero Histoplasma, separando-o 

dos outros agentes das micoses sistêmicas (GUEHO et al., 1997). Um estudo de 46 amostras do 

gênero Histoplasma, baseado no sequenciamento de quatro genes codificadores das proteínas 

ARF, H ANTI, OLE e TUB sugere que H. capsulatum poderia ser considerado como 6 especies 

ao invés de 3 variedades (KASUGA et al., 1999). 

Um estudo realizado no Rio de Janeiro/RJ utilizando a técnica de RAPD (Random 

amplification of polymorphic DNA) comparando cepas locais com cepas da América do Norte 

demonstrou menos de 70% de similaridade entre os grupos. As cepas da mesma área geográfica 

apresentaram 100% de similaridade, sugerindo que o micronicho ecológico tem papel importante 

na adaptação e diferenciação de Histoplasma. Neste mesmo estudo, todos os isolados 

provenientes de pacientes HIV+, em diferentes coletas de espécimes clínicos, apresentaram os 

mesmos genótipos, possivelmente estes indivíduos foram parasitados por uma única população 

genética. (MUNIZ et al., 2001). 

Parâmetros demográficos e clínicos de pacientes com aids e histoplasmose de um estado 

brasileiro foram comparados com uma população semelhante nos EUA e isolados sulamericanos  

(KARIMI et al., 2002). Neste estudo, a tipagem molecular do gene nuclear YPS-3 revelou que 

isolados brasileiros se agrupavam entre os sul americanos Classe 5 e 6, e o RAPD mostrou 18 

perfis genéticos distintos em 20 isolados. Como os isolados Classe 5 e 6 foram mais associados a 

lesões de pele na histoplasmose do que isolados Classe 2, sugeriu-se que diferenças genéticas 

poderiam estar correlacionadas a manifestações clínicas (KARIMI et al., 2002). 

Análise filogenética de 137 representantes das três variedades de 6 continentes usando 

variação na sequência de DNA de genes codificadores de 4 proteínas independentes foram 

analisadas. Pelo menos 8 clados foram identificados: ( i ) Clado Norte americano classe 1; ( ii ) 

Norte americano classe 2; ( iii ) Clado Latino americano grupo A; ( iv ) Clado Latino americano 

grupo B; ( v ) Clado Australiano; ( iv ) Clado Netherlands (Indonesian?); ( vii ) Clado Eurásia; e  

( viii ) Clado Africano. Sete dos oitos ramos filogenéticos representaram grupos geneticamente 

isolados que poderiam ser reconhecidos como espécies filogenéticas. A única exceção foi o clado 

da Eurásia o qual foi classificado dentro do ramo latino americano grupo A. H. capsulatum 
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distintos foram encontrados em todos os oito clados. O clado Africano incluiu todos os H. 

capsulatum var. duboisii bem como as outras variedades. Os 13 isolados, da variedade 

farciminosum, foram distribuídos entre as 3 espécies filogenéticas. Estes achados sugerem que as 

três variedades de Histoplasma são filogeneticamente sem sentido. Em vez disso, deve-se 

reconhecer a existência de populações geneticamente distintas ou diferentes espécies 

filogenéticas. Combinando a média de substituição dos genes codificadores com a filogenia 

sugeriu-se que a irradiação de H. capsulatum começou entre 3 e 13 milhões de anos atrás na 

América Latina (KASUGA et al., 2003). 

 
1.3 Patogenia 

 

O início da infecção por H. capsulatum depende de uma complexa interação entre o fungo 

e seu hospedeiro e, pelo menos, três fatores governam a patogenia desta micose. O 

desenvolvimento de infecção assintomática ou sintomática na histoplasmose é diretamente 

dependente da competência imunológica do hospedeiro, da virulência da cepa infectante e/ou da 

carga parasitária adquirida. Células T e fagócitos representam a principal resistência do 

hospedeiro contra H. capsulatum. A imunidade protetora é caracterizada pela produção de 

citocinas por células T, particularmente IFN- e TNF-, o qual ativa subsequentemente as células 

fagocíticas e liberação de mediadores químicos como H2O2 e NO- que expõem o fungo a um 

“stress” oxidativo.  Entretanto, mecanismos de escape, entre os quais a produção de catalases, são 

desencadeados, com ocorrência do processo de multiplicação do fungo dentro de macrófagos 

alveolares (BULLOCK; WRIGHT, 1987; SCHUNUR; NEWMAN, 1990). 

As células efetoras primárias da resistência do hospedeiro ao H. capsulatum são os 

macrófagos e células dendríticas. A infecção por H. capsulatum se inicia após a inalação e 

deposição das partículas infectantes, os microconídios, dentro dos alvéolos. Este evento é seguido 

pela conversão destas partículas em leveduras, o qual é estimulado pela temperatura, e tem sido 

considerado como fator crítico para a patogenicidade de H. capsulatum (ARAVALLI  et al., 

2008; LÓPEZ, 2006; MEDOFF et al., 1986-a). Nos alvéolos, estes organismos se incorporam ao 

parênquima pulmonar através da migração de macrófagos alveolares, bem como de 

polimorfonucleares, determinando pneumonia intersticial. Este processo de transição pode 

começar dentro de algumas horas a alguns dias após a exposição. Fagócitos repletos de H. 
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capsulatum migram então para os linfonodos adjacentes onde novo foco inflamatório é formado, 

constituindo complexo pulmonar primário. Posteriormente há ocorrência de disseminação 

hematogênica para outros órgãos como fígado, baço e medula óssea entre outros. Cerca de 10 a 

18 dias após o início da infecção primária ativa-se a imunidade celular, formação de granuloma, 

delimitando o processo tanto nos focos primários como nos secundários. Esta reação 

granulomatosa é seguida de necrose de caseificação, encapsulamento fibroso e frequente depósito 

de sais de cálcio nas lesões residuais. O controle da infecção parece estar associado com a 

ativação da imunidade celular, e a resolução da infecção é coincidente com a ativação e 

proliferação de linfócitos T. Alterações na resposta imune podem levar à progressão da doença.  

Após a infecção primária, H. capsulatum pode persistir viável no interior dos granulomas durante 

anos. A replicação do fungo pode ser reativada de um foco quiescente, principalmente, com a 

quebra da imunidade do hospedeiro por agentes farmacológicos que deprimem a imunidade 

celular ou por doenças concomitantes como a AIDS, linfoma e leucemias (DEEPE, 2000). Assim, 

reativação endógena pode explicar casos de histoplasmose disseminada em indivíduos 

imunocomprometidos residentes em áreas de baixa endemicidade, mas que anteriormente 

viveram em áreas endêmicas (WHEAT, KAUFFMAN, 2003). 

 

1.4 A Infecção/doença 

 
Na maioria dos casos, a histoplasmose é subclínica, ou então branda, a ponto de passar até 

sem diagnóstico na rotina clínica. Também pode se manifestar na forma aguda, mas em geral 

apresenta resolução espontânea. Já as formas disseminadas, cavitárias e crônicas tendem a 

progredir e até causar óbito (ZOMBONI et al., 2004).   

 

1.4.1 Infecção subclínica 

 

 Atinge hospedeiros imunocompetentes nas áreas endêmicas, onde até 95 % ou mais das 

infecções primárias e de reinfecção não são reconhecidas. Pode ser observada através da 

conversão de reações intradérmicas a histoplasmina, de negativa para positiva, evidências 

radiológicas com nódulos pulmonares calcificados, infiltrados pulmonares ou linfadenomegalias 

hílares ou mediastinais, lesões onde pode se observar a presença de H. capsulatum em cortes 
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histológicos, obtidos de biópsia e detecção de anticorpos através de reações sorológicas (SIDRIN; 

ROCHA, 2004; ROSSINI; GOULART, 2006 ; ZANCOPÉ-OLIVEIRA et al., 2013). 

 
1.4.2 Histoplasmose Aguda 

 

A gravidade varia em função da faixa etária, carga parasitária inalada e estado prévio de 

sensibilização do hospedeiro ao fungo. As manifestações são mais intensas em lactentes, crianças 

de baixa idade e adultos acima de 55 anos provenientes de áreas endêmicas. A doença aguda, que 

resulta da infecção primária, regride mais frequentemente, de modo espontâneo, no decorrer de 

três a seis semanas, mas pode provocar complicações precoces e tardias (ZANCOPÉ-OLIVEIRA 

et al., 2013). A forma pulmonar aguda se manifesta por febre, calafrios, cefaléia, tosse 

improdutiva, dor torácica pleurítica ou subesternal, mal–estar e mialgia, podendo ser confundida 

com uma doença gripal. O período de incubação varia de 10 a 18 dias ou mais nos indivíduos que 

têm primoinfecção. Entretanto, nos casos de reinfecção, esse período é bem mais curto, variando 

de 3 a 7 dias. Os sintomas desaparecem habitualmente sem tratamento em duas semanas 

entretanto em alguns casos podem durar mais de seis semanas (ZANCOPÉ-OLIVEIRA et al., 

2013). Esta forma de histoplasmose raramente apresenta-se fatal (LACAZ et al., 2002; UNIS et 

al., 2005). Radiologicamente, caracteriza-se por pequenas áreas de pneumonite em meio a 

infiltrado intersticial difuso. Linfoadenomegalia hiliar é um achado frequente, diferenciando a 

histoplasmose das pneumonias bacterianas e virais (LACAZ et al., 2002).  

 
1.4.3 Histoplasmose Pulmonar Crônica 

 
 A histoplasmose pulmonar crônica está relacionada à presença de enfisema centrolobular 

ou bolhoso ou defeito anatômico estrutural que favorece a instalação do foco inicial da doença. 

Com frequência, assemelha-se à tuberculose quanto à sintomatologia e manifestações 

radiográficas. A colonização dos espaços aéreos determina a produção local de material líquido 

rico em elementos fúngicos que, por disseminação, causam focos de pneumonite segmentar, 

ocasionando fibrose pulmonar progressiva. Incide geralmente em homens, a partir da terceira 

década de vida, residentes em áreas endêmicas (LACAZ et al., 2002; SIDRIM e ROCHA, 2004; 

UNIS et al.,2005; ZANCOPÉ-OLIVEIRA et al., 2013). 
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1.4.4 Histoplasmose Disseminada 

 

 A histoplasmose disseminada é definida pela presença de foco extrapulmonar e 

extraganglionar mediastínicos de curso progressivo. Representa a forma menos comum de 

histoplasmose (10 % dos casos), desenvolve-se principalmente em indivíduos com imunidade 

deficiente, tais como lactentes com sistema imune imaturo; hospedeiros imunocomprometidos, 

receptores de órgãos tratados com corticóides e indivíduos infectados pelo HIV. Casos de 

histoplasmose ocorridos após transplante de órgãos já foram identificados, nestes casos o 

diagnóstico é geralmente estabelecido através da obtenção da cultura, histopatologia, teste de 

detecção de antígeno na urina e testes sorológicos (RODRIGUES et al., 2009). A histoplasmose 

disseminada ocorre em aproximadamente 5 % dos pacientes com AIDS que vivem em área não 

endêmica e 27 % dos pacientes que vivem em área endêmica (RAMOS E SILVA et al., 2012). 

Esta forma pode ser dividida em quatro subtipos, que são: histoplasmose disseminada aguda (tipo 

infantil), histoplasmose disseminada subaguda (tipo juvenil), histoplasmose disseminada crônica 

(tipo adulto) e histoplasmose oportunística (GOLDMAN e BENNETT, 2001; KAUFFMAN, 

2009).  

 

1.4.4.1 Histoplasmose disseminada aguda (tipo infantil) 

 
A histoplasmose disseminada aguda acomete frequentemente crianças com menos de dois 

anos de idade. Tem início súbito e gradual, sendo geralmente precedida pela histoplasmose 

aguda. Febre, irritabilidade, fadiga progressiva, perda de peso e tosse são os sintomas iniciais. Em 

seguida surgem diarréia, vômitos e aumento do volume abdominal (hepatoesplenomegalia) e 

presença de linfoadenomegalias superficiais. Em exames radiológicos podem ser evidenciadas 

lesões sugestivas de infecção primária ou quadro de pneumonia intersticial. Se não diagnosticada 

e não tratada corretamente, essa forma evolui para o óbito em cerca de duas a cinco semanas 

(BORGES et al. 1997; GOLDMAN e BENNETT, 2001; SIDRIN e ROCHA, 2004). 
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1.4.4.2 Histoplasmose disseminada subaguda (tipo juvenil) 

 

 Mais comum em adultos jovens, atinge ocasionalmente crianças e adolescentes que 

adquirem alta carga parasitária de H. capsulatum. Manifesta-se por febre moderada e 

intermitente, mal-estar, astenia, adinamia e emagrecimento progressivo. Lesões focais destrutivas 

são muito comuns e frequentemente dominam o quadro clínico. Hepato e esplenomegalia são 

muito comuns. Esta forma geralmente evolui para óbito em meses ou anos se não for 

diagnosticada e tratada corretamente (ZANCOPÉ-OLIVEIRA et al., 2013). 

 

1.4.4.3 Histoplasmose disseminada crônica (tipo adulto) 

 

 Predomina em adultos acima de 40 anos de idade e apresenta lesões das vias aéreas e 

digestivas superiores em cerca de 70 % dos casos. Por vezes essas lesões são a única 

manifestação e nas áreas endêmicas sugerem a micose. As lesões podem regredir 

espontaneamente e reaparecer no mesmo ou em outro sítio orgânico e são acompanhadas de febre 

baixa e intermitente, astenia e emagrecimento. Os pulmões são raramente atingidos 

(KAUFFMAN, 2007; ZANCOPÉ-OLIVEIRA et al., 2013).  

 

1.4.4.4 Histoplasmose oportunística 

 

 Em áreas endêmicas ocorrem casos da infecção associada a doenças como aids, lúpus 

eritematoso sistêmico, leucemia, linfossarcoma, doença de Hodgkin, ou qualquer outra condição 

de depressão da imunidade celular, como nos indivíduos transplantados. O uso de corticóides e 

drogas citotóxicas favorece o risco de histoplasmose disseminada. Nestas situações, a micose 

pode originar-se de uma reinfecção endógena ou infecção exógena. A febre esta sempre presente, 

devendo suspeitar-se da micose em todo indivíduo imunodeprimido com febre de etiologia 

obscura e que resida em área endêmica. Tosse, em geral pouco ou não produtiva, e dispnéia 

podem estar presentes ao lado de lesões radiológicas pulmonares como infiltrado intersticial 
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difuso. Hepatomegalia, esplenomegalia, anemia, leucopenia e plaquetopenia podem estar 

presentes (SMITH; KAUFFMAN, 2012; ZANCOPÉ-OLIVEIRA et al., 2013).  

 

1.5 Fatores de virulência 

 

Seres humanos estão constantemente expostos a vários microrganismos, entre eles os 

fungos, mas somente um número limitado entre os últimos pode causar doença. Vários fatores de 

virulência responsáveis pela sobrevivência destes microrganismos em parasitismo têm sido 

descritos na literatura especializada, sendo alguns bem determinados, como parede celular e 

estruturas complementares responsáveis pela adesão aos tecidos dos hospedeiros, a produção de 

fosfolipases, proteases e elastases capazes de causar dano tecidual e escapar das defesas do 

hospedeiro; a produção de catalases, enzimas que decompõem H2O2 em H2O e O2 atuando contra 

os mecanismos oxidativos, tornando a fagocitose por células efetoras e os mecanismos de 

agressão celular a patógenos menos eficiente (BRUMMER; STEVENS, 1984). 

