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RESUMO 

A histoplasmose é uma micose sistêmica, causada pelo fungo dimórfico Histoplasma 

capsulatum. Biofilmes são comunidades sésseis de microrganismos, que se agrupam de 

maneira organizada a um substrato ou que se aderem uns aos outros, e estão envolvidos por 

uma matriz extracelular que eles mesmos produzem. A capacidade desses fungos em formar 

biofilmes, um fenótipo que pode induzir resistência e aumentar a virulência, foi descrita. 

Além disso, também foi estabelecida uma correlação entre o modo de infecção de H. 

capsulatum e a formação dessas comunidades. O presente estudo teve como objetivo 

aprofundar o estudo dos biofilmes formados por diferentes cepas de H. capsulatum (EH-315, 

G186A e G217B), por meio da verificação da influência de quatro meios de cultura (BHI, 

HAM-F12, DMEM e RPMI) e diferentes atmosferas de oxigênio (microaerofilia e aerobiose) 

no desenvolvimento dessas comunidades. Adicionalmente, também objetivou-se estudar a 

interação entre células planctônicas e derivadas de biofilme após a infecção em macrófagos 

alveolares, verificando seu comportamento e sua capacidade de infecção, bem como averiguar 

a formação de biofilme em ambiente ácido, mimetizando o ambiente intracelular no 

macrófago e realizando uma análise proteômica por técnica de shotgun, a fim de identificar 

proteínas exclusivas nessas condições para a futura busca de alvos antifúngicos. A 

padronização do crescimento fúngico foi conduzida a partir da construção de curvas de 

crescimento, por meio de contagem de colônias, verificação da viabilidade celular com azul 

de Tripan e densidade óptica. A formação dos biofilmes foi caracterizada utilizando técnicas 

de microscopia óptica, e colorimétricas, como o ensaio de redução de XTT, coloração por 

cristal violeta e safranina, além de microscopia eletrônica de varredura (MEV) para 

observação das topografias. A interação com os macrófagos alveolares foi observada por 

microscopia de fluorescência e confocal para posterior análise proteômica em espectrômetro 

de massas. Nos ensaios de caracterização dos biofilmes, verificou-se que, embora todos os 

meios de cultura tenham estimulado a maturação das comunidades, o HAM-F12 proporcionou 

o melhor desenvolvimento de biomassa e material polissacarídico. Em relação às atmosferas 

de O2, ambas estimularam um excelente desenvolvimento das comunidades, porém, em 

condições de baixo O2, foi observada uma quantidade exuberante de matriz extracelular 

quando comparada aos biofilmes formados em aerobiose, principalmente no meio HAM-F12. 

Nos biofilmes formados em BHI, RPMI e DMEM observou-se uma reversão significativa do 

fenótipo de levedura para hifa, exigindo uma investigação mais aprofundada. Na interação 

com macrófagos, observou-se a formação de aglomerados fúngicos em macrófagos. No 

entanto, a formação dos aglomerados, bem como a fluorescência da marcação com o 

anticorpo anti-Hsp60 e o sofrimento celular foram mais expressivos na infecção com as 

células derivadas de biofilme. Além disso, as células derivadas de biofilme exibiram maior 

taxa de infecção após 1, 5 e 24 horas comparada as células planctônicas. O ambiente ácido 

não foi impeditivo para a formação de biofilmes maduros. Nos ensaios de proteômica, 

observou-se diferentes perfis proteicos nas condições testadas, com 72 proteínas 

exclusivamente expressas pelo biofilme quando comparado ao crescimento planctônico. A 

grande maioria dessas proteínas é relacionada a funções citoplasmáticas. Os dados 

proteômicos das células derivadas de biofilme também revelaram um aumento de proteínas 



 

 

  

envolvidas no estresse, defesa, virulência e na obtenção de energia e uma redução de 

proteínas envolvidas na síntese proteica e no processo metabólico. No proteoma da infecção 

pelas células derivadas do biofilme foram identificadas 6 proteínas exclusivas comparada ao 

controle (biofilme), a maioria classificadas como nucleares, permitindo um entendimento 

parcial sobre as vias associadas à sobrevivência e adaptação do fungo ao ambiente do 

hospedeiro. Esses resultados apresentam avanços no campo dos biofilmes e contribuem para 

estudos futuros que podem provar o papel dessas comunidades na interação patógeno-

hospedeiro. Além disso, abrem novas possibilidades para o estudo de alvos com o intuito de 

estabelecer novas estratégias terapêuticas para histoplasmose. 

Palavras-chave: Histoplasma capsulatum; biofilme; macrófagos; infecção; proteoma. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

  

ABSTRACT 

Histoplasmosis is a systemic mycosis, caused by the dimorphic fungus Histoplasma 

capsulatum. Biofilms are sessile communities of microorganisms, which group together in an 

organized way a substrate or adhere to others and are surrounded by an extracellular matrix of 

their own. Fungal abilities to form biofilms, a phenotype that can induce resistance and 

increase virulence, was made available. Furthermore, a correlation between the mode of 

infection of H. capsulatum and a formation of these communities has also been published. 

This study aimed to deepen the study of biofilms formed by different strains of H. capsulatum 

(EH-315, G186A and G217B), by verifying the influence of four culture media (BHI, HAM-

F12, DMEM and RPMI) and different oxygen atmospheres (microaerophilia and aerobiosis) 

in the development of these communities. Additionally, it was also aimed to study an 

interaction between planktonic and biofilm-derived cells after infection in alveolar 

macrophages, verifying their behavior and their capacity for infection, as well as verifying the 

formation of biofilm in an acidic environment, mimicking the intracellular environment in the 

macrophage and performing a proteomic analysis by shotgun technique, in order to identify 

unique proteins in these conditions for a future search for antifungal targets. The 

standardization of fungal growth was conducted from the construction of growth, through 

colony counting, verification of cell viability with Trypan blue and optical density. The 

formation of biofilms was characterized using optical and colorimetric microscopy 

techniques, such as the XTT reduction assay, crystal violet and safranin staining, in addition 

to scanning electron microscopy (SEM) for observation of topographies. The interaction with 

alveolar macrophages was observed by fluorescence and confocal microscopy for further 

proteomic analysis in a mass spectrometer. In biofilm characterization tests, it was found that, 

although all culture media have stimulated the maturation of communities, HAM-F12 

provided the best development of biomass and polysaccharide material. In relation to the O2 

atmospheres, both stimulated an excellent development of the communities, however, under 

low O2 conditions, an exuberant amount of extracellular matrix was observed when compared 

to the biofilms formed in aerobiosis, mainly in the HAM-F12 media. In biofilms formed in 

BHI, RPMI and DMEM, an explained reversion of the phenotype from yeast to hypha was 

observed, requiring further investigation. In the interaction with macrophages, the formation 

of fungal clusters in macrophages was observed. However, the formation of clusters, as well 

as the fluorescence of the labeling with the anti-Hsp60 antibody and the cellular suffering 

were more expressive in the infection with cells derived from biofilm. Furthermore, biofilm-

derived cells exhibited a higher infection rate after 1, 5 and 24 hours compared to planktonic 

cells. The acidic environment was not an impediment to the formation of mature biofilms. In 

proteomics assays, different protein profiles were observed under the conditions tested, with 

72 specially expressed by the biofilm when compared to planktonic growth. The vast majority 

of these proteins are related to cytoplasmic functions. Proteomic data from biofilm-derived 

cells also revealed an increase in proteins involved in stress, defense, virulence and energy 

acquisition and a reduction in proteins involved in protein synthesis and the metabolic 

process. In the proteome of infection by biofilm-derived cells, 6 unique proteins were 

identified compared to the control (biofilm), most classified as nuclear, allowing a partial 



 

 

  

understanding of the pathways associated with the adaptation and adaptation of the fungus to 

the host's environment. These results present advances in the field of biofilms and contribute 

to future studies that can prove the role of these communities in the host-pathogen interaction. 

Furthermore, they open up new possibilities for the study of targets in order to establish new 

therapeutic strategies for histoplasmosis. 