 Além disso, a capacidade de fazer switch a várias vias metabólicas fundamentais para a 

sobrevivência intracelular e a termotolerância (capacidade de crescer a 37 ºC) é pré-requisito para 

a disseminação hematogênica. Fungos dimórficos, entre eles H. capsulatum, fazem morfogênese 

conforme o ambiente em que se encontram (IGNATOV; KEATH, 2002). Alguns fatores de 

virulência de H. capsulatum já foram caracterizados e serão descritos nos tópicos a seguir:  

 

- Calcium Binding Protein (CBP)- É uma proteína ligante de cálcio, secretada pelas células 

fúngicas durante a fase leveduriforme no crescimento intracelular (BATANGHARI et al., 1998) e 

sua importância na virulência do fungo já foi demonstrada tanto in vitro quanto in vivo. A 

realização de experimentos de disrupção gênica com a deleção do locus CBP1 demonstrou que a 

proteína CBP favoreceu a sobrevivência do fungo no interior de células fagocíticas. Também foi 

demonstrado que o crescimento de H.capsulatum é afetado em condições limitantes de cálcio 

(SEBGHATI et al., 2000). 

 

-α-1,3- glucana- A parede celular das leveduras de H. capsulatum apresentam predomínio de α-

1,3- glucana que encontra-se envolvendo a camada de β-glucana, e desta forma pode inibir o 
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reconhecimento pelas células efetoras do hospedeiro através do bloqueio do receptor dectina- 1, e 

consequentemente inibindo a secreção de citocinas proinflamatórias (RAPPLEYE et al., 2007). 

Rappleye e colaboradores (2004), após desenvolverem um sistema para interferência de RNA 

(RNAi) em H. capsulatum, realizaram a inibição da síntese de α-1,3-glucana pelo silenciamento 

do gene AGS1 e demonstraram que H. capsulatum requer α-1,3-glucana como fator de virulência. 

Redução da atividade de AGS1 por RNAi ou substituição alélica tradicional reduziu 

substancialmente a colonização pulmonar por H. capsulatum e a habilidade de proliferar e 

destruir macrófagos em cultura. α-1,3-glucana parece ser um determinante de virulência 

designado especificamente para sobrevivência e replicação no pulmão pois a perda de α-1,3-

glucana não altera o crescimento de H. capsulatum in vitro. Em outros fungos dimórficos, a perda 

espontânea de α-1,3-glucana também está correlacionada com a diminuição da virulência, 

sugerindo que este pode ser um mecanismo conservado de patogenicidade (SAN-BLAS; 

MORENO, 1977; KLIMPEL; GOLDMAN, 1988; HOGAN; KLEIN, 1994). A presença deste 

polímero permite a sobrevivência e replicação fúngica, o que irá interferir diretamente na 

capacidade de colonização de órgãos e estabelecimento de uma infecção bem sucedida 

(MARION et al., 2006) e ainda resultar num estado de latência intracelular. 

 

- Sideróforo de hidroxamatos- A habilidade para obtenção de ferro do hospedeiro é importante 

para a virulência de muitos patógenos. A aquisição de ferro na patogênese de H. capsulatum foi 

investigada e foi verificado que este fungo necessita de SID1, um membro de um grupo de gene 

sideróforos regulado por ferro, para colonização do hospedeiro.  H. capsulatum adquire ferro 

através da ação da enzima férrico redutase e produção de sideróforos. Cepas deficientes em SID1 

mostraram um defeito significante no crescimento em macrófagos murinos derivados de medula 

óssea e consequente atenuação da infecção, a qual pode ser revertida pela adição de ferro 

exógeno ou restauração da expressão de SID 1. Estes dados indicaram que H. capsulatum utiliza 

sideróforos, além de outros mecanismos de aquisição de ferro para crescimento durante o 

processo infeccioso (HWANG et al., 2008, HILTY et al., 2011). 

 

-Melanina- As melaninas são polímeros hidrofóbicos que conferem proteção aos fungos contra 

condições adversas à sua sobrevivência tais como fagócitos e radiações ionizantes e ainda, pode 



 
16 

 

proteger o patógeno contra a ação de agentes antifúngicos (GOMEZ; NOSANCHUK, 2003; 

IKEDA et al., 2003). A produção de melanina é uma característica amplamente utilizada para a 

identificação de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii em laboratório. Este pigmento é 

revelado pela cor escura (marrom a preto) das colônias quando o fungo cresce em meios que 

contêm compostos fenólicos ou difenólicos na sua composição, como ágar semente de girassol 

(Helianthus annus), ágar alpiste (Guizotia abyssinica), ágar batata e cenoura, e meios 

quimicamente definidos, como ágar L-DOPA e ágar ácido caféico. A enzima fenol-oxidase ou 

lacase presente nas leveduras citadas atua sobre esses substratos, gerando quinonas como 

produtos, que sofrem um processo de autopolimerização, transformando-se em melanina. Esta 

fica retida na parede celular do fungo, sendo responsável pela expressão do pigmento escuro 

mostrado pelas colônias (CASADEVALL et al., 2000). Entre os fungos que tem a capacidade de 

produzir melanina durante a infecção estão os dimórficos H. capsulatum, B. dermatitidis, 

Paracoccidioides brasiliensis, Sporothrix schenckii, Penicillium marneffei, Coccidioides 

posadasii (GOMEZ et al., 2001; HAY, 1999; MORRIS-JONES et al., 2003; NOSANCHUK et 

al., 2002; NOSANCHUK et al., 2004; NOSANCHUK et al., 2007, YOUNGCHIM et al., 2005;) 

H. capsulatum, quando cultivado em meio quimicamente definido, , na presença de -3,4-

dihidroxiphenilalanina (DOPA) ou (-)-epinefrina produz células melanizadas, conídios e 

leveduras escuras. Estas são reconhecidas em ensaios utilizando anticorpos monoclonais e soros 

policlonais, indicando que a melanina pode ter um papel muito importante na patogenia da 

histoplasmose.  Acredita-se que durante a infecção a melanização de leveduras desempenhe um 

papel importante na virulência e patogenicidade, uma vez que reduz a susceptibilidade de fungos 

em geral a mecanismos de defesa do hospedeiro e drogas antifúngicas (NOSANCHUK et al., 

2002; TABORDA et al., 2008). 

 

-Dimorfismos- O dimorfismo é um aspecto importante na patogênese, pois a forma filamentosa é 

infecciosa, mas é a forma leveduriforme que sobrevive intracelularmente e causa doença 

(NEMECEK et al., 2006). A mudança de temperatura de 25ºC para 37ºC é estímulo suficiente 

para o dimorfismo, mas outras condições ambientais como presença de cisteína e cAMP pode 

influenciar na morfogênese de H. capsulatum. Este dimorfismo é essencial para a virulência, 
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como evidenciado em culturas mantidas a 25ºC tratadas quimicamente, incapazes de fazerem a 

conversão para a fase leveduriforme que se tornam avirulentas (MEDOFF et al., 1986b). 

 

-HSP 60- Fungos patogênicos, como a maioria dos microrganismos, possuem prováveis adesinas 

específicas que permitem a adesão à célula hospedeira ou matriz extracelular. No caso de 

patógenos intracelulares, adesinas permitem a entrada ideal em células hospedeiras que poderiam 

conduzir a ativação de defesas dos fagócitos. Uma proteína de choque térmico de 60 kDa(HSP60) 

presente na superfície do H. capsulatum apresenta função de chaperona e também parece ser o 

principal ligante a mediar a associação deste fungo ao receptor CR3 de macrófagos (LONG et al., 

2003).  A HSP60 é imunogênica, e desta forma vem sendo descrita como um potencial alvo para 

imunização passiva. Estudos demonstraram que mAbs contra a HSP60 administrados em 

camundongos podem levar à uma proteção significativa contra H. capsulatum, resultando em    

prolongamento da sobrevivência dos animais (GUIMARÃES et al., 2009). 

 

-Histona H2B- Esta molécula participa na patogênese da histoplasmose é uma histona H2B, que 

apesar de classicamente ser um componente intracelular, pode ser reconhecida por mAbs na 

parede celular das leveduras de H. capsulatum. Estudos demonstraram que a imunização passiva 

com H2B reduziu a carga fúngica, diminuiu o processo inflamatório e aumentou a sobrevida em 

camundongos. Porém apesar de ser reconhecida pelo sistema imune durante a infecção a 

quantidade de anticorpos detectados contra este antígeno em soros prova que H2B não consiste 

de um antígeno imunodominante (NOSANCHUK et al., 2003; NOSANCHUK et al., 2008). 

Proteinas de H. capsulatum carreadas por vesículas foram reconhecidas por soros hiperimunes, 

incluindo as associadas à virulência Hsp 60 e H2B, superóxido desmutase e catalases, indicando 

que essas proteínas parecem estar envolvidas na interação parasito-hospedeiro 

(ALBUQUERQUE et al., 2008; NOSANCHUK et al., 2008). 

 

-YPS3( “Yeast Specific Phage”)- É um gene específico da fase leveduriforme YPS3 (“Yeast 

Specific Phase”), que codifica uma proteína ligante de quitina encontrada na constituição da 

parede celular e também já foi assinalada como molécula secretada, vem sendo estudada na 

virulência através de experimentos de disrupção gênica com deleção do gene YPS3, o qual 
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demonstrou atenuar significativamente a virulência do fungo in vitro e em modelos de infecção in 

vivo utilizando camundongos (BOHSE; WOODS, 2007).  

 

-Catalases- Catalases são enzimas que decompõem o peróxido de hidrogênio em água e 

oxigênio, são encontradas em todos os organismos aeróbicos e estão envolvidas na defesa contra 

o stress oxidativo, associada a patogenicidade e virulência de certos fungos patogênicos ao 

homem. Com isso, estas enzimas poderiam atuar como fator de virulência para diversos 

microrganismos contra mecanismos oxidativos de seus hospedeiros. O envolvimento de 

mecanismos oxidativos na patogênese das micoses têm sido demonstrado em ensaios in vitro, 

bem como o papel da catalase na inibição da fagocitose por células efetoras dos hospedeiros 

contra alguns fungos (BRUMER e STEVENS, 1984; McEWEN et al., 1984; LEVITZ e 

DIAMOND, 1985; MORRISON; ISENBERG ; STEVENS, 1988; BRUMER; STEVENS, 1995; 

MELOI-BRUNERI et al., 1996). 

A classe de proteínas que exibem atividade de catalase e mais extensivamente 

caracterizada é composta por enzimas contendo grupamento heme, monofuncionais, sendo 

compostas por subunidades maiores com peso molecular acima de 75 kDa ou menores (< 60 

kDa) (CHELIKANI; FITA; LOEWEN, 2004).  A maioria das catalases típicas apresenta um 

“core” conservado que compreende aproximadamente 390 aminoácidos, com quatro domínios 

estruturais (N-terminal, domínio em forma de barril, domínio de ligação e domínio helicoidal), 

sendo que o maior grau de homologia encontrado entre as enzimas pertencentes a esta classe é 

visto na região ao redor da histidina distal e da tirosina proximal ligantes do grupo prostético 

heme (ZÁMOCK; KOLLER, 1999). Já foram descritas três diferentes catalases de H.capsulatum 

e cada gene codificador destas catalases está presente em uma única copia. A catalase P (CAT P) 

é uma pequena subunidade monofuncional de catalase peroximal, é constitutivamente expressa 

durante o crescimento e tem sido sugerido que CAT P pode facilitar a detoxificacão ao peróxido 

de hidrogênio durante o metabolismo (JOHNSON et al., 2002) e tem alta similaridade com a 

catalase P de P. brasiliensis. A catalase A (CAT A) usualmente apresenta estrutura quaternária 

quando em solução, está presente na fase filamentosa e /ou quando exposta a H2O2 (JOHNSON 

et al., 2002). Estudos evidenciaram indiretamente que catalases de H. capsulatum se localizavam 

em extratos livres de células (cell-free extracts) ou em células impermeabilizadas com acetona 
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sugerindo que essas fossem proteínas secretadas (HOWARD, 1983). A catalase B (CAT B) é 

também conhecida como antígeno M (ZANCOPÉ-OLIVEIRA et al., 1999). Através da 

demonstração de um modelo estrutural hipotético do antígeno M como um tetrâmero composto 

por quatro domínios estruturais, além da localização do sitio de assinatura onde os ligantes do 

heme H107, N180, Y394 foram encontrados pode-se afirmar que o antígeno M é uma catalase 

(CATB) que além de secretada (exoantígeno), também se localiza na superfície celular em ambas 

as fases do ciclo evolutivo sendo responsável pela evasão ao stress oxidativo, e permite a 

conversão do fungo da fase miceliana para a leveduriforme (GUIMARÃES et al., 2008).  A forte 

reatividade evidenciada na parede celular das leveduras de H. capsulatum quando empregado 

mAbs para proteína M comprovou a presença desta proteína na superfície das leveduras 

(GUIMARÃES et al., 2008).  

 

1.6 Diagnóstico  

 
 O diagnóstico clínico da histoplasmose baseia-se em aspectos clínicos, radiológicos e 

epidemiológicos. A confirmação do diagnóstico se dá pelo isolamento e identificação de H. 

capsulatum  através de procedimentos microbiológicos. 

 
1.6.1 Exame direto e cultura 

 

A demonstração de H. capsulatum em espécimes clínicos através da microscopia de 

preparações a fresco ou com hidróxido de potássio a 10 % é extremamente difícil. Melhor 

sensibilidade é obtida utilizando métodos de coloração como Wright, Giemsa e Grocott, porém 

fatores limitantes como similaridades na morfologia deste fungo com outros patógenos e artefatos 

de coloração podem afetar o rendimento da técnica (ZANCOPÉ-OLIVEIRA et al., 2013).  

Apesar das limitações relacionadas a obtenção da cultura do fungo, esta metodologia é 

considerada o método padrão-ouro no diagnóstico da histoplasmose (ROSENBERG; 

SCHEINFELD, 2003; GUIMARÃES et al., 2006-b; FERNANDEZ ANDREU et al., 2011; 

ZANCOPÉ-OLIVEIRA et al., 2013).  

Espécimes biológicos provenientes de pacientes com suspeita clínica de histoplasmose 

devem ser semeados em meios especiais para isolamento como Agar Sabouraud acrescido de 
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cloranfenicol e ágar Mycosel, entre outros, incubados a 25 ºC durante 6 a 12 semanas. Nestas 

condições, H. capsulatum inicialmente cresce como colônias glabras, que com o tempo tornam-se 

filamentosas, aéreas, algodoadas, de coloração branca, compostas por trama miceliana, com 

delicadas hifas hialinas, septadas e ramificadas, apresentando micro e macroconídios em vários 

estágios evolutivos. A presença destes conídios sugere que o fungo seja H. capsulatum, mas é 

necessária a conversão desta fase para a forma leveduriforme, visto que fungos saprófitas, como 

Chrysosporium sp. produzem conídios semelhantes (GAUR; LICHTWARDT, 1980).  Com isso, 

para obtenção desta fase deve-se fazer repiques da fase filamentosa da colônia suspeita em meios 

enriquecidos, tais como Agar sangue, Agar infusão cérebro-coração (BHI), ambos acrescidos de 

cisteína, meio de conversão (0,5 % peptona, 0,5 % extrato de levedura, 2 % glicose, 15 g/l Agar) 

e meio Gema (2,1 % Muller Hinton Broth, 1 % Agar, 2 % dextrose, 0,2 % L-Cisteína, 15 ml de 

gema de ovo) com incubação a 35-37 ºC, para observação de sua conversão à fase leveduriforme. 

Após conversão observam-se colônias glabras, lisas, branco-amareladas, apresentando à 

microscopia, leveduras ovais, unibrotantes, de morfologia uniforme. Cultivos de espécimes 

clínicos são negativos na maioria dos pacientes com histoplasmose aguda e, embora apresentem 

alta sensibilidade nas formas disseminada e crônica, resultados falso-negativos podem ser 

observados em cerca de 20 % dos casos disseminados (SATHAPATAYAVONGS et al., 1983; 

WHEAT et al., 2002) e 50 % das formas pulmonares crônicas (WHEAT et al., 1984). O 

rendimento da técnica varia conforme o material processado. A  hemocultura realizada por lise-

centrifugação apresenta 90 a 100 % de positividade, sendo que esse percentual pode apresentar 

variações de acordo com a forma clínica (WHEAT; KAUFFMAN, 2003). Outro fator limitante é 

o crescimento de H. capsulatum em cultivo, o qual requer, cerca de 3-4 semanas para seu 

isolamento e identificação.   

 

1.6.2 Diagnóstico histopatológico 

 

A coloração pela hematoxilina-eosina (HE) apresenta sensibilidade mediana, onde as 

leveduras intracelulares são visualizadas como um corpúsculo levemente basofílico, esférico ou 

ovalado,  rodeado por um halo claro delimitado por uma parede celular hialina muito fina. Porém 

quando usadas colorações mais específicas para fungos, como PAS e prata (Gomori metenamina 
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ou Grocott), o rendimento melhora consideravelmente.  Nestas preparações a parede celular de H. 

capsulatum é fortemente corada, permitindo observar elementos fúngicos como leveduras 

unibrotantes pequenas, ovais ou arredondadas de 2 a 4 μm. As leveduras de H. capsulatum são 

frequentemente encontradas no interior de macrófagos, mas podem ser observadas livres nos 

tecidos.  Em pacientes com doença disseminada aguda severa as leveduras podem ser vistas em 

células sanguíneas em esfregaço de sangue periférico e de medula óssea (KAUFFMAN, 2009; 

ZANCOPÉ-OLIVEIRA et al., 2013). O diagnóstico histopatológico permite um diagnóstico 

rápido, porem sua sensibilidade é menor que 50 % (SATHAPATAYAVONGS et al., 1983). 

Resultados falso-positivos podem ocorrer quando outros fungos como Pneumocystis jirovecii ou 

artefatos de coloração estão presentes (WHEAT, 1996). 

 

1.6.3 Teste de exoantígeno 

Este teste de imunoidentificação detecta macromoléculas imunogênicas solúveis 

produzidas pelos fungos durante sua fase de crescimento (STANDARD; KAUFMAN, 1976). O 

método convencional de exoantigeno para identificação de H. capsulatum utiliza o teste de 

imunodifusão dupla para detecção das proteínas H e M. Esta metodologia permite identificar 

formas micelianas atípicas de H. capsulatum e discriminá-los de fungos saprofíticos 

morfologicamente semelhantes. Considerando que os ensaios imunoenzimáticos são mais 

sensíveis que as técnicas de precipitação, métodos alternativos como Dot-blot e immunoblotting 

foram empregados. Estes testes identificaram corretamente cepas de H. capsulatum, apresentando 

100 % de sensibilidade enquanto que a imunodifusão dupla apresentou uma sensibilidade de 33 

% (REISS et al., 2000). 

 

1.6.4 Imunodiagnóstico 

 

 As metodologias empregadas no imunodiagnóstico da histoplasmose oferecem um 

diagnóstico presuntivo da doença, uma vez que detectam de forma indireta a existência do 

patógeno no hospedeiro através da detecção de anticorpos e/ou antígenos específicos em fluidos 

orgânicos, ou pela demonstração de reação de hipersensibilidade cutânea específica a antígenos 
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fúngicos. Entretanto, as técnicas empregadas no imunodiagnóstico da histoplasmose apresentam 

algumas variações quanto ao seu rendimento. Estas variações estão relacionadas aos limites de 

detecção das técnicas empregadas, e as diferentes formas clínicas da histoplasmose.  

 

1.6.4.1 Detecção de anticorpos 

 

Até o presente, imunodifusão dupla de Ouchterlony (ID) (OUCHTERLONY, 1962) e a 

reação de fixação de complemento (RCF) (KAUFFMAN, 1992) têm sido os métodos de escolha 

na rotina de laboratórios de análises clínicas. Entretanto, a ID, apesar da alta especificidade, 

apresenta baixa sensibilidade onde os anticorpos específicos podem não ser detectáveis em soros 

até 4 a 6 semanas após o aparecimento dos sintomas, fornecendo resultados falso-negativos 

(PIZZINI et al., 1999). A RFC é  mais sensível que a ID, porém pode apresentar reatividade 

cruzada com soro de pacientes infectados com B. dermatitides, Coccidioides immitis e P. 

brasiliensis (WHEAT; KAUFFMAN, 2003). 

A ID é a técnica mais empregada para detecção de anticorpos na histoplasmose. É uma 

técnica altamente específica para detecção de anticorpos anti-M e anti-H, os principais antígenos 

empregados no diagnóstico da histoplasmose, porem apresenta baixa sensibilidade 

(FURCOLOW; SALVIN, 1956; JOHNSON et al., 1986). A  precipitina M é a primeira a 

aparecer e pode persistir por meses a anos após a resolução. Anticorpos anti-M podem ser 

detectados após intradermoreação com histoplasmina. A precipitina H aparece após a linha M, 

como é observada em soros de pacientes com doença ativa e progressiva, trata-se de um 

importante marcador. Anticorpos anti-H podem persistir após a cura clínica aparente, mas 

desaparecem mais rapidamente que os anticorpos anti-M. O antígeno H é uma glicoproteína de 

parede celular de 120 kDa e pouco imunogênico, e anticorpos estam presente em somente 7 a 

20% das amostras de soro de pacientes com histoplasmose (GUIMARÃES et al., 2006-b). 

Reações cruzadas ocorrem em pacientes com paracoccidioidomicose, blastomicose e aspergilose, 

e menos frequentemente em pacientes com coccidioidomicose e candidiase  (WHEAT, 2003).  

Outra técnica que já foi muito empregada no diagnóstico da histoplamose é a reação de 

fixação de complemento (RFC). Nesta são usados antígenos obtidos tanto da fase filamentosa 

quanto leveduriforme, com sensibilidade/especificidade diferentes. A RFC é positiva em cerca de 
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90 % dos pacientes com doença pulmonar e em 80 % com histoplasmose disseminada. Entretanto 

apresenta como limitações a diminuição da sensibilidade em pacientes imunossuprimidos, a 

impossibilidade em diferenciar infecção passada de doença atual e a ocorrência de reações 

cruzadas com outras micoses (WHEAT, 2003). 

Na RFC, títulos maiores que 1:8 são considerados positivos e títulos acima de 1:32 são 

fortemente sugestivos de infecção ativa. Título entre esses dois valores são pouco sugestivos de 

doença em atividade, devendo ser avaliados junto a dados clínicos e epidemiológicos. Anticorpos 

fixadores de complemento podem persistir por anos após a infecção. Aproximadamente 95 % dos 

pacientes com histoplasmose aguda ou crônica são positivos na RFC, sendo a resposta para o 

antígeno leveduriforme maior do que para o antígeno micelial. Reações cruzadas podem ocorrer 

com outras infecções fúngicas e outros processos granulomatosos, incluindo tuberculose e 

sarcoidose, sua especificidade é maior com antígenos da fase leveduriforme 90 % do que com 

antígenos obtidos da fase filamentosa 80 % (GUIMARÃES et al., 2006-b; KAUFFMAN, 2007). 

Os ensaios imunoenzimáticos, tais como ELISA e Western blot, nas suas inúmeras 

variações, tem demonstrado elevada sensibilidade na detecção de anticorpos, apresentando 

contudo problemas quanto a especificidade (GUIMARÃES et al., 2004 ;  PIZZINI, 1997) 

O Western blot apresentou resultados promissores principalmente no grupo de pacientes 

com histoplasmose aguda e disseminada, onde a sensibilidade do teste variou ente 90 a 100 % 

quando soros foram testados frente ao antígeno histoplasmina purificado e deglicosilado 

(PIZZINI et al., 1999). 

 Diferentes desenhos de ELISA tem sido descritos no imunodiagnóstico da histoplasmose 

empregando diversas preparações antigênicas. Em um ELISA sandwich indireto para detecção de 

anticorpos anti-proteínas ribossomais, 97 % dos pacientes com histoplasmose foram positivos, 

quando comparado à sensibilidade de 75 % na  detecção de anticorpos utilizando histoplasmina 

(RAMAN et al., 1990).  Já foi descrito um ELISA usando extrato de células leveduriformes, com 

sensibilidade de 86 % e especificidade de 91% na histoplasmose pulmonar aguda, empregando 

como conjugado uma anti- IgG humana, entretanto quando empregada uma anti- IgM humana a 

sensibilidade foi de 66 % e a especificidade de 100 % (TORRES et al., 1993). 

Um ELISA empregando o antígeno histolyn CYL, obtido da fase leveduriforme do H. 

capsulatum foi realizada para detectar anticorpos no soro de pacientes com histoplasmose e no 
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soro de coelhos infectados experimentalmente onde foi observado reatividade cruzada com C. 

immitis (BOYER &SCALARONE, 1983). Outro desenho de ELISA para detecção de anticorpos 

da classe IgM e IgG, empregando antígeno adsorvido em beads de policarbonato apresentou uma 

sensibilidade  superior aos testes de imunodifusão dupla e RFC nas amostras obtidas quatro 

meses após o início dos sintomas, porém a especificidade do teste não foi avaliada (WHEAT et 

al., 1992).  

  Nosso grupo também desenvolveu e avaliou um ELISA indireto como método para 

detecção de anticorpos empregando como antígeno a histoplasmina purificada e deglicosilada, 

apresentando 92 % de sensibilidade e 96 % de especificidade (GUIMARÃES et al., 2004). Este 

último teste foi avaliado quanto a detecção de anticorpos nos soros de pacientes com diferentes 

formas clínicas de histoplasmose, onde encontramos as seguintes sensibilidades: pacientes com 

histoplasmose aguda e mediastinal: 100 %, histoplasmose crônica: 90 %, histoplasmose 

disseminada: 89 % e na histoplasmose oportunista: 86 % (GUIMARÃES et al., 2010). 

 

1.6.4.2 Detecção de antígeno 

A detecção de antígeno em fluidos corporais é frequentemente utilizada para o 

diagnóstico e acompanhamento de pacientes com histoplasmose, e principalmente 

imunodeprimidos apresentando a forma disseminada da doença e cujos títulos de anticorpos são 

baixos ou ausentes. Entre estes, o método mais utilizado e avaliado até o presente é um 

radioimunoensaio (RIA) descrito por Wheat e cols (1986), que se baseia na detecção de antígeno 

polissacáride de H. capsulatum (HPA). Este teste apresentou 95% de sensibilidade nas amostras 

de urina analisadas e 86 % nas amostras de soro (WHEAT et al., 2002). Entretanto resultados 

falso positivos foram observados nesta metodologia. 

Um ELISA sandwich de segunda geração foi realizado para reduzir o número de reações 

falso positivas causadas por anticorpos humanos anti-coelho (WHEAT et al., 2007). Na tentativa 

de melhorar o rendimento do ensaio imunoenzimático (MVista Histoplasma antigen enzyme 

immunoassay) na detecção de antigenemia, amostras de soro foram tratadas com EDTA, com a 

finalidade de remover a formação de imunocomplexos que levam a resultados falso negativos, e 

este teste foi capaz de detectar antigenemia em 94,6 % das amostras de soro que apresentaram 
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reações falso negativas na ausência de tratamento com EDTA (SWARTZENTURBER et al., 

2009). Outra metodologia empregada pra aumentar a sensibilidade do MVista Histoplasma 

antigen enzyme immunoassay desta vez na antigenúria foi a ultrafiltração das amostras, onde foi 

observado um aumento na sensibilidade da técnica e uma discreta perda na especificidade 

(EGAN et al., 2008). 

Um estudo multicêntrico avaliou o teste de detecção de antígeno Mvista Histoplasma 

antigen immunoassay (Mira Vista Diagnostics) para diagnóstico da histoplasmose, onde foi 

observada uma sensibilidade nas amostras de urina na forma disseminada de 91,8 %, na 

histoplasmose aguda de 83,3%, na histoplasmose subaguda de 30,4% e na forma pulmonar 

crônica de 87,5 %. Já na antigenemia a sensibilidade foi de 100 % na forma disseminada. A 

especificidade foi de 99 % para pacientes com infecções não fúngicas e indivíduos saudáveis, 

porém foi observada reação cruzada em 90 % dos pacientes com blastomicose (HAGE et al., 

2011).   

Outro método, para detecção de antígenos, é uma ELISA de inibição (GÓMEZ et al., 

1997). Esta metodologia apresentou uma maior especificidade que o RIA, devido ao uso de 

anticorpos monoclonais para detecção de uma proteína de 70 kDa. A sensibilidade do teste variou 

de 57,1 a 88,9 % de acordo com a forma clínica da histoplasmose. A especificidade do teste foi 

de 85,4 % quando testados em paralelo com amostras de soro de pacientes com outras infecções 

fúngicas. Esta metodologia também foi empregada no monitoramento terapêutico dos pacientes, e 

apresentou sucesso no acompanhamento de pacientes principalmente com a forma aguda e 

disseminada da histoplasmose (GOMEZ  et  al.,1997, GOMEZ, et al., 1999). 

Um ELISA de captura empregando soro policlonal contra antígeno polissacáride de H. 

capsulatum foi desenvolvido para detectar antígeno em amostras de urina de pacientes com 

histoplasmose. Este teste apresentou 81 % de sensibilidade e 95 % de especificidade (SCHEEL et 

al., 2009). 
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1.6.5 Teste cutâneo intradérmico com histoplasmina 

O teste intradérmico é empregado em investigações epidemiológicas, porem não tem 

valor para uso em diagnóstico. Esta prova consiste na inoculação por via intradérmica de 0,1 ml 

do antígeno histoplasmina, o qual é preparado a partir do filtrado de cultura da fase miceliana de 

H. capsulatum. Após a realização do teste considera-se positiva uma reação com uma área de 

induração maior ou igual a 5 mm, ou mais formada em 48-72 horas (NEGRONI, 1982). A 

reatividade ao teste intradérmico desenvolve-se usualmente após duas a quatro semanas após a 

infecção. A intradermoreação não deve ser empregada antes da realização de teste sorológico, 

pois pode induzir a formação de linhas de precipitação nas amostras de soro (GUIMARÃES et 

al., 2006-b; ZANCOPÉ-OLIVEIRA et al., 2013). 