Keywords: Histoplasma capsulatum; biofilm; macrophages; infection; proteome. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. REVISÃO HISTÓRICA 

A histoplasmose foi descrita pela primeira vez no ano de 1905 por Samuel Taylor 

Darling, ao observar a presença de numerosos corpos arredondados e ovais no interior de 

macrófagos alveolares em materiais de necrópsia. O microrganismo foi denominado 

Histoplasma capsulatum pela presença do que acreditava-se ser uma cápsula e por estar 

presente no interior de histócitos (DARLING, 1906). Seu reconhecimento de natureza fúngica 

foi observada por Rocha Lima em 1912, e posteriormente, em 1934, De Monbreun realizou 

estudos in vitro e in vivo, verificando a transição da fase miceliar para a fase leveduriforme, 

comprovando assim, o dimorfismo do fungo (DE MONBREUN, 1934).   

 Nos anos de 1939 e 1940, o fungo foi isolado pela primeira vez no Brasil em material 

de necrópsia e em amostra de escarro de um paciente (ALMEIDA; LACAZ, 1941). De sua 

descoberta até 1945, a histoplasmose era conhecida como uma doença rara, de evolução fatal 

e de transmissão desconhecida, porém, após um estudo de Christie e Peterson (1945), 

descobriu-se que sua transmissão era por via inalatória. Esse estudo revelou ainda a presença 

de calcificações pulmonares nos pacientes.   

Em 1947, H. capsulatum foi isolado pela primeira vez em roedores (EMMONS et al., 

1947). Posteriormente, Zeidberg (1952) e Shacklette (1962) descreveram que H. capsulatum é 

capaz de crescer em solo rico em matéria orgânica, além disso, o fungo foi isolado em órgãos 

como o fígado e baço de morcegos insetívoros.  

No Brasil, próximo aos anos sessenta, diversas microepidemias foram relatadas, os 

principais fatores predisponentes mais comuns eram visitas em grutas colonizadas por 

morcegos, minas abandonadas e galinheiros (OLIVEIRA et al., 2006). Décadas mais tarde, 

com o surgimento da Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (SIDA), centenas de casos 

foram observados, tornando essa micose um importante problema de saúde mundial (DAHER 

et al., 2008). 

1.2.  Histoplasma capsulatum 

 Histoplasma capsulatum variedade capsulatum é um fungo patogênico dimórfico, que 

tem distribuição mundial (PITANGUI et al., 2016). É considerado o agente mais prevalente 

nas infecções respiratórias causadas por fungos registradas nos últimos anos (HAGE et al., 

2015). O fungo quando inalado na fase miceliar, causa uma doença respiratória leve, muitas 

vezes assintomática, mas pode evoluir para doença disseminada, particularmente em 
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indivíduos imunocomprometidos, causando a doença denominada histoplasmose  

(NOSANCHUK et al., 2002; DAMASCENO et al., 2019). 

H. capsulatum apresenta-se morfologicamente em duas formas distintas: filamentosa e 

a leveduriforme (TELES et al., 2014). A primeira forma é encontrada na natureza na fase 

saprofítica, ou quando cultivada in vitro em temperaturas de 20°C a 30°C, este se apresenta na 

forma de micélio, com morfologia filamentosa de colônias branco - acastanhadas e 

algodonosas. Microscopicamente esta forma é caracterizada por hifas hialinas, septadas e 

ramificadas, contendo duas formas de propagação: macroconídios medido de 8 a 16 μm de 

diâmetro, geralmente redondos e microconídios medindo em torno de 2 a 5 μm, com paredes 

lisas ou irregulares (FERREIRA; BORGES, 2009). Já a forma leveduriforme é considerada a 

forma parasitária, particularmente presente em tecidos de hospedeiros mamíferos, incluindo 

humanos. Quando o fungo na forma miceliar é cultivado in vitro em temperaturas de cerca de 

35 a 37°C, ocorre a conversão da forma filamentosa para a forma leveduriforme. Nessa fase o 

fungo apresenta microscopicamente uma morfologia oval e pequena, além de paredes 

refringentes e unibrotantes medindo de 2 a 4 μm de diâmetro e colônias de aspecto úmido, 

lisas e de coloração branco-amarelada (MITTAL et al., 2019). 

No ambiente a forma saprobiótica está frequentemente associada a ambientes ricos em 

matérias orgânicas em decomposição com elevado teor de nitrogênio como fezes de pássaros, 

morcegos ou galinhas. Além disso, H. capsulatum é capaz de sobreviver na natureza através 

da adaptação a diferentes condições que esses micro nichos geralmente apresentam como 

condições de temperatura e nutricionais adequadas, umidade e pH (CANO; HAJJEH, 2001; 

ASSUNÇÃO et al., 2020). 

O fungo é isolado particularmente de locais com altas concentrações de excrementos e 

matéria orgânica, incluindo cavernas, construções antigas ou abandonadas, forros, sótãos ou 

porões de casas, galinheiros, árvores ocas e parques públicos (FERREIRA; BORGES, 2009; 

GUPTA et al., 2016). Neste contexto, atividades exploratórias em cavernas ou grutas, limpeza 

de sótãos ou celeiros, demolição de edificações antigas e revolvimento de solos estão 

relacionadas à infecção por H. capsulatum e contribuem para a disseminação de fragmentos 

de hifas, além da dispersão dos macros e microconídeos pelo ar, expondo mesmo indivíduos 

que não estavam próximos e nem tiveram contato direto com áreas contaminadas (GUPTA et 

al., 2016).  
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1.3. TAXONOMIA 

H. capsulatum é um microrganismo eucarioto que pertence ao reino Fungi, filo 

Ascomycota, classe Eurotiomycetes, ordem Onygenales, família Ajellomycetaceae, gênero 

Histoplasma (anamorfo) ou Ajellomyces (teleomorfo) (LACAZ et al., 2009; KASUGA et al., 

2003; WOODS, 2016).  

Classicamente são descritas três variedades distintas relacionadas à sua morfologia e 

patogenicidade: H. capsulatum var. capsulatum; H. capsulatum var. duboisii e H. capsulatum 

var. farciminosum. A variedade H. capsulatum var. capsulatum e H. capsulatum var. duboisii 

são patogênicas para o homem e a variedade H. capsulatum var. farciminosum é patogênica 

em equinos. As variedades apresentam distribuições diferentes, sendo que H. capsulatum var. 

capsulatum é endêmico no continente americano, H. capsulatum var. duboisii nas regiões 

oeste e central da África e Ilha de Madagascar e H. capsulatum var. farciminosum  nas regiões 

da Europa, Ásia e África (KASUGA; TAYLOR; WHITE, 1999; ZIDA et al., 2015; 

TEIXEIRA et al., 2016; GLADIEUX, 2018).  

Nos últimos anos, devido ao aumento dos casos de histoplasmose no mundo e com o 

surgimento de métodos moleculares com o intuito de classificar espécies fúngicas, várias 

abordagens de genotipagem foram propostas para explorar as relações filogenéticas do fungo. 

Técnicas como a de Restrição de Fragmentos Polimórficos (Restriction Fragment Length 

Polymorphisms - RFLP), hibridização do DNA, Amplificação Aleatória de DNAs 

Polimórficos (Random Amplified Polymorphic DNA – RAPD) e Sequenciamento ITS1/2 são 

frequentemente empregadas para diferenciar cepas de H. capsulatum de acordo com sua 

origem geográfica (VITE-GARIN et al., 2014). 

Outra técnica aplicada ao estudo da diversidade genética é a Multilocus Sequence 

Typing (MLST). Baseado neste método, 137 isolados de H. capsulatum procedentes de 25 

países foram analisados por Kasuga e colaboradores (2003). Foi sugerido neste estudo, que H. 

capsulatum divide-se em pelo menos oito clados dos quais sete são espécies filogenéticas, 

incluindo dois clados restritos à América do Norte (Norte-América classe 1 - NAm1, e Norte-

América classe 2 - NAm2), dois clados encontrados predominantemente na América Latina 

(Latino-América A - LAmA, e Latino-América B - LAmB), um clado restrito à Austrália, um 

clado encontrado entre as regiões da Holanda e Indonésia, um clado identificado entre as 

regiões da Europa e Ásia (Euroasiano), e um clado restrito à África. No entanto, sete desses 

oito clados são considerados espécies filogeneticamente relacionadas com exceção do clado 
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Eurasiano, que se agrupou com a espécie LAmA (KASUGA; TAYLOR; WHITE, 1999; 

KASUGA et al., 2003). 