1.6.6 Métodos Moleculares 

Ensaios baseados na detecção de sequências específicas de DNA e RNA têm sido 

desenvolvidos para a identificação de fungos dimórficos. Entre esses se destacam técnicas de 

hibridização empregando sondas genéticas e reações em cadeia da polimerase (PCR) (BIALEK et 

al. 2002; HOPFER et al., 1993; KERSULYTE  et al., 1992; LINDSLEY  et al., 2001; 

MARTAGON-VILLAMIL et al., 2003; RICKERTS et al., 2002 ;WOODS et al., 1993). O 

método de PCR foi utilizado inicialmente para avaliar um conjunto comercial de sondas de DNA 

quimioluminescente marcadas com éster-acridinia, para identificação de fungos dimórficos, onde 

foi observada alta especificidade e sensibilidade (STOCKMAN et al., 1993). Já foram 

desenvolvidos ensaios empregando sondas de DNA quimioluminescente marcadas para detecção 

de sequências especificas de rRNA em isolados clínicos de H. capsulatum, bem como para 

detecção direta em amostras biológicas (CHEMALY  et al., 2001).  

Algumas PCR tem sido descritas na literatura para identificação de isolados atípicos e 

diagnóstico da histoplamose. Um estudo onde PCR utilizando sequências iniciadoras desenhadas 

a partir do gene codificante do antígeno M foi capaz de detectar e identificar H. capsulatum, 

apresentando 100% de especificidade e sensibilidade (GUEDES et al., 2003).  
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Um segundo PCR foi desenvolvido para a detecção de DNA fúngico em tecido 

empregando iniciadores desenhados a partir do gene que codifica uma proteína de 100 kDa, foi 

realizado e este teste também apresentou 100 % de especificidade e sensibilidade (BIALEK  et 

al., 2002). Posteriormente foi realizado um trabalho de validação de um Nested-PCR tendo como 

alvo o gene que codifica uma proteína de 100 kDa, realizado em amostras respiratórias onde foi 

observado 100% de sensibilidade e  92,4 /95,2 % de especificidade (MUNÕZ et al., 2010). 

Outro método, uma PCR semi-aninhada, foi desenvolvido para o diagnóstico da 

histoplasmose em amostras clínicas onde foi realizada a amplificação parcial do gene codificador 

do antígeno H, o qual apresentou uma alta especificidade e sensibilidade (BRACCA et al., 2003).  

Várias técnicas utilizando a metodologia de PCR em tempo real têm sido descritas. 

Empregando sondas que amplificam a região ITS1 foi observada detecção de DNA de H. 

capsulatum em soros de pacientes infectados pelo HIV. Este teste apresentou 70 % de 

sensibilidade e 100% de especificidade (BUITRAGO et al., 2006). 

Também foi descrito uma PCR em tempo real para detecção de DNA de H. capsulatum  

extraido de tecido embebido em parafina e fixado em formalina, que apresentou um limiar de 

detecção de 6 pg/μl de DNA de H. capsulatum, uma sensibilidade de 88,9 % e especificidade de 

100 %, fornecendo acurácia superior quando comparada aos testes histopatológicos. 

(KOEPSELL et al., 2012).  

Uma análise comparando a performance de diferentes metodologias para o diagnóstico da 

histoplasmose foi realizada, onde foram analisados, sorologia, cultura e uma PCR aninhada in 

house, em sete casos com suspeita de histoplasmose. Empregou-se na PCR iniciadores que 

amplificam segmento do gene codificador do antígeno M de H. capsulatum. Neste estudo a 

cultura foi positiva em apenas uma amostra, a sorologia em três amostras e a PCR em quatro 

amostras. Apesar da boa sensibilidade e especificidade encontrada na PCR, faz-se necessário 

maiores avaliações desta metodologia, devido ao pequeno número de amostras analisadas 

(OHNO et al, 2013). 
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Um estudo multicêntrico avaliou diferentes protocolos de PCR para detecção de DNA de 

H. capsulatum, neste estudo uma PCR em tempo real que amplifica a região ITS1 foi altamente 

sensível, específica e apresentou uma alta reprodutibilidade, quando comparada com uma PCR 

aninhada e uma PCR convencional (BUITRAGO et al., 2013). 

 

1.7 Antígeno M 

O principal complexo antigênico utilizado para fins diagnósticos na histoplasmose é a 

histoplasmina, um filtrado de cultura de H. capsulatum na forma filamentosa, crescido em meio 

sintético. Os principais constituintes antigênicos são o antígeno C, que é um carboidrato 

(galactomanana, responsável pela reatividade cruzada com outros gêneros fúngicos) e as 

glicoproteínas H e M. São considerados imunodominantes porque são expressos durante toda a 

infecção e são capazes de induzir a formação de precipitinas (HEINNER, 1958) e anticorpos 

fixadores do sistema complemento, sendo considerados marcadores específicos para a doença em 

atividade em pacientes com normalidade na sua resposta imunológica. 

Com o objetivo de tornar o diagnóstico da histoplasmose mais específico, aplicou-se 

métodos de otimização à utilização deste complexo antigênico. Purificação por métodos 

cromatográficos e tratamento com finalidade de retirar a porção glicosídica destes antígenos 

foram propostos (ZANCOPÉ-OLIVEIRA et al., 1993; ZANCOPÉ-OLIVEIRA et al., 1994a).  

Ambos os antígenos H e M, em sua forma nativa, são glicoproteínas com  peso molecular de 120 

e 94 kDa respectivamente, contendo epítopos protéicos específicos e glicosídicos ligados à 

porção N-terminal (ZANCOPÉ-OLIVEIRA et al., 1993). Deglicosilações enzimáticas ou 

principalmente químicas pelo metaperiodato de sódio (NaIO4) provaram aumentar a 

especificidade em métodos imunoenzimáticos, reduzindo a reatividade cruzada com outros 

fungos (PIZZINI et al., 1997; ZANCOPÉ-OLIVEIRA et al., 1994b). O antígeno M têm sido 

utilizado em testes imunológicos para o diagnóstico da histoplasmose (PIZZINI et al., 1999; 

GUIMARÃES et al., 2006b). Nosso grupo tem dado grande ênfase a este antígeno. Baseado em 

estudos de caracterização molecular e funcional do gene codificador do antígeno M (ZANCOPÉ-

OLIVEIRA  et al., 1999) bem como nas reações cruzadas obtidas frente a reações obtidas com 

anticorpos monoclonais para catalases (HAMILTON et al., 1990), foi possível caracterizar a 
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proteína M como uma catalase B. Em estudos prévios foram determinadas regiões 

imunodominantes do antígeno M. Para tanto, inicialmente um modelo molecular do antígeno M 

foi desenvolvido baseado na estrutura da proteína M de H. capsulatum depositada no GenBank 

(AFO26268). Foi também realizada comparação com sequências de diversas catalases, utilizando 

os programas FASTA (Version 3), PDB Viewer Program,  PROCHECK e Clustal W. Os 

resultados obtidos demonstraram regiões de baixa homologia com catalases humanas. 

Demonstrou-se um modelo estrutural hipotético do antígeno M como um tetrâmero composto por 

quatro domínios estruturais. Além disso, o sítio de assinatura onde os ligantes de heme H107, 

N180, Y394 foram localizados, bem como um importante sítio proximal de assinatura de 

catalases (FDHERVPERAVHARGAG) foi achado por Docking, confirmando a natureza 

biológica do antígeno M como catalase. Estudos utilizando o algoritmo de Jamenson-Wolf, para 

o cálculo do índice antigênico, combinados com a probabilidade de superfície calculada pelo 

algoritmo de Emini, permitiu a identificação de sete regiões antigênicas, um destes sítios foi 

localizado nos primeiros 40 aminoácidos na porção N-terminal, os quais constituem um provável 

peptídeo sinal. Seis sítios hidrofílicos, com elevados índices antigênicos são possíveis epitopos B 

uma vez que posicionados na superfície, poderiam ser mais facilmente reconhecidos por 

anticorpos. Posteriormente três diferentes fragmentos polipeptídicos (F1, F2, F3) foram gerados a 

partir da estrutura do antígeno M. A análise destes fragmentos frente a anticorpos monoclonais e 

soros de pacientes com histoplasmose demonstrou ser o fragmento F2 o mais imunogênico, o que 

foi confirmado por estudo de modelagem do antígeno M, onde o fragmento F2 apresentou os 

principais epitopos imunodominantes e também está localizado na superfície do antígeno M 

(GUIMARÃES et al., 2008; GUIMARÃES, 2006-a) (Figura 4). 
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Figura 4: Modelo hipotético do antigeno M baseado na homologia estrutural com outras catalases  (A) Em rosa 
sitio ativo proximal; Vermelho em forma de barril α-helice; Flecha em amarelo folhas beta. (B) Sítio de 
assinatura do antigeno M (B) Regiões antigênicas distribuidas na proteína M. (Guimarães et al., 2008).  
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2. JUSTIFICATIVA  
 

Histoplasmose é uma das micoses sistêmicas mais frequente no Brasil (ZANCOPÉ-

OLIVEIRA et al., 2005). Embora a maioria dos casos se apresente como uma infecção pulmonar 

aguda, aproximadamente 5 % dos pacientes evoluem para quadros pulmonares mais graves e 

doença extrapulmonar que pode ser fatal se não for diagnosticada e tratadas rapidamente (REISS 

et al., 2000). Uma variedade de métodos para o diagnóstico da histoplasmose tem sido reportados 

na literatura especializada. Entretanto, a maioria ainda apresenta limitações. O diagnóstico 

definitivo da histoplamose é obtido através do isolamento e identificação de H.capsulatum, 

porem este microorganismo apresenta um crescimento lento, e além disso o rendimento destas 

metodologias varia de acordo com a forma clinica da infecção. Da mesma forma o diagnóstico 

sorológico da histoplasmose apresenta limitações relacionadas a especificidade e sensibilidade 

das técnicas empregadas. Estudos prévios do grupo, sugerem que a proteína M apresente regiões 

comuns, bem como regiões específicas, demonstrando a necessidade de um mapeamento desta 

proteína para completa definição dos principais sítios antigênicos desta molécula (GUEDES et 

al., 2003; GUIMARÃES et al., 2008). Para tanto, desenvolvemos este projeto onde foram 

empregadas as técnicas de imunoprecipitação de proteínas e análise em espectrometria de massas 

e síntese múltipla de peptídeos paralelos sobre membrana de nitrocelulose (Spot-Synthesis) 

(FRANK,1992). A escolha da técnica de Spot-synthesis se deve ao fato de ser uma das 

metodologias mais aplicadas no mapeamento de epitopos (LAUNE et al., 2002; CHÁVEZ-

OLÓRGUI et al., 2002; ALVARENGA et al., 2002; MACHADO DE ÁVILA, 2004). A 

identificação de epítopos específicos, e suas aplicações serão úteis no desenvolvimento de 

métodos mais sensíveis e específicos para o diagnóstico da histoplasmose.  
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3- OBJETIVO  
 

3.1 Objetivo Geral 

 

Desenvolver reagentes e metodologias mais rápidas, sensíveis e específicas para emprego no 

diagnóstico da histoplasmose.   

 

3.2 Objetivos específicos 

 

1- Realização da técnica de coimunoprecipitação de proteínas e análise por espectrometria de 

massas para determinação de regiões antigênicas na proteína M recombinante baseados na 

reatividade de um painel de mAbs gerados contra essa proteína. 

 

2- Mapeamento dos determinantes antigênicos na proteína M, através da identificação das 

sequências de aminoácidos dos epitopos reconhecidos por anticorpo monoclonal (mAb) 

utilizando uma biblioteca peptídica obtida pela técnica de Spot-synthesis. 

 

3- Desenvolvimento de ensaio imunoenzimático utilizando os peptídeos sintéticos para a detecção 

de anticorpos.  

 

4- Desenvolvimento de ensaio imunoenzimático para detecção de antígeno circulante. 
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4-MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1 Expressão e Purificação da Proteína M recombinante 

 
Para realização desta etapa, as colônias de Escherichia coli mantidas em freezer a -70 ºC 

foram semeadas em meio Luria Bertani (LB- Invitrogen) para isolamento do clone e produção da 

proteína M recombinante. A metodologia realizada para a clonagem e expressão inicial desta 

molécula foi a mesma previamente publicada por Zancopé-Oliveira e colaboradores (1999), e 

modificada por Guimarães e colaboradores (2008).  

 Após o isolamento do clone positivo, os mesmos foram crescidos em meio LB contendo 

ampicilina (100 µg/ml) /canamicina (25 µg/ml), até uma densidade ótica da cultura de 0,4 a 600 

nm, e então, foi adicionado a cada cultivo, IPTG (isopropylthio-β-galactoside – Invitrogen) na 

concentração final de 1 mM. A expressão dos fragmentos foi então induzida por 4 horas, e as 

células recuperadas por centrifugação e lavadas utilizando-se tampão TBS (0,01 M Tris base pH 

7,2, 0,15 M NaCl, 0,001 M NaN3). O próximo passo foi ressuspender o sedimento formado em 

um tampão de lise (5 mM de imidazol, 500 mM de NaCl, 20 mM de Tris pH 7,9) e então a 

suspensão foi sonicada por 6 a 7 minutos em ciclos de 10 segundos com sucessivos banhos no 

gelo. A lise celular foi acompanhada ao microscópio e quando confirmada, a suspensão foi então 

centrifugada a 16300 rpm por 30min. O sedimento composto de partículas insolúveis foi então 

ressuspenso em tampão de suspensão (10 mM de imidazol, 500 mM de NaCl, 20 mM de Tris-

HCl pH 7,9, 6 M uréia). O material foi centrifugado a 1,000 xg por 30min e o sobrenadante 

coletado foi aplicado em uma coluna de Ni+2- sepharose (Quiagen CA, USA ) equilibrada com o 

tampão de suspensão. A coluna foi lavada com 10 vezes de seu volume utilizando o mesmo 

tampão e então os fragmentos foram eluídos da coluna com o tampão de eluição (1 M de 

imidazol, 500 mM de NaCl, 20 mM de Tris-HCl pH 7,9, 6 M uréia). As frações de maior 

concentração protéica foram determinadas ao espectofotômetro e então avaliadas pela técnica de 

eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE).  
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4.2 Dosagem de proteínas 

 

A dosagem de proteínas totais dos antígenos foi realizada segundo a técnica descrita por 

Bradford (1976), modificada para utilização com reagente comercial (Bio-Rad, Laboratories 

Richmond, CA, EUA) tendo albumina sérica bovina (Sigma) como padrão. A leitura das reações 

foi realizada em espectrofotômetro a 595 nm (IMark-BIO-RAD). 

 
4.3 Produção de anticorpos monoclonais (mAbs)  

 
 A produção de anticorpo contra o antígeno M recombinante foi realizada no laboratório  

CHRON EPIGEN  do Pólo de Biotecnologia  (BIO-RIO) da Universidade Federal do Rio de 

Janeiro, a partir da imunização de camundongos BALB/c  isogênicos. 