Adicionalmente, estudos recentes com maior número de isolados de H. capsulatum 

(n= 234) e utilizando diferentes métodos filogenéticos e métodos de genética populacional, 

identificou uma grande diversidade genética dentro do grupo das espécies filogenéticas 

provenientes da América Latina, sendo propostas seis novas espécies filogenéticas. Neste 

contexto, a antiga espécie LAmA foi subdividida em: LAmA1 (incluindo principalmente 

isolados do México, Colômbia, Guatemala e Honduras) e LAmA2 (incluindo isolados do 

México, Guatemala e Colômbia); a antiga espécie LAmB foi reagrupada em LAmB1 

(contendo isolados da Argentina, Colômbia e Brasil) e LAmB2 (incluindo isolados do Rio 

Grande do Sul e Espírito Santo no Brasil), além de uma espécie RJ (constituído por isolados 

do Rio de Janeiro e São Paulo). Neste contexto os autores ainda sugeriram uma nova espécie 

formada por isolados fúngicos derivados de morcegos (Tadarida brasiliensis e Mormoops 

megalophylla) do México, denominada BAC-1 (Teixeira et al., 2016; Rodrigues et al., 2020). 

Por outro lado, análises filogenéticas conduzidas por Sepúlveda e colaboradores 

(2017), propuseram um novo rearranjo taxonômico para o gênero Histoplasma, a partir de 

análises filogenéticas de genomas completos bem como de genes de virulência de 30 isolados. 

Baseado nas diferenças entre os agrupamentos genéticos, os dados idicaram que o genêro 

pode ser composto por pelo menos quatro espécies que diferem em virulência e genética. 

Sendo assim, foi sugerido neste estudo que isolados da espécie NAm1 passem a ser uma nova 

espécie, denominada Histoplasma mississipiense e isolados da espécie NAm2 Histoplasma 

ohiense. Ambas coexistem na América do Norte, uma região do mundo com numerosos casos 

relatados de histoplasmose. Além disso, isolados pertencentes a espécie LAmA1 são 

consideradas Histoplasma suramericanum, espécie restrita à América do Sul e os 

representantes da espécie LAmA2 continuam a pertencer a espécie Histoplasma capsulatum 

restrito ao Panamá e na porção norte da América do Sul (FREIFELD et al., 2009; HAGE et 

al., 2015; BAHR et al., 2016; SEPÚLVEDA et al., 2017). 

 Ainda de acordo com Sepúlveda e colaboradores (2017), foi proposto que os isolados 

da Austrália, Holanda e África constituem um só grupo, no entanto, não foi possível ainda 

redefinir a taxonomia da África, devido a necessidade de um maior número de amostras a 

serem analisadas que comprovem essa afirmação. 

De acordo com a espécie filogenética, as manifestações clínicas, resistência aos 

antifúngicos, fatores de virulência podem ser diferentes, por exemplo, H. mississippiense é 
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mais resistente aos antifúngicos que o H. ohiense (GOUGHENOUR; BALADA-LLASAT; 

RAPPLEYE, 2015). Outra vertente importante são os fatores de virulência, uma vez que a 

maioria das espécies de Histoplasma utilizam α-1,3 glucana, presente na sua parede celular, 

para evitar o reconhecimento pelas células imunes do hospedeiro, tornando a presença desse 

polissacarídeo essencial para a sua virulência (SEPÚLVEDA; WILLIAMS, 2014).  Não 

obstante, H. ohiense não possui α-1,3 glucana em sua parede celular e é também a única 

espécie que expressa Yps3, um homólogo da adesina Bad1p de Blastomyces dermatitidis 

presente em sua fase leveduriforme (MAXWELL et al., 2018).  

Recentemente, estudos de genotipagem com 104 isolados de Histoplasma, identificou 

uma alta variabilidade genética entre os isolados brasileiros, sendo propostas três novas 

espécies filogenéticas: LAmC (incluindo isolados do Nordeste do Brasil, particularmente 

pacientes com HIV residentes em Fortaleza e Ceará); LAmD (incluindo isolados do Nordeste, 

Cento-Oeste e Sudeste do Brasil) e LAmE (incluindo isolados do Sudeste do Brasil) 

(RODRIGUES et al., 2020).  

Além disso, foi proposto uma reconstrução filogenética através da ánalise de 176 

isolados de morcegos, 30 dos quais foram isolados de morcegos selvagens, usando técnicas 

moleculares inseridas no método GCPSR (Genetic Concordance Phylogenetic Species 

Recognition). Foi sugerido nesse estudo que o antigo clado BAC-1 fosse renomeado a NAm3 

com seis isolados derivados da espécie Tadarida brasiliensis e um isolado da espécie 

Mormoops megalophylla do México (VITE-GARÍN et al., 2021). 

1.4. EPIDEMIOLOGIA  

As infecções fúngicas invasivas têm aumentado durante as duas últimas décadas na 

América Latina e no mundo inteiro e o número de pacientes em risco tem crescido 

drasticamente (LEE; LAU, 2017; RODRIGUES et al., 2020) (Figura 1). Estima-se que 

aproximadamente 1,2 bilhões de pessoas são acometidas mundialmente por algum tipo de 

doença fúngica (KNEALE et al., 2016).   

A histoplasmose é descrita como uma micose amplamente distribuída nas Américas, 

em especial nos vales dos rios Ohio e Mississipi nos Estados Unidos, México, Brasil e 

algumas regiões das Guianas (Guiana Shield). Além disso, microfocos são comumentes 

registrados no leste dos Estados Unidos, sul da Europa, sudeste da Ásia e na África 

(CORREIA et al., 2016).  Ademais, é uma das doenças infecciosas de maior prevalência 

entre portadores de HIV na Ámeria Latina aprsentando taxa de mortalidade variando de 20% 

a 40% entre esses pacientes. Além disso, 19 dos 26 estados brasileiros, bem como no Distrito 
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Federal tem registrado diversos relatos de casos clínicos isolados ou pequenos surtos 

(ALMEIDA et al., 2019). 

No Brasil, as infecções fúngicas são muito prevalentes, no entanto, há a ausência de 

notificação compulsória, sendo assim, o número de casos não é determinado (FERGUSON-

PAUL et al., 2018). Há relatos de que mais de 3,8 milhões de indivíduos no Brasil podem 

estar sofrendo de infecções fúngicas graves, em particular pacientes que tem o sistema 

imunológico suprimido com câncer maligno, transplantados, asmáticos, tuberculosos, 

infecção por HIV e, em especial aqueles que vivem em áreas endêmicas de fungos 

patogênicos (GIACOMAZZI et al., 2016).  

Figura 1. Distribuição global da histoplasmose de acordo com o número de cepas existentes. Fonte: 

Rodrigues et al., 2020. 

 

Além disso, a histoplasmose é uma das principais infecções sistêmicas do mundo, com 

incidência variando de 0,1 a 1 caso por 100.000 habitantes por ano em climas temperados, 10 

a 100 casos por 100.000 nos trópicos úmidos e mais de 100 casos por 100.000 sendo descritas 

em casos clínicos isolados ou na ocorrência de surtos (COLOMBO et al., 2012; BRILHANTE 

et al., 2015; MYINT et al., 2014; RODRIGUES et al., 2020). De acordo com Oliveira, Unis e 

Severo (2006) 26 surtos de histoplasmose no Brasil desde 1958 são relatados, envolvendo 184 
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pacientes, com o número de casos por surto variando de 2-13 casos. No entanto, estes dados 

não são otimizados uma vez que a histoplasmose pulmonar aguda é pouco diagnosticada e 

muitas vezes confundida com a tuberculose ou a leishmaniose (ANTINORI, 2014). Surtos de 

histoplasmose aguda têm sido registrados em diversos estados brasileiros, entre eles São 

Paulo, Rio de Janeiro, Espírito Santo, Mato Grosso, Minas Gerais, Goiás, Amazonas e Rio 

Grande do Sul, nos quais os indivíduos são infectados após exposição aos propágulos 

fúngicos em ambientes contaminados, envolvendo também pacientes imunocompetentes ( 

FERREIRA; BORGES, 2009; FAIOLLA et a l., 2013; PASSOS et al., 2015).  