 Resumidamente camundongos BALB/c (n=4), fêmeas, com 8 semanas de vida, foram 

previamente testados para a presença de imunoglobulinas no soro contra a proteína M 

recombinante. Após resultado negativo, os animais foram imunizados primariamente com 20µg 

de antígeno M recombinante em adjuvante completo de Freund (Sigma-Aldrich). Após 15 dias da 

primeira imunização, os camundongos foram imunizados novamente, com a mesma quantidade 

de antígeno, em adjuvante incompleto de Freund (Sigma-Aldrich). Após 15 dias, os 

camundongos foram sangrados pela via retro-orbital. A seleção do camundongo que seria o 

doador do baço para realização da fusão foi feita através da reação de ELISA, onde empregou-se  

duas concentrações diferentes do antígeno recombinante M (1 e 0,1 μg/poço) e os soros dos 

animais previamente imunizados para detecção da presença de anticorpos contra a proteína M 

recombinante.  O baço do camundongo 3, o qual apresentou maior nível de anticorpos anti-rM, 

foi retirado, macerado, e a suspensão celular lavada com HBSS (Hank’s Balanced Salt Saline – 

0,137M NaCl, 5,4mM KCl, 0,25mM Na2HPO4, 0,44 mM KH2PO4, 1,3mM CaCl2, 1,0mM 

MgSO4, 4,2mM NaHCO3, pH 7,2). As células esplênicas foram contadas em Câmara de 

Newbauer, onde foram obtidas 1 x 108  células/ml de suspensão. Para fusão, foi respeitado o 

índice de 1x108 células esplênicas para 1,2 x 107células de linhagem mielóide SP2/0. Estas 

células foram fusionadas utilizando-se polietilenoglicol. Os hibridomas assim formados foram 

selecionados em meio HAT 1X (hipoxantina, aminopterina e timidina). Posteriormente foi 
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realizada contagem das células em meio HAT, a fim de se realizar o plaqueamento de um único 

clone em um poço da placa de 96 poços para cultura de células (Nunc-Immuno Starwell, 

Cloning), e então, após o crescimento, o sobrenadante foi testado por ELISA para a presença de 

anticorpos monoclonais contra a proteína M recombinante.  

 

4.3.1 Isotipagem dos mAbs 

 

Os anticorpos monoclonais obtidos no item anterior foram classificados pelo método de 

ELISA indireto utilizando o kit Mouse-Monoclonal Antibody Isotyping Reagents (Sigma-

Aldrich), de acordo com o protocolo determinado pelo fabricante.  

 

4.3.2 Avaliação da afinidade e especificidade dos mAbs 

  

 Para esta avaliação foi utilizada a técnica do Imunoblot com diversos antígenos fúngicos: 

antígeno M recombinante de H. capsulatum, antígeno filtrado de H. capsulatum purificado e 

tratado com metaperiodato de sódio (NaIO4) (PIZZINI et al., 1999), antígeno citoplasmático H. 

capsulatum da fase leveduriforme, antígeno filtrado de Aspergillus fumigatus, antígeno filtrado 

de Paracoccidioides brasiliensis, antígeno citoplasmático leveduriforme de Sporothrix schenckii. 

Foi empregado como controle positivo uma amostra de soro de paciente com histoplasmose 

comprovada através de sorologia e cultura. 

 

4.3.3 Imunoblot 

 

Os antígenos foram desnaturado a 100 ºC por 5 minutos em tampão 0,125 M Tris-HCl 

(pH 6,8) contendo 2 % dodecil sulfato de sódio (SDS), 10 % glicerol, 5 % 2-mercaptoetanol e 

0,025 % azul de bromofenol. Eletroforese em gel de poliacrilamida com diferentes concentrações 

no gel de empacotamento e de resolução (4 e 10 %, respectivamente) foi conduzida em uma 

célula eletroforética (Mini-Protean II, Bio-Rad Laboratories, Richmond California) a 10 mA para 

o gel de empacotamento e 20 mA para o gel de resolução. O conteúdo dos géis foi transferido 

para uma membrana de nitrocelulose em uma Mini Transfer-Blot Cell (Bio-Rad) contendo 
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tampão de transferência com 25 mM Tris-HCl, 192 mM glicina e metanol (20 % vol/vol, pH 8,3) 

e operada a  400 mA por 1h. As membranas foram então, bloqueadas com 5 % leite desnatado em 

20 mM Tris-HCl (pH 5,8), 500mM NaCl, 0,2 % Tween (TTBS). Os mAbs foram incubados com 

cada antígeno por 1 h a 37ºC. Após a lavagem, as membranas foram incubadas com conjugado 

anti-imunoglobulina de camundongo marcado com fosfatase alcalina. As reações foram 

posteriormente reveladas pela adição do substrato BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolfosfato) em 

dimetilformamida (15 mg/ml) e NBT (nitroblue tetrazolium) 30 mg/mL em 70 % DMF aquoso 

diluída em tampão Tris/NaCl 100 mM Tris-HCl (pH9,5), 100 mM NaCl, 50 mM MgCl2]). As 

reatividades foram então avaliadas com relação a presença das bandas em cada amostra 

antigênica/ anticorpo primário utilizado.  

 

4.4 Coimunoprecipitação de proteínas e análise por espectrometria de massas 

 

4.4.1 Ligação do anticorpo 

 

 Neste procedimento foi utilizado o Kit - Immunoprecipitation Kit – Dynabeads Protein G 

(Invitrogen – Dynal invitrogen bead separations) seguindo protocolo descrito por Moura e 

colaboradores (2011). 

 Inicialmente as microesferas foram ressuspensas e transferidas (50μl) para um novo tubo, 

em seguida foram separadas em plataforma magnética durante 5 minutos, até a solução ficar 

totalmente límpida para remoção do sobrenadante. Foi adicionado 25 µg do mAb 1A7 diluído em 

200 μl da solução – Ab binding and washing buffer- Kit. A solução foi incubada por 14 horas a 

temperatura ambiente sob agitação. Novamente as microesferas foram separadas na plataforma 

magnética durante 5 minutos, até a solução ficar totalmente límpida para a remoção do 

sobrenadante. As microesferas foram ressuspenssas em 200 µl da solução Ab binding and 

washing buffer- Kit. Foi realizado novamente o processo de separação das microesferas na 

plataforma magnética para remoção do sobrenadante. Adicionou-se as microesferas 1 ml da 

solução estoque de DMP (dimethyl pimelimidate) [13 mg/ml] a 1ml de água milliQ, 200 µl da 

solução de cross-link foi pipetado e incubado com as microesferas por 30 minutos a 20 ºC sob 

agitação. Após o período de incubação as microesferas foram separadas em plataforma magnética 
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durante 5 minutos para remoção do sobrenadante. As microesferas foram lavadas em 200 µl de 

solução Ab binding e whashing buffer- Immunoprecipitation Kit – Dynabeads Protein G – 

(Invitrogen). Este procedimento de lavagem foi repetido 3 vezes(Fig.5) 

 

 

Figura 5: Reação de coimunoprecipitação, ligação do anticorpo monoclonal (1A7), antigen M recombinante , 
digestão com tripsina Kit e eluição. Fonte: Kit Dynabeads Protein G – Invitrogen) 

 

4.4.2 Reação de imunoprecipitação 

 

Após a reação de cross-link foi adicionado o antígeno M recombinante (25 µg) e 

completado para 200 µl em PBS, com agitação suave. A solução foi incubada por 14 horas a 

temperatura ambiente sob rotação. As microesferas foram separadas na plataforma magnética 

durante 5 minutos, até a solução ficar totalmente límpida para a remoção do sobrenadante. Foram 

realizadas 3 lavagens utilizando 200 µl de solução Washing Buffer (Invitrogen) em cada lavagem. 

As microesferas foram novamente colocadas na plataforma magnética para remoção do 
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sobrenadante e posteriormente o complexo Microesfera-Ac-Ag foi ressuspenso em solução 

Washing Buffer (Kit-Invitrogen).  

 

4.4.3 Digestão e eluição dos epitopos 

  

 Para o processo de digestão foram empregadas 10 µl da solução de tripsina em tampão de 

bicarbonato de amônio (tripsina-20µg em 1ml de NH4HCO3 a 25 mM pH 7,8, para uma 

concentração final de 20 ng/µl), a solução foi agitada e incubada a 37ºC. Três tempos de digestão 

foram utilizados (1 h, 6 h e 14 h). Após o período de digestão, as microesferas foram separadas 

em plataforma magnética durante 5 minutos, até a solução ficar totalmente límpida para remoção 

do sobrenadante. As microesferas foram lavadas com 200 µl de solução Ab Binding & Washing 

buffer com rotação por 5 minutos, separadas novamente na plataforma magnética durante 5 

minutos. Este procedimento foi repetido por três vezes. Os epitopos foram eluídos com 20 µl de 

HCl 0,175 M pH 2,5, e incubados por 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente as 

amostras foram secas em Speed Vac por aproximadamente uma hora. Após a secagem, as 

amostras foram estocadas a -20 ºC. Para aplicação em coluna C18(Zip tip) (Millipore®) as 

amostras foram ressuspenssas em 20 µl de solução de 0,1 % de TFA (Ácido trifluoroacético). Foi 

realizada nova passagem em Speed Vac para secagem das amostras. Os peptídeos foram 

ressuspenssos em 20 µl de solução de 0,1 % de ácido fórmico, 0,3 % de acetonitrila. Por fim as 

amostras foram analisadas em ESI-Q-Tof micro (Waters MS Techonologies DDA) 

HPLC/MS/MS. Este procedimento foi realizado pela UEMP (Unidade de Espectrometria de 

Massas e Proteômica – Instituto de Biofísica Carlos Chagas - Universidade Federal do Rio de 

Janeiro, Brasil). 

 
4.5 Mapeamento dos determinantes antigênicos na proteína M- Spot Synthesis 

 

Esta técnica consiste na sínteze de peptídeos sobrepostos sobre uma membrana de 

nitrocelulose (FRANK,1992) de forma a percorrer parte ou a proteína completa. Uma biblioteca 

peptídica cobrindo toda a extensão da proteína M foi obtida utilizando a técnica F-moc através da 

metodologia semi-automática de SPOT-SYNTHESIS num sintetizador AutoSpot (modelo 
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ASP222) em colaboração com o Laboratório de Bioquímica de Proteínas e Peptídeos, IOC – 

Plataforma Tecnológica de Sintese de Peptídeos - Fundação Oswaldo Cruz. O plano de 

distribuição dos aminoácidos, bem como a determinação dos protocolos para síntese das 

bibliotecas de peptídeos nas membranas, foram definidos por computação, utilizando o programa 

Multipeps (Intavis, Alemanha). A síntese foi iniciada pela ativação da membrana com piperidina 

em N, N-Dimetilformamida (DMF) (Sigma Aldrich) (20 % v/v), permitindo a exposição do 

grupamento N-terminal. O acoplamento dos aminoácidos foi possível após a ativação com 

solução 0,5 mmol/ml de Hidroxibenzotriazol (HOBt) (Sigma Aldrich) em N,N-1-metil-2-

pirrolidona (NMP), (Sigma Aldrich) seguido da solução 1,1 mmol/ml de N,N, 

Diisopropylcarbodiimida (DIC) (Sigma Aldrich) em NMP, que reagiu com o grupamento amino 

livre do aminoácido anterior, propiciando o alongamento da cadeia peptídica no sentido C-

terminal ao N-terminal.  Após as lavagens manuais das membranas com solução de anidrido 

acético em DMF (2 % v/v), o ciclo recomeça com a retirada do grupamento protetor F-moc do 

aminoácido acoplado, com a utilização de solução de piperidina em DMF (20 % v/v) e metanol 

(Sigma Aldrich). Este processo é monitorado pela utilização de azul de bromofenol 0,001 % (p/v) 

em DMF que confere coloração aos grupamentos amino livres. No último ciclo, os grupamentos 

de proteção das cadeias laterais, assim como o F-moc existente no último aminoácido foram 

removidos pelo tratamento com solução de ácido trifluoroacético (TFA), diclorometano (DCM) e 

triisopropilsilano (1:1: 0,05 v/v). As membranas foram armazenadas a 4 ºC sob proteção da luz, 

por no máximo 3 dias (figura 5 ). 
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Figura 5: Princípio da síntese paralela de peptídeos em membrana. A: Inserção de resíduos em membrana 
de celulose formando gotas regulares. B: Figura esquemática da síntese de peptídeos, envolvendo ciclos 
sucessivos de lavagem (1), acoplamento (2) e desproteção (3) de cada resíduo (círculos coloridos) à 
sequência de peptídeos nascente (Adaptado de Frank; Overwin,1996; Frank,2002). 

 

4.5.1 Ensaio imunológico  

A reatividade dos peptídeos obtidos na síntese paralela em membrana foi avaliada através 

de ensaio imunológico de quimioluminescência realizado com o anticorpo monoclonal (1A7) 

(FRANK; OVERWIN, 1996).    

Resumidamente, as membranas foram rinsadas por duas vezes com etanol e bloqueadas 

com tampão diluente pH 7,0 (0,13 M NaCl, 0,003 M KCl, 0,05 M Tris, 0,05 %  Tween 20, 3 % 

de Skin milk) por 18 horas em temperatura de 2 a 8 ºC. Em seguida, foram incubadas sob 

agitação por 4 horas em temperatura ambiente com anticorpo monoclonal 1A7 na diluição de 
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1:100  Foram realizadas 3 lavagens com tampão TBS-Tween 20 0,05 % pH 7,0 (0,13 M NaCl, 

0,003 M KCl, 0,05 M Tris), com posterior  incubação a temperatura ambiente sob agitação com 

anticorpo secundário anti-IgG de camundongo conjugado à fosfatase alcalina (Jackson 

Immunoresearch; phosfatase-conjugated affinipure goat anti-mouse IgG), diluído 1:5000 em 

tampão diluente. Após duas lavagens com tampão TBS-Tween 20 0,05 % pH 7,0 e duas lavagens 

com tampão citrato (0,14 M NaCl, 0,003 M KCl, 0,05 M C6H8O7 • H2O) as membranas foram 

incubadas com o substrato quimioluminescente CDP Star (Applied Biosystems, AC, US), 

expostas a filmes de raio-X (Kodak, São Paulo, SP, BR), e reveladas utilizando e revelador 

fixador GBX (Kodak, São Paulo, SP, BR) seguindo protocolo do Laboratório de Bioquímica de 

Proteínas e Peptídeos – Plataforma Tecnologica de Síntese de Peptídeos – IOC – Fiocruz. 

O padrão de reatividade foi analisado utilizando o software TotalLab – Nonlinear 

Dynamics.PD-Quest (Bio-Rad, USA). O sinal de intensidade foi quantificado pelo software 

usando algoritmos que comparam a intensidade entre o background e a área do spot, definindo  

empiricamente a probabilidade de que o sinal do spot seja distinta do sinal do background.  

 

4.6 Síntese química de peptídeos 

 

Após análise dos resultados obtidos através das técnicas de imunoprecipitação de 

proteínas e análise em espectrometria de massas (Extraction epitope mapping /MS-MS), a 

sequência obtida foi analisada através do banco de dados do BLAST UNIPROT, sintetizada pela 

empresa Biosynthesis (Lewisville, Texas) e recebidos liofilizados. Os peptídeos foram 

ressuspensos em água destilada estéril para uma concentração de 10mg/ml, aliquotados em 

alíquotas de 0,2 ml, as alíquotas para estudo imediato armazenadas a -20 ºC, sendo as demais 

mantidas a -80 ºC. 

Diferentes desenhos foram empregados a fim de facilitar a ligação dos peptídeos às placas 

da reação. Foi adicionado à sequência cinco resíduos de lisina nas extremidades amino-terminal e 

carboxi-terminal. O peptídeo com os resíduos de lisina na extremidade amino-terminal foi 

chamado de peptídeo 1-d (10 mg/ml – MW 3161,04 g/mol), o peptídeo com os resíduos de lisina 

na extremidade carboxi-terminal foi chamado de peptídeo 1-c (10 mg/ml – MW 3161,04 g/mol). 

Outra conduta abordada foi a marcação com biotina, em ambas as extremidades, sendo peptídeo 
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1-a (10 mg/ml – MW2105,59 g/mol) na extremidade amino-terminal e peptídeo 1-b (10 mg/ml – 

MW 2147,67 g/mol) na extemidade carboxi-terminal. Foi também sintetizado o peptídeo 1-e 

(10mg/ml – MW 1552,89 g/ml), sem modificação. Todos os peptídeos foram sintetizados com 

grau de pureza de 75 a 80 %. A síntese das sequências foi realizada pela empresa Biosynthesis 

(quadro 1). 

 

Peptideo Concentração Peso Molecular 

(g/mol) 

Grau de pureza 

Peptídeo1-a:Biotina N-terminal-        
Btn- P-T-K-I-I-P-E-E-L-V-P-F-T-P 

5-10 mg/ml 2105,59 75 – 80 % 

Peptídeo1-b: Biotina C-terminal-           
P-T-K-I-I-P-E-E-L-V-P-F-T-P -Btn 

5-10 mg/ml 2147,67 75 – 80 % 

Peptídeo1-c:5 residuos de lisina C-
teminal- P-T-K-I-I-P-E-E-L-V-P-F-T-P -K-K-
K-K-K-K- 

5-10 mg/ml 3161,04 75 – 80 % 

Peptídeo1-d: 5 residuos de lisina N-
terminal-K-K-K-K-K- P-T-K-I-I-P-E-E-L-V-P-
F-T-P 

5-10 mg/ml 3161,04 75 – 80 % 

Peptíde 1-e: P-T-K-I-I-P-E-E-L-V-P-F-T-P 5-10 mg/ml 1552,89 75 – 80 % 

Quadro 1: Peptídeos sintetizados (biosynthesis – Lewisville-Texas)  

 

4.7Amostragem 

 
Para padronização dos ELISAs, foram incluídos 20 soros de pacientes com diagnóstico de 

histoplasmose armazenados na Soroteca do Setor de Imunodiagnóstico do Laboratório de 

Micologia - IPEC. O critério de classificação de histoplasmose foi baseado no consenso europeu 

EORT/MSG (PAUW et al., 2008). Os casos foram previamente definidos como histoplasmose 

confirmada pelo isolamento do fungo em cultivo de espécimes clínicos e/ou casos prováveis por 

possuírem história epidemiológica, com imagens radiológicas compatíveis com micose pulmonar 

e com imunodifusão positiva em amostras de soro. Os controles foram definidos pela cultura ou 

imunodifusão negativas. Foram também incluídos no total 32 amostras de soros heterólogos ( 8 

paracoccidioidomicose, 8 aspergilose, 8 coccidioidomicose e 8 tuberculose) e 8 amostras de soro 

provenientes de indivíduos hígidos  como grupo controle. 

 



 
43 

 

4.8- Ensaios imunoenzimáticos 

 

Para determinar a melhor concentração dos peptídeos sintéticos, estes foram testados nas 

concentrações que variaram de 0,1, 0,3, 1,0, 2,0 e 5,0 µg/ml nos diferentes ensaios realizados, 

diluídos em tampão carbonato 0,01 M pH 9,6 (NaHCO3 0,38 g/ml / Na2CO3 0,192 g/ml). Para as 

seções de lavagens o tampão utilizado foi PBS-T(10mM PBS, 0,1% Tween 20, pH 7,3). Quando 

empregado mAb as diluições foram de 1:100 e 1:500, o soro policlonal de coelho anti-M 

recombinante nas diluições de 1:100, 1:500 e 1:1000 e os soros humanos as diluições de 1:200, 

1:500 e 1:1.000. Como conjugados foram testados IgG de cabra anti-IgG de camundongo na 

diluição de 1:3.000, IgG de cabra anti-IgG de coelho 1:5.000 e IgG de cabra anti IgG humana nas 

diluições de 1:16.000, 1:5.000, 1:3.000. Todos conjugados empregados foram com a enzima 

peroxidase (Jackson Immunoresearch). As placas utilizadas nos ensaios foram Placas Nunctm 

Maxisorp, com excessão do ensaio com peptídeos biotinilados, onde foi utilizada a placa 

Streptawell (Roche Diagnostics, Manheim, Alemanha). Também foram testados diferentes 

tampões de bloqueio [10 mM PBS, 0,1 % Tween 20, pH 7,3 acrescido de Skin Milk(BD Difco]  

5%, de BSA 1% (Sigma) e Gelatina 1 % (Gelatin from cold water fish skin –Sigma) e períodos 

de incubação (30 minutos, uma hora e duas horas) 

Em todos os testes as amostras foram testadas em duplicatas e foram incluídos controles 

(controle do conjugado foi colocado apenas o antígeno e o conjugado, o branco onde foi colocado 

apenas o tampão da reação e controle positivo uma amostra de soro de paciente com 

histoplasmose comprovada). 

 

4.8.1 ELISA com microesferas carboxiladas 

 

4.8.1.1 Preparo das microesferas carboxiladas 

 

Microesferas carboxiladas 3 μm (Polyciences, Inc.,Warrington, PA) foram lavadas em 

tampão carbonato (0,1 M), por centrifugação a 9000 rpm por 10 minutos, por duas vezes. O 

sedimento foi ressuspenso em tampão ácido 2-morfolinoetanolsulfónico 50 mM (MES), 

centrifugado a 9000 rpm por 10 minutos, por duas vezes. O sedimento foi ressuspenso em tampão 
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MES acrescido de solução de EDC a 2 % [1-ethyl-3(3dymethylaminopropyl) carbodiimide 

hydrochloride]. A solução foi incubada por 3 horas e mantida em plataforma agitadora a 

temperatura ambiente. Após o período de incubação o material foi centrifugado a 9000 rpm por 

10 minutos, o sedimento foi ressuspenso em tampão MES a 0,1 M, a centrifugação foi realizada 

por 3 vezes. O sedimento foi ressuspenso em Tampão Borato 0,2 M. com adição de 400 ug de 

peptídeo (3 ou 4).  A solução foi homegeneizada e incubada overnight a 4 ºC. Iniciamos 

trabalhando com uma relação de beads de 5,5 x 107 beads/ml, diluídas em Tampão PBS 100 mN-

BSA1 %, e posteriormente, o protocolo foi adaptado para 5 x 10 6 microesferas/ml na tentativa de 

se obter melhores condições da reação. 

 

4.8.1.2- Reação imunoenzimática com microesferas carboxiladas  

 

Para o inicio da padronização iniciamos o ensaio empregando um pool de soros de 

pacientes com histoplasmose, paracoccidioidomicose, aspergilose, coccidioidomicose, 

tuberculose e indivíduos hígidos e como controles os anticorpos monoclonais diluídos em tampão 

de incubação (PBS 10mM / 1 % BSA ), os quais foram testados frente aos peptídeos 1-c e 1-d. 

Como o peptídeo 1-c foi o que apresentou um maior poder discriminatório quanto a reatividade 

entre o pool de soros dos pacientes com histoplasmose, o pool de soro heterólogos e de 

indivíduos higídos optamos por continuar a análise apenas com este peptídeo. 

Nesta etapa de padronização empregando o peptídeo 1-c passamos a utilizar amostras 

individuais de soro de pacientes com histoplasmose (20), paracoccidioidomicose (8), aspergilose 

(8), coccidioidomicose (8), de pacientes com tuberculose (8) e de indivíduos hígidos (8) na 

diluição 1:200. Já os anticorpos monoclonais foram inicialmente utilizados na concentração de 20 

µg/ml e posteriormente ajustados para concentração de 5 µg/ml, os soros policonais e 

monoclonais foram deixados incubando por 1 hora a 37ºC com agitação constante. 

Posteriormente foram realizadas 3 lavagens com PBS por centrifugação a 10.000 rpm por 5 

minutos. Após as lavagens realizou-se a incubação do sistema com anticorpos policlonais com 

conjugado (affinipure goat anti-human IgG, Fc fragment specific- peroxidase-conjugated-Jackson 

Immunoresearch) na diluição de 1:3.000, já para os anticorpos monoclonais foi utilizado o 

conjugado anti-mouse (affinipure goat anti-mouse IgG-peroxidase-conjugated-Jackson 
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Immunoresearch) na diluição de 1:3000, e incubado por 1 hora a 37 ºC com agitação constante. 

Após três lavagens, a reação foi revelada com adição de 100 de dihidrocloreto de o-

fenilenodiamina [OPD; 0,4 mg/ml em 0,04 %(w/v) H2O2] diluído em 0,01 M de tampão citrato 

de sódio, pH 5,5. A reação foi interrompida pela adição de 50 µL de HCl 3M. O produto da 

reação foi transferido para as placas de 96 poços (Nunc-Immuno Satrwell, MaxiSorp Surface) 

onde as  densidades opticas (ODs) foram então determinadas empregando um leitor de ELISA 

(Bio-Rad model 550) com filtro de 490 nm.  

 

4.8.2 ELISA com peptídeos biotinilados 

 

 Para este protocolo foram utilizadas placas de microtitulação Streptawell (Roche 

Diagnostics, Manheim, Alemanha) revestidas com moléculas de estreptoavidina com a finalidade 

de facilitar a adesão dos peptídeos biotinilados à sua superfície. Foi aplicado o peptídeo 1 e 2 na 

concentração de 0,3 μg/ml diluídos em tampão carbonato, os soros heterólogos e homólogos 

foram testados na diluição de 1:500 e o conjugado (Jackson Immunoresearch; peroxidase-

conjugated affinipure goat anti-human IgG, Fc fragment specific) na diluição de 1:3.000.  

 A etapa de sensibilização da placa de microtitulação foi desenvolvida conforme 

orientações obtidas do fabricante e os procedimentos da técnica de padronização foram 

executados como descrito a seguir: A placa de microtitulação com estreptoavidina foi lavada três 

vezes com solução tampão de lavagem (10 mM PBS, 0,1% Tween 20, pH 7,3) para posterior 

sensibilização com 100 µl da solução de peptídeos biotinilados diluidos em PBS nas 

concentrações acima descritas. As placas foram incubadas por 30 minutos a 37 ºC e por mais 18 

horas a 4 ºC. Foram realizadas três lavagens com tampão de lavagem, sendo então bloqueada 

com adição de 100 µl de tampão de incubação, e deixadas a 37 ºC por uma hora, após este 

período foram lavadas novamente por três vezes com tampão de lavagem. Foi preparado diluição 

dos soros (1/500) em tampão de incubação e aplicados 100 µl a placa de microtitulação, seguida 

por incubação por uma hora a 37 ºC. Após o período de incubação as placas foram lavadas três 

vezes com tampão de lavagem. Foram aplicados 100 μl do conjugado (Jackson Immunoresearch; 

peroxidase-conjugated affinipure goat anti-human IgG, Fc fragment specific) diluido 1:3.000 em 

tampão de incubação. O sistema foi incubado por uma hora a 37 ºC e posteriormente lavado três 
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vezes com tampão de lavagem. A reação foi revelada com 100 µL por poço da solução de 

dihidrocloreto de o-fenilenodiamina (Sigma) [OPD; 0,4 mg/ml em 0,04%(w/v) H2O2] diluído em 

0,01 M de tampão citrato de sódio pH 5,5, a reação se processou a 37 ºC por 30 minutos. A 

reação foi interrompida pela adição de 50 µL de HCl 3M. As densidades opticas (ODs) foram 

então determinadas empregando um leitor de ELISA (Bio-Rad Microplate Reader I Mark ) no 

filtro de 490 nm. Foram incluídos nos testes, controle do conjugado e branco. 

 

4.8.3 ELISA sandwich para detecção de anticorpos 

 

 Para este ensaio as placas de microtitulação de 96 poços (Nunc-Immuno Starwell, 

MaxiSorp Surface), foram sensibilizadas com anticorpo monoclonal 1A7 (20 µg/ml). O anticorpo 

foi diluído em tampão carbonato pH 9,6. Após diluição foi aplicado 100 μl em cada poço da 

placa. As placas foram incubadas por 60 minutos a 37 ºC e overnight a 4 ºC.  Após incubação foi 

realizada lavagem por três vezes com tampão PBS10 mM/Tween 0,05 % pH 7,2-7,4. A reação foi 

bloqueada com 100 l de tampão PBS-Tween 0,05 % acrescido de 5 % de Skin Milk, incubada 

por 2h a 37 ºC. Foram realizadas novas lavagens com tampão PBS- Tween 0,05 % pH 7,2-7,4. 