Em áreas endêmicas, aproximadamente 10% dos indíviduos imunocompetentes 

desenvolvem os sintomas da doença (DAMASCENO et al., 2016). Indivíduos HIV-positivos 

estão predispostos a infecções fúngicas em função das alterações significativas em sua 

resposta imune celular, uma vez que podem apresentar manifestações mais graves, 

progressivas e muitas vezes fatais, o que requer agilidade no diagnóstico e tratamento 

(COLOMBO et al., 2012).  

1.5. PATOGENIA 

A patogenia da histoplasmose inicia-se pela inalação de conídios e/ou fragmentos de 

hifas presentes na natureza e disseminados pelo ar (PASSOS et al., 2015; WHEAT et al., 

2016; RIDDELL et al., 2019) (Figura 2). Uma vez inaladas, estas formas de disseminação 

entram em contato com o hospedeiro, onde após mudanças que ocorrem no ambiente, como 

temperatura, nutrientes e pH, ocorre a transição da forma miceliar para a forma leveduriforme 

(SAHAZA et al., 2014). Acredita-se que a mucosa nasal também seja um importante sítio de 

infecção inicial da doença. Neste contexto, Suarez-Alvarez et al., (2019) demostraram a 

presença de leveduras de H. capsulatum nos linfonodos cervicais após 2 horas de infecção 

intranasal em morcegos e camundongos. Estas formas infectantes, por se tratarem de um 

corpo estranho, desencadeiam uma resposta inflamatória no hospedeiro recrutando células de 

defesa, principalmente  macrófagos, neutrófilos e células dendríticas por meio da ativação de 

receptores patógeno-hospedeiro (GUIMARÃES; DE CERQUEIRA; NOSANCHUK, 2011).  

Os macrófagos por se tratarem de células fagocíticas, são infectados por leveduras de 

H. capsulatum. Por sua vez, eles produzem um ambiente de estresse para o microrganismo, 

como a acidificação do meio intracelular, produção de radicais de O2 e de nitrogênio, 

peptídeos antimicrobianos, proteases e enzimas hidrolíticas, além da restrição de nutrientes 

essenciais como o cálcio e o ferro, tornando um ambiente hostil e dificultando a sobrevivência 

do fungo dentro do organismo (WHEAT et al., 2016; SHEN et al., 2018).  Por outro lado, o 
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fungo tem diversos mecanismos de escape como: manipulação do microambiente para manter 

um pH menos ácido por meio da exclusão da bomba H+ATPase da membrana vacuolar; 

resistência a proteases lisossomais e enzimas hidrolíticas favorecidas pelos dois mecanismos 

descritos anteriormente; aquisição de ferro que pode ocorrer através da produção e liberação 

de sideróforos e pela  liberação de ferro unido à transferrina resultado da diminuição do pH; 

aquisição de cálcio através da produção de uma proteína ligante de cálcio (CBP1), específico 

da fase leveduriforme e também de metais que permitem o crescimento e a proliferação de 

microrganismos para que possam sobreviver e se replicar dentro dos fagolisossomos, e assim 

estabelecer a infecção (LARA-LEMUS et al., 2014; NOSANCHUK et al., 2018; RAY; 

RAPPLEYE, 2019). Uma vez que os fungos conseguem sobreviver aos mecanismos iniciais 

de defesa do organismo (macrófagos), os mesmos se encontram protegidos dentro da célula, 

podendo assim se multiplicar, contrariando a função usual de macrófagos que é de eliminar 

células nocivas. Esta replicação da forma leveduriforme dentro dos macrófagos, desencadeia 

o rompimento dos mesmos, facilitando desse modo, a liberação e disseminação do patógeno 

através dos vasos linfáticos e da corrente sanguínea (HOLBROOK; RAPPLEYE, 2008; 

GARFOOT; RAPPLEYE, 2016). 
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Figura 2. Ciclo biológico de H. capsulatum, evidenciando a fase saprofítica no ambiente (1) e a fase 

parasitária após a sua inalação por um hospedeiro susceptível (2-5). Os conídios e propágulos do 

fungo presentes no ambiente (1) são inalados (2) e atingem os alvéolos pulmonares onde devido a 

mudanças no ambiente, como temperatura, ocorre a transição micélio-levedura, que por sua vez, são 

fagocitadas por macrófagos. (3) As leveduras se multiplicam dentro dos macrófagos desencadeando o 

seu rompimento e posterior disseminação para outras partes do corpo através dos vasos linfáticos e da 

corrente sanguínea (4). As células leveduriformes também podem ser fagocitadas por outras células de 

defesa do hospedeiro, como as células dendríticas que apresentam as células T, levando á ativação de 

uma resposta imunológica (5).  

Fonte: http://www.cdc.gov/fungal/diseases/histoplasmosis/index.html. 

 

 

A interação de leveduras de H. capsulatum com macrófagos é um componente crucial 

da resposta do hospedeiro à infecção, uma vez que o fungo é caracterizado como um parasita 

intracelular facultativo (GARFOOT; RAPPLEYE, 2016). Adicionalmente a infecção depende 

de interações dinâmicas da imunidade inata com a imunidade adquirida e fatores de virulência 

específicos do fungo (EDWARDS; RAPPLEYE, 2011; MIHU; NOSANCHUK, 2012). 

 O controle da infecção é baseado na ativação da imunidade celular em conjunto com a 

resposta inata e é observada após a segunda ou terceira semana de desenvolvimento da doença 

Lázár-Molnár et al., (2008). Em infecções restritas ao pulmão, as células T CD4+ induzem a 

produção de citocinas do tipo Th1, IFN-γ e TNF-α, as quais ativam macrófagos que são as 

principais células efetoras de resistência do hospedeiro ao fungo (LÁZÁR-MOLNÁR et al., 

2008), o que leva à formação de reação granulomatosa e particularmente à calcificação 

http://www.cdc.gov/fungal/diseases/histoplasmosis/index.html
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(NOSANCHUK; GACSER, 2008; EDWARDS; RAPPLEYE, 2011; NOSANCHUK et al., 

2012). Já nas formas disseminadas, há uma resposta imune do tipo Th2, a qual induz as 

células efetoras a eliminarem o patógeno e consequentemente as células de memória a 

proteger o indivíduo contra uma resposta Th1, ocasionando uma inibição ou má formação de 

granulomas (NOSANCHUK; GACSER, 2008; NOSANCHUK et al., 2012). 

A resposta imune inata sozinha, é incapaz de controlar a replicação do fungo, além 

disso, nem todos os fagócitos hospedeiros respondem ao fungo da mesma forma, como os 

neutrófilos e células dendríticas, que desempenham papéis importantes impedindo o 

crescimento fúngico e iniciando uma resposta protetora, respectivamente (HOLBROOK; 

RAPPLEYE, 2008; ISAAC et al., 2015; RAY; RAPPLEYE, 2019). 

1.6. MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS  

A apresentação clínica da histoplasmose é influenciada pela extensão da exposição dos 

pacientes aos propágulos infectantes do fungo, idade, atividade ocupacional, bem como o 

estado imunológico do hospedeiro e a virulência da cepa infectante de acordo com as espécies 

filogenéticas (GUIMARÃES; NOSANCHUK et al., 2006; KAUFFMAN, 2007; WHEAT; 

FREIFELD et al., 2007; MITTAL et al, 2019; GLADIEUX, 2018). 

Sendo assim, as classificações clínicas da histoplasmose incluem: infecção 

assintomática, histoplasmose pulmonar aguda, histoplasmose pulmonar crônica e 

histoplasmose disseminada (KAUFFMAN et al., 2007; FERREIRA; BORGES, 2009; AZAR; 

HAGE, 2017). O primeiro quadro se manifesta na maioria dos hospedeiros imunocompetentes 

após exposição ao inóculo e na grande maioria dos casos a reação inflamatória inicial é 

caracterizada pela formação de granuloma, resultante da inibição do crescimento das células 

leveduriformes pelas células de defesa. Adicionalmente só pode ser diagnosticada por meio 

do teste de histoplasmina (teste de reação sorológica) e evidências radiológicas, como a 

presença de sinais de microcalcificações nos pulmões. Os demais quadros se manifestam em 

pacientes imunocomprometidos, particularmente pacientes com SIDA (MANGALORE et al., 

2018). 