As placas foram incubados por uma hora a 37 ºC com o antígeno (peptídeo 1-e) 5 g/ml, em 

tampão PBS-Tween 0,05 % acrescido de 5 % de Skin Milk, aplicou-se 100 l das amostras de 

soro (histoplasmose, parococcidioidomicose, aspergilose, tuberculose, coccidioidomicose e 

indivíduos hígidos) diluídas 1:500 em Tampão PBS-Tween 0,05 % -Skin Milk  5 % e incubada 

por uma hora a 37 ºC. As placas foram lavadas por três vezes com 200 l tampão PBS-Tween 

0,05 % pH 7,2-7,4. Em seguida a reação foi incubada com 100 μl do conjugado (Jackson 

Immunoresearch; peroxidase-conjugated affinipure goat anti-human IgG, Fc fragment specific) 

diluido 1:3000 em tampão de incubação por 1 hora a 37 ºC. Foram realizadas lavagens por três 

vezes com 100 l tampão PBS-Tween 0,05 % pH7,2-7,4. Por fim a reação foi revelada com 

solução de dihidrocloreto de o-fenilenodiamina (Sigma) [OPD; 0,4 mg/ml em 0,04 %(w/v) H2O2] 

diluído em 0,01M de tampão citrato de sódio, pH 5,5 a 37 ºC por 30 minutos. A reação foi 

interrompida pela adição de 50 µL de HCl 3M. As densidades óticas foram determinadas 

empregando um leitor de ELISA (Bio-Rad Microplate Reader I Mark) no filtro de 490 nm. 
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4.8.4 ELISA de captura para detecção de antígeno  

 
 Para este ensaio os monoclonais (mAbs) 1A7 e 2B12 na concentração de 20 µg/ml 

diluídos em tampão carbonato pH 9,6 foram adicionados às placas de microtitulação de 96 poços 

(Nunc-Immuno Starwell, MaxiSorp Surface) incubados por 1h a 37 ºC e a 4 ºC overnight. Após 

esta incubação foram realizadas três lavagens com tampão de lavagem [PBS-T] (10mM PBS, 

0,1% Tween 20, pH 7,3).  A placa foi bloqueada com 100µl de tampão de PBS-T / 5% Skin milk 

(Tampão de incubação) por 2h à 37ºC. As placas foram lavadas novamente por três vezes com 

tampão de lavagem. Adicionou-se 100 µl dos antígenos M recombinante e histoplasmina 

purificada e tratada nas diluições de 1:500, 1:1.000 e 1:2.000 em tampão de incubação e deixadas 

à 37 ºC por 1 h, foi também incluída uma amostra de soro de paciente com histoplasmose 

disseminada (20614) nas diluições de 1:500, 1:100, 1:2.000  e nova série de lavagens foi 

realizada. As placas foram incubadas com 100 µl do soro policlonal de coelho (anti-Mr) diluído 

em tampão de incubação nas diluições de 1:100, 1:500 e 1:1.000 por 1h à 37 ºC. Seguiram-se 

mais três lavagens, e incubação com 100µl do conjugado anti-rabbit marcado com peroxidase 

diluído em tampão de incubação por 1h à 37 ºC na diluição de 1:5.000. Após mais três lavagens a 

reação foi revelada aplicando-se 100 µl de OPD diluído em tampão citrato 0,01 M acrescido de 

0,04 % de H2O2 por 30min à 37 ºC. A reação foi interrompida com a adição de 50 µl de HCl 3 M 

a 37 ºC por mais 30min, protegido contra luz. A densidade ótica foi determinada com 

absorbância a 490nm.  

 

4.9 Análise dos resultados 

Os resultados dos ensaios imunoenzimáticos foram analisados através do teste Manm-

Whithey, teste não paramétrico, com intervalo de confiança de 95 %, utilizando o programa 

Prisma(Prism GraphPad versão 5.0).  
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5 RESULTADOS 
 

5.1 Expressão e purificação do antígeno M recombinante  

 

O antígeno M recombinante, após expressão em E.coli, foi purificado em coluna Ni+2 – 

sepharose, as frações lidas em espectofotômetro (280 nm). As frações com maior concentração 

proteíca foram avaliadas pela técnica de SDS-PAGE (Figura 6).  

 

 

 

 

Figura 6: Análise da proteína M recombinante por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida a 10 %. PM - Peso 
Molecular ; Linha 1 e 2– sobrenadante antes da purificação; linhas 3 a 7- Frações contendo proteína M recombinante 
purificada. 

 

 
 
 
 

Ag Mr 
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5.2 Dosagem de proteínas 

 

Após a expressão e a purificação do antígeno M recombinante, foi realizada a dosagem de 

proteínas pelo Micrométodo de Bradford. Foi calculada através da curva padrão com BSA uma 

concentração protéica de 0,62 g/l, no pool das frações obtidas. 

 

5.3 Anticorpos monoclonais 

 
 Um total de 15 linhagens de anticorpos monoclonais (3H11,1A7,1E9, 1A12, 1G9, 4E6, 

3F9, 2B10, 3E7, 2F2, 3A2, 2D2, 2F4, 2B3 e 2B12) foi obtido. Estes mAbs foram utilizados em 

Imunoblot para o reconhecimento de regiões no antígeno M recombinante e análise da sua 

especificidade. 

 

5.3.1 Isotipagem dos anticorpos monoclonais 

 

Os anticorpos monoclonais foram classificados quanto ao seu isotipo pelo método 

imunoenzimático ELISA indireto utilizando o kit Mouse-Monoclonal Antibody Isotyping 

Reagents (Sigma-Aldrich), de acordo com o protocolo determinado pelo fabricante. Após a 

isotipagem dos mAbs, obtivemos um painel composto de 15 imunoglobulinas da sub-classe 

IgG2b. 

 
5.3.2 Análise dos anticorpos monoclonais  

 
Os anticorpos monoclonais foram analisados quanto à sua especificidade e afinidade. Para 

tal diferentes extratos antigênicos foram empregados: os antígenos CYA – antígeno 

citoplasmático de Histoplasma capsulatum da fase leveduriforme; Pb 04 - antígeno filtrado de 

Paracoccidioides brasiliensis; Ss 23508 - antígeno citoplasmático de Sporothrix schenckii; Af 05 

- antígeno filtrado de Aspergillus fumigatus, HMIN-PT- antígeno histoplasmina purificado e 

tratado e antígeno M recombinante. As concentrações protéicas totais estão demonstradas no 

quadro 2.  
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Extrato antigênico Concentração proteica 

CYA - antígeno de Histoplasma capsulatum fase leveduriforme 1,10 g/l 
Pb04 - antígeno filtrado de Paracoccidioides brasiliensis 0,69 g/l 
Ss23508 - antígeno citoplasmático de Sporothrix  schenckii 0,16 g/l 
Af05 - antígeno filtrado de Aspergillus fumigatus 1,20 g/l 
HMIN-PT- antígeno histoplasmina purificado e tratado  0,14 g/l 

 
Quadro 2: Concentração protéica dos extratos antigênicos empregados nas análises dos anticorpos monoclonais 

 

5.3.2.1 Afinidade dos anticorpos monoclonais 

 Os mAbs foram testados contra o antígeno M recombinante, e histoplasmina purificada e 

tratada com NaIO4. Quando testados frente a histoplasmina purificada e tratada todos os mAbs 

foram reativos a uma proteína de 88 kDa (Figura 7 A), e quando frente ao antígeno Mr, todos os 

mAbs foram reativos a uma proteína de 80 kDa (Figura 7 B).  

 

 

  Figura 7: Padrão de reatividade no Western Blot dos anticorpos monoclonais testados frente ao  
  antígeno Histoplasmina tratada com NaIO4(HMIN-PT) (A) e Antígeno Mr (B ). 
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5.3.2.2- Especificidade dos anticorpos monoclonais  

 Os mAbs não apresentaram reatividade quando testados frente aos antígenos, CYA- antígeno 

de Histoplasma capsulatum fase leveduriforme, Pb04- antígeno filtrado de Paracoccidioides 

brasiliensis, Ss23508- antígeno citoplasmático de Sporothrix  schenckii e Af 05- antígeno filtrado 

de Aspergillus fumigatus (Figura 8).  

  

Figura 8: Padrão de reatividade no Western blot dos mAbs testados frente a outros extratos antigênicos: antígeno 
citoplasmático leveduriforme do Histoplasma capsulatum (A); antígeno citoplasmático leveduriforme do Sporothrix 
schenckii (B); antígeno filtrado de Paracoccidioides brasiliensis (C) e antígeno filtrado do Aspergillus fumigatus (D) 

 

 

5.4 Coimunoprecipitação de proteínas e análise por espectrometria de massas 

 Após a reação de coimunoprecipitação, realizada com o anticorpo monoclonal 1A7  com 

o tempo de digestão de 14 horas  e posterior análise por espectrometria de massa (Extraction 

epitope mapping/MS-MS) foi obtido como produto desta reação a sequência 

IIPEELVPFTPIGK, de massa 759.4061, correspondente aos aminoácidos 314-327( Figuras 9 e 

10). Esta sequência foi analisada quanto ao parâmetro homologia e foi observado resultado 

satisfatório (Figura 11). 
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Figura 9: Identificação  do íon precursor por  espectrometria de massas 

 

 

  

Figura 10: Fragmentação do íon precursor  

 

 

Figura11: Análise da Homologia da sequência obtida pela espectrometria de massas. 
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5.5 Mapeamento dos determinantes antigênicos na proteína M por Spot Synthesis 

 
Uma biblioteca composta por um total 140 peptídeos foi construída cobrindo toda 

extensão da molécula do antígeno M. Tal estratégia foi composta por peptídeos contendo 14 

aminoácidos com sobreposição de 9 aminoácidos. O Estudo do mapeamento dos epitopos 

presentes no antígeno M por Spot Synthesis, empregando na reação o anticorpo monoclonal 1A7, 

identificou a mesma sequência obtida pela técnica de coimunoprecipitação e análise por 

espectrometria de massas. A reação quando revelada apresentou apenas um spot reativo (C15-T-

K-I-I-P-E-E-L-V-P-F-T-P) (Tabela1), correspondente aos aminoácidos 312 – 324 da proteína M 

recombinante. Essa sequência apresentava cobertura similar àquela obtida pela técnica de 

coimunoprecipitação e análise por espectrometria de massas. 

Tabela 1: Disposição da sequência peptídica do antígeno M recombinante no equipamento – Spot C15 (destacado      
em amarelo)  reconhecido pelo mAb 1A7 

 

Sendo assim, optamos por sintetizar a sequência comum identificada pelas duas 

metodologias.  
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5.6- Síntese de peptídeos 

 
Os peptídeos sintetizados e suas condições estão representadas no quadro 1, apresentado 

na seção 4,  materias e métodos. 

 

5.7 Ensaios imunoenzimáticos 

  

5.7.1 ELISA com microesferas carboxiladas 

 Neste modelo de reação foram empregados inicialmente os peptídeos 1-c e 1-d (extensão 

com resíduos de lisina) [quadro 1], as condições da reação previamente padronizadas foram: 

suspensão das microesferas 5 x 106 microesferas/ml, as amostras de soro na diluição de 1:200. 

Inicialmente, as reações foram realizadas com pool das amostras, os anticorpos monoclonais na 

concentração de 5µg/ml e a diluição do conjugado 1:3000. A análise dos resultados prévios com 

o emprego de pool de soros revelou que o peptídeo 1-c apresentou um maior poder 

discriminatório entre a reatividade dos soros de pacientes com histoplasmose e de indivíduo 

hígidos. Deste modo optamos por seguir na execução desta técnica analisando amostras de soro 

individuais somente com o peptídeo 1-c.  

 Após realização da técnica nas condições previamentes estabelecidas, com emprego de 

soros individuais e leitura em leitor de placas Bio-Rad model 550 com filtro 490 nm, observamos 

que não foi obtida uma diferença significativa entre as leituras das diferentes  amostras testadas, 

resultado discordante do encontrado na primeira análise com pool de soros. Obteve-se um ponto 

de corte elevado, calculado através da média das DOs das amostras dos indivíduos hígidos mais 2 

vezes o desvio padrão, e desta forma a grande maioria das amostras de soro de histoplasmose 

apresentaram valores inferiores ao ponto de corte, com uma sensibilidade encontrada de 10% 

(Figura 12) [Quadro 3]. 
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Figura 12: Resultados obtidos no ELISA com peptídeo 1-c (resíduos de lisina na porção C-terminal), distribuição 
das média das densidades óticas (DO) obtidas nas diferentes amostras de soro analisadas (Hc-Histoplasmose, Pb- 
Paracoccidioidomicose, Af- Aspergilose, Ci- Coccidioidomicose, Tb-Tuberculose e NHS- Soro de indivíduos 
hígidos).   
 
 
 
 

5.7.2 ELISA com peptídeos biotinilados 

 

 Para este modelo de ensaio os peptídeos empregados foram os peptídeos 1-a (Btn - N-

terminal) e 1-b (Btn - C-teminal)[quadro1]. Após testes de padronização optou-se por trabalhar 

nas seguintes condições: 0,3µg/ml do peptídeo, soro na diluição de 1:500 e conjugado na diluição 

1:3000. Para esta reação o tampão de bloqueio empregado foi o acrescido de gelatina a 1 %. 

Quando comparamos o emprego destes dois peptídeos foi possível observar que ocorreu uma 

queda nas leituras das DOs nos grupos das amostras de soros heterólogos quando testado o 

peptídeo 1-b (Btn- C-terminal), porém o mesmo foi observado com soros de pacientes com 

histoplasmose. Já com relação ao emprego do peptídeo 1-a observamos uma maior sensibilidade 

em detectar os casos de histoplasmose, porém uma queda na especificidade da reação foi 

detectada. Para o peptídeo 1-a a sensibilidade e especificidade foi de 100-20 % (Figura 13-a) e 

para o peptídeo 1-b, 95-27 % respectivamente (Figura 14-a).   
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Foi possível perceber que os ensaios com o peptídeo 1-a e 1-b foi capaz de apresentar 

diferenças significativas (P<0,0001 e P<0,0003, respectivamente) quando comparamos os 

resultados encontrados nas amostras de soro de pacientes com histoplasmose e soro de indivíduos 

hígidos (NHS) (Figuras 13-b e 14-b). O ponto de corte foi calculado através da média das DOs 

das amostras dos indivíduos hígidos mais 2 vezes o desvio padrão (Quadro 3). 

 

                

 

Figura 13-a e 13-b: Resultados obtidos na ELISA com peptídeo 1-a(adição de biotina na porção N-terminal), 
distribuição da média das densidades óticas obtidas (DO) nas diferentes amostras de soro analisadas(Hc- 
Histoplasmose, Pb- Paracoccidioidomicose, Af- Aspergilose, Ci- Coccidioidomicose, Tb-Tuberculose e NHS- Soro 
de indivíduos hígidos) [A]. Distribuição da média das densidades óticas obtidas entre as amostras  de pacientes com 
histoplasmose(Hc) e indivíduos hígidos (NHS) [B].   

 

 
 

Figura 14-a e 14-b: Resultados obtidos na ELISA com peptídeo 1-b (adição de biotina na porção C-terminal), 
distribuição das médias de densidades óticas (DO) obtidas nas diferentes amostras de soro analisadas (Hc-
Histoplasmose, Pb- Paracoccidioidomicose, Af- Aspergilose, Ci- Coccidioidomicose, Tb-Tuberculose e NHS- Soro 
de indivíduos hígidos) [A]. Distribuição da média das densidades óticas obtidas entre as amostras de pacientes com 
histoplasmose (Hc) e indivíduos hígidos (NHS) [B].   



 
57 

 

5.7.3 ELISA sandwich para detecção de anticorpo 

 Nesta metodologia após estudos prévios foi padronizada as seguintes condições: Para 

aplicação do anticorpo monoclonal utilizou-se 20 µg/ml, para a adição do peptídeo 1-e (P-T-K-I-

I-P-E-E-L-V-P-F-T-P) foi utilizada a concentração de 0,5 µg/ml, nas amostras de soro analisadas 

a diluição empregada foi de 1:200, para estas reações o tampão de incubação selecionado foi o 

acrescido de Skin Milk 5 %, o conjugado foi aplicado na diluição de 1:3000. Os resultados 

obtidos entre as amostras analisadas não apresentaram diferenças significativas entre os valores 

de densidade ótica nos diferentes grupos analisados (figura 15). O ponto de corte estabelecido 

para esta reação também apresentou um resultado elevado, o que fez com que este ensaio 

apresentasse uma baixa sensibilidade (5 %)[Quadro 3]. 