A histoplasmose pulmonar aguda apresenta gravidade em função da faixa etária, da 

quantidade de partículas infectantes inaladas e do estado imunológico do hospedeiro. Os 

sintomas mais comuns são febre, calafrios, mal-estar, cefaleia, fraqueza, tosse, entre outros, e 

é facilmente confundida com sintomas gripais (FORTALEZA et al., 2004; FERREIRA; 

BORGES, 2009).  
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A histoplasmose pulmonar crônica, na maioria das vezes, ocorre pela reativação de 

uma lesão pré-existente, que pode ter sido adquirida anos antes de surgirem os primeiros 

sintomas. Esse quadro clínico frequentemente ocorre em indivíduos adultos, pois em geral, 

essa reativação acontece quando o hospedeiro sofre alguma deficiência na imunidade celular 

ou apresenta doença pulmonar pré-existente, como o enfisema (KAUFFMAN, 2007). O 

diagnóstico é complexo devido aos sintomas serem semelhantes à tuberculose e o aspecto 

radiológico da lesão inicial caracteriza-se pela presença de enfisema centrolobular ou bolhoso 

e defeito anatômico estrutural que favorece a instalação do foco inicial da doença (WHEAT et 

al., 2016).  

 A histoplasmose disseminada é considerada a forma mais grave da doença, sendo 

caracterizada por evolução aguda com grande frequência de lesões orocutâneas em pacientes 

com SIDA, entre outras manifestações como febre alta, perda de peso, linfadenopatia, 

hepatoesplenomegalia, lesões pulmonares e comprometimento da medula óssea (MITTAL et 

al., 2019; GLADIEUX, 2018). A taxa de mortalidade da histoplasmose disseminada na 

América Latina é alta, podendo acometer 50% em pacientes com SIDA (CACERES et al., 

2016). Entretanto, mundialmente foi registrado que a histoplasmose disseminada possui 

71.3% de letalidade (SILVA et al., 2017). 

Adicionalmente, a diferenciação gênica entre as espécies de Histoplasma pode levar a 

diferenças clínicas na manifestação da histoplasmose,  não estando somente associado à 

doença pulmonar, mas também a lesões granulomatosas predominantemente no tecido 

subcutâneo, cutâneo e ósseo (ADENIS; AZNAR; COUPPIÉ, 2014; SEPÚLVEDA et al., 

2017; MAXWELL et al., 2018).  

1.7. TERAPÊUTICA   

A terapêutica da histoplasmose varia de acordo com o estado imunológico do 

hospedeiro, com a manifestação clínica e a carga fúngica inalada (FERREIRA; BORGES, 

2009).  

  Para o tratamento desta micose sistêmica, os fármacos eficazes e disponíveis 

comercialmente compõem diferentes opções terapêuticas. Entre elas, a anfotericina B 

desoxicolato é recomendada para o tratamento das formas graves, pulmonares ou 

disseminadas. Quando não for possível a sua administração é recomendado a anfotericina B 

lipossomal (KNEALE et al., 2016). O itraconazol é recomendado para o tratamento de formas 

leves a moderadas, sendo útil também na manutenção pós-anfotericina B. Outros azólicos, 

como fluconazol, podem ser administrados, sendo efetivo em até 70% dos casos (WHEAT; 
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FREIFELD et al., 2007; KAPLAN et al., 2009). O voriconazol e o posaconazol são 

conhecidos por serem medicamentos eficazes que podem ser reservados para tratamentos de 

resgate, embora terem demonstrado atividade in vitro contra H. capsulatum, os resultados 

ainda são considerados insuficientes in vivo (FREIFELD et al., 2009; AZAR; HAGE, 2017). 

A anfotericina B é um polieno muito utilizado no tratamento de micoses sistêmicas e 

tem ação fungicida de amplo espectro. O seu mecanismo de ação se dá pelo anel macrolídico, 

que apresenta característica hidrofóbica e se liga aos esteróis, principalmente ao ergosterol da 

membrana celular fúngica. Uma desvantagem é que essa molécula também se liga ao 

colesterol da membrana plasmática humana, o que explica o potencial tóxico da anfotericina 

B (SOKOL-ANDERSON; BRAJTBURG; MEDOFF, 1986). A toxicidade da anfotericina B 

está diretamente relacionada aos rins, uma vez que quando administrada ela diminui o fluxo 

glomerular em até 80%, pelo fato de causar uma vasoconstricção local. Também apresenta 

mielotoxicidade podendo causar anemia em decorrência de uma alteração na eritropoetina por 

atuar diretamente na medula óssea (SOKOL-ANDERSON; BRAJTBURG; MEDOFF, 1986; 

WHITE; MARR; BOWDEN, 1998; SMITH; KAUFFMAN, 2012). 

Os azólicos, como o itraconazol e fluconazol são conhecidos por serem fármacos de 

ação fungistática, e apresentam amplo espectro de ação e seletividade para o citocromo P-450 

da célula fúngica. Seu mecanismo de ação baseia-se na capacidade de inibir a síntese do 

ergosterol, um componente vital da membrana da célula dos fungos (SPEC et al., 2018). 

Alguns estudos vêm demonstrando o aumento do uso de voriconazol e posaconazol como 

alternativa para pacientes que não respondem à terapia com itraconazol ou fluconazol 

(FREIFELD et al., 2009; SMITH; KAUFFMAN, 2012; WHEAT et al., 2007). 

O tratamento eficaz para algumas espécies de Histoplasma requer tanto o diagnóstico 

precoce, para facilitar o início imediato da terapia, como a administração de agentes 

terapêuticos de amplo espectro com atividade contra os patógenos comuns e emergentes 

(GOUGHENOUR; BALADA-LLASAT; RAPPLEYE, 2015).  Apesar da administração da 

anfotericina B, a taxa de letalidade na doença grave desenvolvida por pacientes como por 

exemplo, choque e insuficiência respiratória permanece extremamente alta (LEWIS; KHAN; 

PATEL, 2018). Mesmo com a terapia antirretroviral altamente ativa (HAART) e a 

disponibilidade no mercado de triazóis profiláticos, não há mudanças significativas nas taxas 

de morbidade e mortalidade em pacientes com HIV infectados pelo H. capsulatum 

(NOSANCHUK et al., 2003). 
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Na histoplasmose a falha terapêutica é considerada relato comum, apesar dos estudos 

que envolvem a terapia com anfotericina B e itraconazol, comumente utilizadas nas formas 

aguda e disseminada da doença (WHEAT et al., 2007).  O tratamento com itraconazol e 

anfotericina B é limitado por diretrizes que envolvem a absorção variável, o metabolismo e a 

toxicidade, respectivamente (WHEAT et al., 2016). 

 Apesar dos fármacos disponíveis geralmente proporcionarem resultados favoráveis, já 

foram relatadas infecções refratárias e recidivas (FAIOLLA et al., 2013). Além disso,  há 

relatos do surgimento de cepas resistentes ao fluconazol, bem como casos de falhas na 

terapêutica com itraconazol e sabe-se que a anfotericina B causa vários efeitos indesejáveis 

como nefrotoxicidade e hepatotoxicidade (DE NATH, 2015; GOUGHENOUR; BALADA-

LLASAT; RAPPLEYE, 2015). 

Portanto, a incidência das infecções fúngicas causadas por linhagens resistentes vem 

aumentando e assim cresce também a urgência no desenvolvimento de terapias mais efetivas 

para o tratamento destas doenças (MARTINEZ et al., 2009). A descoberta de novos alvos 

exclusivos dos fungos e o entendimento dos mecanismos moleculares de resistência são 

etapas fundamentais neste processo (PERLIN; SETO-YOUNG; MONK, 1997). Estudos 

conduzidos por Tagliari e colaboradores (2012), relataram que as infecções fúngicas devem 

receber atenção considerável, devido, principalmente, ao número crescente de indivíduos 

imunocomprometidos e ao aumento de cepas fúngicas resistentes aos fármacos.   

1.8. FATORES E MECANISMOS DE VIRULÊNCIA 

  Uma característica fundamental da virulência da forma leveduriforme de H. 

capsulatum é sua capacidade de evitar a detecção pelo sistema imunológico do 

hospedeiro. Sendo assim, para reduzir a detecção de células imunológicas e facilitar a adesão, 

invasão e proliferação intracelular, ocorrem mudanças não apenas na morfologia da  célula 

fúngica mas também na composição da parede celular, aumento da expressão de moléculas 

antigênicas e a expressão de fatores de virulência (KLEIN; TEBBETS, 2007; GARFOOT et 

al., 2018; SAHAZA et al., 2019).  

Dentre os fatores e mecanismos de virulência conhecidos destacam-se: o 

polissacarídeo α-1,3-glucana presente na parede celular do fungo (KANETSUNA; 

CARBONELL; AZUMA, 1974), a proteína extracelular Yps3 específica da fase 

leveduriforme (KEATH et al., 1989), a proteína Cbp1 capaz de se ligar ao cálcio em baixas 

concentrações (BATANGHARI; GOLDMAN, 1997), a proteína de choque térmico Hsp60 

(GUIMARÃES et al., 2011), a proteína catalase P (JOHNSON et al., 2002) e superóxido 
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dismutase (Sod3) (YOUSEFF et al., 2012), os mecanismos de aquisição de ferro (Newman et 

al., 1994), a produção de melanina (NOSANCHUK et al., 2002) e a formação de biofilme 

(PITANGUI et al., 2012). 

Apesar da parede celular ser uma estrutura com várias moléculas conservadas entre os 

fungos, sua composição varia de acordo principalmente, com o morfotipo e as espécies 

fúngicas (ERWIG; GOW, 2016). A parede celular de H. capsulatum, por sua vez, apresenta 

uma estrutura polissacarídica composta por α-1,3-glucana, β-1,3-glucana, quitina, proteínas e 

lipídios (GUIMARÃES; DE CERQUEIRA; NOSANCHUK, 2011).  

Ademais, os polissacarídeos presentes na parede celular de H. capsulatum são 

compostos pelas glucanas, caracterizados por polímeros de D-glicose ligados por pontes α ou 

β-glicosídicas que se diferenciam de acordo com a morfologia (DOMER; HAMILTON; 

HARKIN, 1967; LARA-LEMUS et al., 2014; GARFOOT; RAPPLEYE, 2016; GARFOOT et 

al., 2017).  Na forma leveduriforme H. capsulatum produz uma camada de α-1,3-glucana em 

sua parede celular que é controlada pela α-1,3 -glucana sintase (AGS1), importante para o 

bloqueio do reconhecimento pelo receptor Dectina-1 (maior receptor de fagócitos de 

reconhecimento de β-glucanas). Entretanto, quando há a ativação do gene α-1,3-glucana 

sintase o receptor não consegue induzir a resposta inflamatória contra o fungo (RAPPLEYE; 

EISSENBERG; GOLDMAN, 2007; EDWARDS; RAPPLEYE, 2011). Além disso, estudos 

demonstraram que a deleção do gene AGS1 atenua na habilidade do fungo em causar a morte 

aos macrófagos e reduz a sua capacidade de colonizar os pulmões em modelo murino 

(RAPPLEYE; ENGLE; GOLDMAN, 2004). Já na forma miceliar encontra-se  

predominantemente  a β-1,3-glucana, que estimula a resposta imune quando reconhecida 

pelas células do hospedeiro (THIND; PATRI, 2017). De acordo com Garfoot e colaboradores 

(2016) a proteína Eng-1 é uma glucanase secretada pelo fungo que hidrolisa as ligações de β-

1,3 glicosil promovendo a remoção das β-glucanas expostas, minimizando o reconhecimento 

das leveduras pela Dectina-1. 

A proteína extracelular específica da fase leveduriforme YPS3 também é encontrada 

como constituinte da parede celular e liberada em quantidades significativas no meio 

extracelular durante o crescimento de H. capsulatum (BOHSE; WOODS, 2007). Além disso, 

estudos demostraram que esta proteína é considerada um importante fator de virulência de H. 

capsulatum, uma vez que, mutantes para yps3 apresentaram deficiência no processo de 

colonização inicial de pulmões, baço e fígado de camundongos infectados (BOHSE; 

WOODS, 2007). 
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Durante o crescimento de H. capsulatum no interior dos macrófagos há a expressão da 

proteína CBP1 (Calcium-binding protein), uma proteína de ligação ao cálcio, considerada um 

dos fatores que favorecem a sobrevivência no ambiente do fagossoma, essencial para a 

virulência de H. capsulatum (HILTY; SMULIAN; NEWMAN, 2011). Estudos conduzidos 

por Isaac e colaboradores (2015) com mutantes para CBP1, verificaram que esses mutantes 

causam morte do macrófago durante a infecção, além de induzir a expressão de várias 

proteínas relacionadas a resposta inflamatória. Além disso, foi visto que a forma 

leveduriforme induz uma resposta transcricional de genes relacionados a apoptose e lise 

celular dependente de CBP1 durante a interação com o macrófago. 

 É interessante relatar, que em H. capsulatum, também foram identificadas várias 

proteínas de superfície de choque térmico (Hsps), que são ativadas em reposta a agentes 

estressores como: altas temperaturas, estresse oxidativo, radiação, inflamação, exposição a 

toxinas, hipóxia, deficiência de nitrogênio ou privação de água, dentre elas, destacam-se: 

Hsp60, Hsp70, Hsp82, Hsp90 (DEEPE et al., 1996; CARUSO et al., 1987; MINCHIOTTI; 

GARGANO; MARESCA, 1991; ALLENDOERFER; MARESCA; DEEPE, 1996). A 

proteína Hsp60 é considerada uma proteína de choque térmico e uma adesina presente na 

superfície da célula de H. capsulatum, auxiliando no dobramento e montagem correta de 

proteínas e na supervisão deste processo (HOLBROOK; RAPPLEYE, 2008). Além disso, ela 

é responsável pela ligação ao receptor CR3 (CD11/CD18) do sistema de complemento dos 

fagócitos do hospedeiro, resultando em rápida fagocitose, aumento de sua sobrevivência e 

replicação intracelular (GUIMARÃES; DE CERQUEIRA; NOSANCHUK, 2011). É 

considerada também uma molécula altamente imunogênica importante para a terapia da 

histoplasmose (GUIMARÃES et al., 2009; GUIMARÃES et al., 2010).  

Para garantir sua sobrevivência dentro do hospedeiro e facilitar a patogênese, o fungo 

apresenta mecanimos para evadir as respostas protetivas, incluindo inativação das espécies de 

oxigênio através da produção de proteínas extracelulares, tais como a superóxido dismutase 

(Sod3) e catalase (CatP), caracterizadas como fatores de virulências em H. capsulatum 

(JOHNSON et al., 2002; YOUSEFF et al., 2012).  

O ferro é considerado um nutriente essencial tanto para o hospedeiro quanto aos 

patógenos microbianos, sendo que uma forma de defesa da ação microbiana é a limitação 

desse elemento (TIMMERMAN, 1999). No interior dos fagócitos as concentrações de ferro 

são limitadas, o que dificulta a sobrevivência e multiplicação do fungo. Diante disso, H. 

capsulatum desenvolveu alguns mecanismos de escape que permitem a captação desse 
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elemento para dentro do fagossoma (WOODS et al., 2002; GARFOOT; RAPPLEYE, 2016; 

GARFOOT et al., 2017). Um desses mecanismos é a produção de sideróforos, caracterizado 

por compostos com alta afinidade pelo ferro, responsáveis por retirar esse elemento das 

proteínas carreadoras e liberá-los no citoplasma (HILTY et al., 2011; GARFOOT; 

RAPPLEYE, 2016). Outro modo de aquisição do ferro pelo fungo é através da acidificação do 

pH, promovendo a liberação do ferro ligado à transferrina (LÓPEZ et al., 2006; GARFOOT; 

ZEMSKA; RAPPLEYE, 2014).  

Outro fator que contribui para a virulência de H. capsulatum é a produção de 

melanina, um pigmento de alta massa molecular ocasionada pela polimerização oxidativa de 

agentes fenólicos, que causam uma coloração geralmente marrom ou preta, capaz de reduzir a 

sensibilidade dos fungos aos mecanismos de defesa do hospedeiro, tais como estresses 

ambientais e parasitários, radiação ultravioleta, agentes oxidantes e gerar resistência às drogas 

antifúngicas como: anfotericina B e caspofungina (NOSANCHUK et al., 2003; TABORDA et 

al., 2008; ALMEIDA-PAES et al., 2018). Tanto a forma leveduriforme quanto a miceliar de 

H. capsulatum são capazes de produzir melanina in vitro e in vivo (NOSANCHUK et al., 

2002). 