 

 

Figura 15: Resultados obtidos no ELISA com peptídeo 1-e (P-T-K-I-I-P-E-E-L-V-P-F-T-P), distribuição das médias 
das densidades óticas (DO) obtidas nas diferentes amostras de soro analisadas (Hc-Histoplasmoe, Pb- 
Paracoccidioidomicose, Af- Aspergilose, Ci- Coccidioidomicose, Tb-Tuberculose e NHS-Soro de indivíduos 
hígidos).   
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 Peptídeo 1-a Peptídeo 1-b Peptídeo 1-c Peptídeo 1-e 

sensibilidade 100 % 95 % 10 % 5 % 

especificidade 20 % 27 % 82 % 92,5 % 

 

Quadro 3: Sensibilidade e especificidade encontradas nos diferentes peptídeos analisados. 

 

5.7.4 ELISA captura para detecção de antígeno  

 Os resultados encontrados neste ensaio apresentaram-se promissores. Quanto ao emprego 

dos anticorpos monoclonais 2B12 e 1A7 observamos uma variação nas leituras de densidades 

óticas, onde as leituras obtidas com o monoclonal 1A7 foram superiores quando comparado ao 

monoclonal 2B12. Quanto à diluição do soro policlonal de coelho a melhor diluição foi a 1:100,  

isto foi mais fortemente evidenciado quando o antígeno empregado foi a histoplasmina, onde foi 

observada uma queda nas leituras das amostras nas diluições do soro policlonal de 1:500 e 

1:1000. Na amostra de soro empregada não foram observadas diferenças significativas nas 

diferentes diluições utilizadas nos ensaio de captura para detecção de antígeno (Quadro 4). Vale 

salientar que este ensaio necessita de maiores avaliações, como inserir um maior número de 

amostras de soro de pacientes com histoplasmose, bem como de amostra de soros heterólogos e 

de indivíduos hígidos. Este ensaio nos permitiu obter as condições iniciais para avançarmos nas 

análises das amostras. 
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Quadro 4: Resultados encontrados na ELISA de captura para detecção de antígeno. Poli-anticorpo policlonal anti-
antígeno Mr; Mr- antígeno M recombinante; Hmin- Antígeno histoplasmina purificada e tratada; 20614-Soro de 
paciente com histoplasmose disseminada; Soro+ 20614; 1A7 e 2B12- anticorpo monoclonal anti-antígeno M 
recombinante. 
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6  DISCUSSÃO   
 
 A confirmação do diagnóstico da histoplasmose é obtida através da cultura deste 

microorganismo, o qual demanda um tempo relativamente grande, e em casos como na forma 

disseminada da doença, podendo ocorrer após óbito do paciente. Deste modo, o diagnóstico 

sorológico pode auxiliar fornecendo resultados de forma mais rápida e precisa. Na histoplasmose 

a sorologia tem sido usada rotineiramente para auxiliar o diagnóstico desta infecção. Entretanto a 

detecção de anticorpos pode produzir resultados falso positivos e negativos, devido às limitações 

das técnicas empregadas, tanto relacionadas à especificidade quanto à sensibilidade. 

 Os antígenos H e M têm alto valor diagnóstico por serem imunodominantes, 

pluripotentes, desencadeando tanto a resposta imune humoral quanto a celular (BRADLEY et al., 

1974; GREEN ;PINE, 1985; HEINER, 1958; REISS et al., 1986).  

Em estudos realizados com o antígeno M foi observado que os epítopos peptídicos são os 

responsáveis pela antigenicidade da glicoproteína M, porém foi constatado também que há 

presença de epitopos glicosilados resistentes à ação do metaperiodato de sódio (ZANCOPÉ-

OLIVEIRA et al., 1994-a). 

Nosso grupo vem se dedicando a um maior conhecimento deste antígeno bem como sua 

aplicação em técnicas diagnósticas com maior limiar de detecção, por ser este considerado um 

marcador para doença em atividade e ser considerado imunodominante.  

O antígeno M foi caracterizado como sendo uma catalase (ZANCOPÉ-OLIVEIRA et 

al.,1999). Nosso grupo avaliou a reatividade da proteína M recombinante em ELISA para 

detecção de anticorpos em soros de pacientes com histoplasmose comprovada onde foi observada 

88% de sensibilidade e 85% de especificidade (dados não publicados). Esses resultados 

encontrados com o emprego da molécula M recombinante poderiam estar associados às 

características estruturais da molécula que podem comprometer a especificidade dos testes, uma 

vez que já foi descrito que diferentes microorganismos compartilham determinadas moléculas 

incluindo as de seus hospedeiros (NOYA et al., 2003). 

 Diante dos estudos realizados para um maior conhecimento desta molécula em trabalhos 

já citados anteriormente, onde dentre eles foi sugerido que a proteína M apresenta regiões 

específicas (GUEDES et al., 2003), e das análises realizadas através de testes de ELISA e estudos 

de bioinformática onde foram preditas regiões antigênicas presentes nesta molécula 
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(GUIMARÃES et al., 2008), visamos no presente estudo identificar peptídeos antigênicos 

presentes no antígeno M para utilização em ensaios imunoenzimáticos, e desta forma promover 

melhorias no diagnóstico da histoplasmose. Para tal, empregamos estratégias como a 

coimunoprecipitação combinada à análise por espectrometria de massas e a técnica de Spot 

Synthesis, para identificar possíveis determinantes antigênicos, visando posterior síntese e 

aplicação em ensaios imunoenzimáticos. 

A utilização de peptídeos sintéticos nos testes imunológicos apresentam vantagens de não 

dependerem de fonte natural de antígenos e de serem constituídos de uma composição definida 

(GOMARA; HARO, 2007), de modo geral o uso de epitopos peptídicos aumentam a 

especificidade e sensibilidade encontrada nos ensaios imunoenzimáticos empregados no 

diagnóstico (GEYSEN et al., 1987). Esse peptídeos são obtidos em quantidades suficientes e com 

alto grau de pureza, garantindo a homogeneidade e controle de qualidade dos lotes antigênicos 

(NOYA et al., 2003), o que em muito favorece sua aplicação em testes diagnósticos, já que a 

obtenção de extratos antigênicos para diagnóstico das infecções fúngicas apresentam variações 

que compromentem seu rendimento nas reações sorológicas que podem estar relacionadas ao 

fungo, a diferenças de meio de cultura e condições de cultivo dos mesmos (CALDINI et al., 

2012). 

Sendo assim, o emprego de peptídeos sintéticos como antígenos vem sendo estudado e 

obtido por diferentes metodologias, visando tanto seu emprego no diagnóstico quanto em 

esquemas de imunizações. A utilização de peptídeos sintéticos pode eliminar uma variedade de 

epitopos encontrados nos complexos antigênicos, e que poderiam ser responsáveis por reações 

cruzadas, aumentando assim a especificidade dos ensaios e contribuindo para um melhoramento 

no diagnóstico. Porém vale salientar, que vários parâmetros devem ser analisados quanto ao 

emprego dos possíveis epitopos antigênicos em ensaios imunológicos, dentre eles o tamanho da 

sequência, as características dos aminoácidos presentes, que determina o estado conformacional 

da molécula e parâmetros como solubilidade. 

Para cumprimento dos objetivos do presente estudo foi realizada inicialmente a técnica de 

coimunoprecipitação combinada a análise em espectrometria de massas para detectar possíveis 

regiões antigênicas na molécula do antígeno M recombinante. Para esta etapa foi empregado 

anticorpo monoclonal (1A7) previamente analisado quanto à sua reatividade. Na reação de 
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coimunoprecipitação, após análise por espectrometria de massas foi possível detectar a sequência 

IIPEELVPFTPIGK. Esta sequência foi analisada quanto a homologia, onde apresentou resultados 

satisfatórios (BLAST UNIPROT). 

Outra metodologia utilizada foi o mapeamento dos determinantes antigênicos pela técnica 

de Spot Synthesis. Nesta metodologia foi possível através do emprego do anticorpo monoclonal 

1A7 obter como resultado a mesma sequência detectada pela coimunoprecipitação 

(PTKIIPEELVPFTP), a pequena diferença de alguns aminoácidos pode ser justificada pela ação 

da enzima tripsina durante o processo de digestão, podendo desta forma gerar fragmentos que  

não representam somente a região de formação do imunocomplexo.  

Como foi observada uma área de sobreposição entre as sequências obtidas por ambas 

metodologias, e cosiderando que a técnica de spot synthesis tem um grande poder em identificar 

os aminoácidos exatos da sequências de pequenos epitopos (DE-SIMONE et al., 2013), nós 

optamos por sintetizar a sequência obtida pela técnica de spot synthesis. A sequência foi 

sintetizada com diferentes desenhos, visando melhor adsorção dos peptídeos aos suportes das 

reações. Porém quando realizamos os diferentes ensaios imuoenzimáticos com esta sequência nos 

deparamos com um numero elevado de reações cruzadas. 

É relatado que a adsorção direta dos peptídeos antigênicos às placas pode apresentar 

resultados insatisfatórios. Vários fatores já foram descritos que podem estar relacionados a estes 

resultados, dentre eles, a alteração conformacional quando imobilizado, levando à perda da 

formação do imunocomplexo e o tamanho do peptídeo (peptídeo com menos de 20 aminoácidos) 

(CANO A., et al., 2004; GEEG; ETZLER, 1993;  RIBEIRO et al.,2010; VALERIE, 1991). Por 

outro lado, peptídeos longos podem ser formados por diversos epitopos e consequentemente 

apresentar um maior índice de reações inespecíficas nos ensaios imunológicos (BRIAND et al., 

1985; TAM ; ZAVALA, 1989). Sendo assim deve-se selecionar as condições apropriadas para 

adsorção de peptídeos sintéticos nas reações sorológicas, diferentes metodologias já foram 

descritas para otimizar a adsorção de peptídeos sintéticos nos suportes plásticos, dentre elas, 

conjugação a proteinas carreadoras BSA (soro albumina bovina), OVA (ovalbumina), adição de 

resíduos de lisina, adição de biotina, entre outros (LOOMANS et al., 1998)  

Neste estudo observamos que os diferentes ensaios apresentaram valores de sensibilidade 

e especificidade que variaram. Observamos que quando empregado os peptídeos biotinilados 
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obtivemos uma boa sensibilidade (100-95%), porém foram os peptídeos que apresentaram os 

menores valores de especificidade (20-27%). Por outro lado, quando analisamos somente os 

grupos de pacientes com histoplasmose e de indivíduos hígidos, foi possível observar que estes 

peptídeos apresentaram um bom poder discrimintatório entre estes dois grupos.   

É de conhecimento que as catalases apresentam sequência de aminoácidos altamente 

conservadas em diferentes espécies, e desta forma tem sido mostrado extensivamente reações 

cruzadas entre diferentes espécies. Tambem tem sido reportado estudos onde as catalases se 

apresentam como antígeno alvo para produção de autoanticorpos, o mapeamento de epitopos para 

anticorpos autoreativos mostrou alta homologia com uma variedade de espécies (MIURA et al., 

2000). Estes fatores devem ser levados em consideração, uma vez que a proteína M foi 

caracterizada anteriormente como sendo uma catalase, podendo desta forma esta relacionada às 

reações cruzadas encontradas nos ensaios realizados em nosso estudo. 

Outra hipótese para as reações inespecíficas poderia ser o fato de que peptídeos de 

tamanhos pequenos e médios quando em contato com a água podem assumir uma conformação 

desordenada o que pode afetar a ligação com as moléculas de anticorpos (BARBIERE et al., 

1998). 

Um estudo demonstrou que a ligação dos anticorpos aos peptídeos sintéticos pode ocorrer 

através da conformação α-hélice dos peptídeos sintéticos (GRAS-MASSE et al., 1988). Chamekh 

e colaboradores, (1992), demonstraram que a ligação de um anticorpo monoclonal bem como 

soro de pacientes com hidatidose no reconhecimento de epitopos peptídicos poderia ser 

dependente da conformação α-hélice do antígeno.  

Sendo assim vários são os fatores que podem interferir na aplicação de peptídeos 

sintéticos no diagnóstico de alguns quadros patológicos, o que por vezes justifica o fato da 

análise in silico não ser confirmada por estudos in vitro. No presente estudo observamos que a 

sequência peptídica analisada não apresentou boa reatividade nos ensaios imunoenzimáticos 

realizados. Novas análises devem ser realizadas para obtenção de um melhor mapeamento de 

epitopos na proteína M, análises por spot synthesis e/ou coimunoprecipitação combinada a 

espectrometria de massa devem ser realizadas frente a pool de soros de pacientes com 

histoplasmose comprovada. Uma vez identificado os possíveis candidatos a epitopos seria 

indicado a realização de análises in silico para avaliação de parâmetros como acessibilidade e 
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homologia da sequência. Sendo encontrada mais de uma sequência peptídica como possível 

eptitopo antigênico poderemos avaliar também a possibilidade do emprego de um polipeptideo 

nas reações imunoenzimáticas. 

Estudos realizados com o emprego da tecnologia pepscan demonstraram que os 

aminoácidos presentes na sequências peptídicas apresentam um papel individual na participação 

da interação epitopo-paratopo, o que representa um outra alternativa para se obter avanços na 

aplicação de peptídeos sintéticos no diagnóstico de algumas patologias (LOOMANS et al., 1997), 

uma vez que já foi demonstrado que um único resíduo pode definir a antigenicidade de um 

epitopo no reconhecimento e ligação antígeno-anticorpo (De-SIMONE et al., 2013). Frank, 2002 

também demonstrou que resíduos de leucina são importantes para formação do complexo 

antígeno-anticorpo em epitopos do citomegalovírus. Mais uma vez reforçamos que vários 

aspectos devem ser analisados para a seleção e emprego de peptídeos em ensaios 

imunoenzimáticos, porem devemos salientar que estas metodologias apresentam um custo 

relativamente alto. 

Como em certos quadros clínicos da histoplasmose, como na forma disseminada desta 

infecção os testes que visam detectar anticorpos apresentam limitações, iniciamos uma 

padronização de um ensaio imunoenzimático visando detectar antígeno circulante em amostras 

clínicas, onde os resultados inicialmente encontrados foram promissores, porem devemos ampliar 

nosso estudo empregando amostras de soro homólogos para avaliar a sensibilidade e amostras de 

soro heterólogas para análise da especificidade, bem como avaliar seu rendimento nas diferentes 

formas clínicas da histoplasmose. 
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7 CONCLUSÕES 
 

 

● A sequência detectada por este estudo corrobora dados encontrados por nosso grupo, onde a 

região entre o aminoácido 212 e 442  foi apontada como a região mais antigênica da molécula M 

recombinante, uma vez que a sequência encontrada no presente estudo encontra-se localizada 

nesta porção da molécula. 

 

● O emprego do peptídeo sintético nos ensaios imunoenzimáticos não apresentou  resultados 

concordantes com a análise in silico no que refere-se a homologia da sequência. 

 

● Dentre os ensaios realizados neste trabalho o que apresentou poder discriminatório foi o ensaio 

com o peptídeo 1-a e 1-b marcado com biotina, onde pode ser observado diferenças significativas 

nos valores das DOs encontradas entre o grupo de pacientes com histoplasmose e o grupo de 

indivíduos normais. 

 

● O ensaio de captura de antígeno se mostrou promissor para detecção de antígeno em amostra 

de soro de pacientes com histoplasmose, necessitanto porém de maiores estudos. 
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