Além dos mecanismos de virulência já descritos, os microrganismos podem formar 

biofilmes, que constituem estruturas importantes no desenvolvimento de infecções. Ressalta-

se que microrganismos estruturados em biofilmes exibem altos níveis de resistência aos 

antimicrobianos em função da baixa perfusão de fármacos, favorecendo o desenvolvimento de 

fenótipos resistentes (RAMAGE et al., 2009; CORDERO et al., 2016; PITANGUI et al., 

2016, 2012; SHEN; RAPPLEYE, 2017). 

1.9.  BIOFILMES   

Biofilmes são comunidades sésseis de microrganismos que se agrupam de maneira 

organizada a um substrato ou que se aderem uns aos outros, e estão envolvidos por uma 

matriz extracelular (MEC) de polissacarídeos que eles mesmos produzem (Figura 3). Essas 

comunidades se diferem das células livres (planctônicas) em relação ao crescimento, 

transcrição de genes e tradução de proteínas (COSTERTON et al., 1995; DONLAN; 

COSTERTON, 2002; MARTINEZ; CASADEVALL,  2015). 
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Figura 3. Representação esquemática das etapas do desenvolvimento de biofilmes em fungos 

filamentosos e leveduriformes. Os estágios de desenvolvimento são semelhantes, embora a morfologia 

e o número de estágios sejam diferentes. No primeiro modelo (a), seis foram propostos: (I) incluem a 

adsorção, (II) adesão ativa, (III) primeira formação de microcolônia por germinação ou 

desenvolvimento de monocamadas, desenvolvimento micelial (IV) e (V) maturação de biofilmes e, 

finalmente (VI) a dispersão de conídios ou artroconidios. O segundo modelo corresponde ao 

desenvolvimento clássico do biofilme de C. albicans (b) que inclui cinco estágios, como em bactérias: 

(I) adsorção, (II) adesão, (III) formação de microcolônias, (IV) biofilme maduro e (V) dispersão 
(Costa-Orlandi et al., 2017). 

 

O biofilme proporciona um ambiente estável protegido pela superfície do substrato e 

pela matriz extracelular, desencadeando alta resistência aos antimicrobianos, principalmente 

em função da dificuldade de difusão dos mesmos por meio da matriz extracelular, tornando o 

tratamento das infecções relacionadas ao biofilme desafiadoras. Diante deste contexto, a 

gravidade destas formações resistentes na patogênese da histoplasmose se torna ainda mais 

relevante em vista dos relatos recentes que descreveram clinicamente as infecções por H. 

capsulatum em indivíduos com dispositivos médicos ou implantes cirúrgicos e vasculares que 

fornecem um reservatório para o desenvolvimento de biofilmes fúngicos (RAMAGE; 

ROBERTSON; WILLIAMS, 2014; CARRETO-BINAGHI et al., 2015; WU et al., 2017).  

O processo de formação do biofilme envolve a fase de adesão reversível das células, 

em que as células planctônicas, por meio de interações físico-químicas aderem sobre a 

superfície biótica ou abiótica (DAVIES, 2003; WORTHINGTON; RICHARDS; 

MELANDER, 2012; MITCHELL et al., 2015), a fase de maturação do biofilme que envolve 
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mecanismos de interação dos microrganismos e produção de MEC, a fase de consolidação do 

biofilme, a qual corresponde ao estágio de equilíbrio dinâmico, onde os microrganismos no 

interior dos biofilmes permanecem em constantes adaptações às alterações ambientais e 

finalmente, a fase de dispersão que está associada ao aumento do número de células no 

interior do biofilme e com isso ocorre liberação dessas células para a colonização de outros 

ambientes (KOSTAKIOTI; HADJIFRANGISKOU; HULTGREN, 2013; BORGHI, 2016).  

 A estrutura que sustenta um biofilme faz parte de um sistema fortemente regulado, 

dependente do sinergismo da expressão de uma variedade de genes e das condições 

ambientais durante o processo da infecção (RAMAGE et al., 2009; 2012). Esta regulação, no 

caso das células leveduriformes, é mediada por “quorum sensing” (comunicação célula-

célula), que é utilizado para controlar algumas características do microrganismo, desde as 

associadas à sobrevivência até as determinantes de patogenicidade (HARDING et al., 2009; 

RAMAGE et al., 2009; VILA; LOPEZ-RIBOT, 2016). Neste contexto, para que haja a 

comunicação entre as células,  a MEC contribui fortemente com as forças coesivas e adesivas 

para a estabilidade arquitetônica e mecânica do biofilme, atuando especialmente como uma 

“goma” que mantém as células unidas e ligadas à superfície (MITCHELL; KARNOWSKI; 

ANDES, 2016).  

 Com a formação completa do biofilme, é possível observar algumas características 

importantes do processo, entre elas os canais aquosos que permitem o transporte de água, 

nutrientes, metabólitos, a passagem de células planctônicas, bem como a remoção de 

metabólitos potencialmente tóxicos (WONGSUK; PUMEESAT; LUPLERTLOP, 2016).   

 Vários fungos demonstraram a capacidade de colonizar superfícies e formar biofilmes, 

incluindo: Candida spp. (HAWSER; DOUGLAS, 1994), Cryptococcus neoformans 

(MARTINEZ; CASADEVALL, 2005), Saccharomyces cerevisiae (Verstrepen; Klis, 2006), 

Aspergillus spp. (SEIDLER; SALVENMOSER; MÜLLER, 2008), Paracoccidioides 

brasiliensis (SARDI et al., 2015), Trichophyton rubrum e Trichophyton mentagrophytes 

(COSTA-ORLANDI et al., 2014) e H. capsulatum (PITANGUI et al., 2012; BRILHANTE et 

al., 2015). 

 Entretanto poucos estudos correlacionam H. capsulatum e a formação de biofilmes. 

Nosso grupo revelou pela primeira vez a formação dos biofilmes de H. capsulatum 

(PITANGUI et al., 2012). Em seguida, outros autores caracterizaram a susceptibilidade 

antifúngica reduzida de biofilmes de H. capsulatum in vitro frente aos agentes antifúngicos 

comerciais itraconazol e anfotericina B, bem como à farnesol sozinho e combinado com 
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antifúngicos, indicando os biofilmes como os prováveis implicadores das infecções fúngicas 

recorrentes (BRILHANTE et al., 2015). Neste contexto, estudos prévios publicados também 

pelo nosso grupo estabeleceram uma correlação entre o modo de infecção de H. capsulatum e 

a formação dos biofilmes (PITANGUI et al., 2016). Outros autores observaram que a 

incorporação H. capsulatum com glucanas presentes na cápsula de Cryptococcus neoformans 

propiciou um aumento da virulência e melhor formação de “películas” semelhantes a 

biofilmes, além da produção de uma matriz extracelular híbrida (CORDERO et al., 2016). 

  

1.10.  ABORDAGENS PROTEÔMICAS 

A análise sistemática em larga escala das proteínas totais de um tecido, órgão, 

compartimentos celulares ou célula foi introduzida sob o termo proteômica (DOMON; 

AEBERSOLD, 2006; OZSOLAK; MILOS, 2011; MUSZKIETA et al., 2013). Este termo foi 

introduzido no final do século XX por Wilkins e utilizado para descrever um conjunto 

completo de proteínas que são expressas e modificadas seguindo a expressão de todo o 

genoma de uma célula, tecido ou organismo (WILKINS et al., 2009; PITANGUI, 2012). A 

finalidade da análise proteômica é obter a mais completa e integrada visão da biologia através 

do estudo de todas as proteínas da célula, em preferência a estudar proteínas individuais 

(GRAVES; HAYSTEAD, 2002). Além disso, permite a obtenção de informações sobre níveis 

de expressão, interações proteína-proteína, localização celular, modificações pós-traducionais, 

entre outras, em função do tempo, tipo celular, espaço, e muitas outras variações (ASLAM et 

al., 2016).  Deste modo, a análise proteômica permite evidenciar possíveis alvos que possam 

ser selecionados, a fim de auxiliar no desenvolvimento de testes diagnósticos, marcadores 

moleculares e propriedades terapêuticas (HEBERT et al., 2014; CHONG et al., 2015).  

 O rápido progresso da proteômica observado nos últimos anos somente foi possível 

através do desenvolvimento de novas técnicas que incluem a separação de proteínas e 

peptídeos, novos espectrômetros de massa e a análise de dados por ferramentas de 

bioinformática. Dentre essas novas técnicas a espectrômetria de massas (MS) surgiu como 

uma ferramenta chave para a identificação e caracterização de proteínas em larga escala e 

atualmente é a base da análise proteômica por consistir em grande variedade de abordagens e 

instrumentação (VAN OUDENHOVE; DEVREESE, 2013).  

 O método shotgun é uma destas abordagens, e o mais amplamente utilizado devido a 

identificação e quantificação comparativa de proteínas em nível global, além de ser altamente 

específico e de baixo custo.  Além disso, é um método que permite a identificação de 
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proteínas em uma mistura complexa, utilizando uma combinação analítica entre cromatografia 

líquida de alta resolução (HPLC) e espectrômetria de massas. O nome shotgun é derivado do 

sequenciamento de DNA que, por sua vez, teve o nome inspirado no padrão de tiro 

rapidamente expansivo e quase-randômico de espingardas calibre 12 (shotgun). Na 

abordagem proteômica por shotgun, as proteínas em uma mistura complexa são digeridas por 

uma enzima proteolítica e, os peptídeos resultantes são separados por HPLC. Em seguida, 

esses peptídeos são analisados por espectrômetria de massas via sequenciamento peptídico 

por MS/MS para a posterior identificação das sequências dos peptídeos quando submetidas a 

uma busca automática em bancos de dados de proteínas, na busca da identidade da proteína 

correspondente, sendo uma técnica capaz de analisar as respostas biológicas de centenas de 

proteínas simultaneamente permitindo uma visão relativamente abrangente do metabolismo 

celular (CARVALHO; YATES; BARBOSA, 2012; HAMZEIY; COX, 2017; WIDBILLER et 

al., 2019).  

Por não exigir um conhecimento prévio da composição da amostra, esse método tem 

sido muito utilizado em experimentos que buscam descobrir o perfil de proteínas expressas 

em um organismo, ou tecido, sob uma determinada condição (DOMON; AEBERSOLD, 

2010). Além disso, essa abordagem vem se tornando uma estratégia de identificação poderosa 

para aplicação na proteômica quantitativa (ALMEIDA et al., 2020). Quanto aos resultados, 

por apresentarem dados robustos torna-se necessário a adição de estudos utilizando técnicas 

de bioinformática para a devida organização dos mesmos. Segundo Kumar e Mann (2009) a 

bioinformática, é um meio de análise funcional de mineração e conjuntos de dados, que levam 

a resultados biologicamente interpretáveis. Quando aplicada a proteômica as abordagens de 

bioinformática conferem gestão e alinhamento da enorme quantidade de dados para uma 

análise precisa com reprodutibilidade e qualidade. Para interpretar e compreender os dados 

gerados, é necessário filtrar e classificar as informações obtidas. Neste caso, é realizada uma 

análise funcional das proteínas que foram identificadas com base na conjugação do nome da 

proteína (LAUKENS; NAULAERTS; BERGHE, 2015).   

O uso de abordagens como a proteômica e bioinformática são modalidades 

promissoras devido à identificação e a compreensão dos mecanismos pelos quais as proteínas 

são expressas e que regem o metabolismo em nível intracelular, sendo um dos maiores 

desafios para o desenvolvimento de produtos biotecnológicos (BABRZADEH et al., 2012; 

SCHMIDT; FORNE; IMHOF, 2014).  
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  A análise comparativa do proteoma entre células em formato biofilme e células 

planctônicas de vários patógenos bacterianos e fúngicos têm sido relatadas (THOMAS; 

BACHMANN; LOPEZ-RIBOT, 2006; KLEIN et al., 2012; PARK; SURETTE; 

KHURSIGARA, 2014; CALVILLO-MEDINA et al., 2019; BAI et al., 2019). Embora para H. 

capsulatum informações a respeito das mudanças nos perfis de proteínas entre células 

planctônicas e biofilme ainda não foram descritos. Dessa forma, a proteômica em fungos 

patogênicos tem contribuído para um melhor conhecimento dos processos envolvidos na 

morfogênese, virulência, resposta ao hospedeiro, bem como para o desenvolvimento de 

potenciais alvos antifúngicos e abordagens terapêuticas (PITARCH et al., 2003). Diante disso, 

marcadores biológicos podem ser identificados e caracterizados por técnicas proteômicas, 

auxiliando no diagnóstico precoce de doenças, como também no acompanhamento do 

tratamento (CASH et al., 2002). 

Apesar dos esforços de vários grupos de pesquisa, a patogênese da histoplasmose 

ainda apresenta muitas lacunas, desde os mecanismos de interação com o hospedeiro, até os 

fatores de virulência (ADENIS; AZNAR; COUPPIÉ, 2014). Recentemente, um dos maiores 

desafios relacionados ao tratamento de doenças causadas por microrganismos, sejam eles por 

fungos ou não, é a formação de biofilme. Essas comunidades de microrganismos são 

consideradas importante fator de virulência para diversos fungos (RAMAGE et al., 2012; 

SARDI et al., 2015; COSTA-ORLANDI et al., 2017). Células de comunidades sésseis podem 

modular a atividade metabólica, a dormência e as respostas ao estresse, fatores que destacam 

a importância de compreender as propriedades da formação dessas comunidades para a 

investigação de novos alvos terapêuticos (PERCIVAL et al., 2012; PITANGUI et al., 2012; 

MITCHELL et al., 2015, COSTA-ORLANDI et al., 2017).  

De acordo com a existência de poucos estudos relacionados a habilidade de H. 

capsulatum na formação dos biofilmes (PITANGUI et al., 2012; BRILHANTE et al., 2015), 

dar continuidade aos estudos dessas comunidades é de extrema importância, uma vez que esse 

fungo é sistêmico e a extensão das mudanças ambientais e nutricionais não foi investigada na 

formação desses biofilmes. Sendo assim, este trabalho objetiva verificar a influência dos 

nutrientes presentes nos meios de cultura BHI, HAM-F12, DMEM e RPMI, além das 

condições de incubação em aerobiose e microaerofilia na formação do biofilme por diferentes 

cepas de H. capsulatum usando técnicas colorimétricas e técnicas microscópicas, a fim de 

descobrir as melhores condições para o estudo desses biofilmes in vitro e melhorar a 

compreensão da possível formação dessas comunidades in vivo. Adicionalmente, o 
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conhecimento dos mecanismos e processos celulares na formação desses biofilmes são 

aspectos cruciais na compreensão dos mecanismos de virulência de H. capsulatum. Por outro 

lado, o estudo do proteoma em células de biofilme e após a infecção em macrófagos são uma 

necessidade urgente, pois a identificação de proteínas exclusivas nessas condições poderá 

auxiliar na busca de potenciais alvos antifúngicos, podendo estabelecer novas estratégias 

terapêuticas para a histoplasmose, uma vez que a persistência destas infecções pode estar 

associada aos supostos biofilmes intracelulares.  
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5. CONCLUSÕES 

Com a análise dos resultados do presente trabalho pode-se concluir que:  

 

• Com relação à carga fúngica e à viabilidade por meio de coloração com o azul de 

Tripan, o melhor meio de cultura para a manutenção de H. capsulatum é o HAM-F12, 

tanto para a condição de microaerofilia quanto para a condição de aerobiose; 

• Nos ensaios de caracterização dos biofilmes, verificou-se que em todas as condições 

testadas, as cepas EH-315, G186A e G217B foram capazes de formar biofilmes in 

vitro e 144 horas foi o tempo necessário para a maturação de todas as cepas; 

• Em geral, as condições de atmosfera de microaerofilia, além de preferencialmente o 

meio HAM-F12, foram mais propícias para o desenvolvimento dessas comunidades; 

• A cepa EH-315 apresentou maior viabilidade celular, produção de biomasssa e 

material polissacarídeo comparada as cepas G186A e G217B; 

• Nos ensaios de infecção as células derivadas de biofilme parecem exibir maior 

formação de aglomerados em macrófagos alveolares (AMJ2-C11) e apresentou uma 

intensidade de fluorescência da proteína Hsp60 mais intensa após 1, 5 e 24 horas de 

infecção comparada as células planctônicas; 

• A maior taxa de infecção ocorreu no tempo de 24 horas tanto pelas células 

planctônicas quanto pelas células derivadas de biofilme; 

• As células derivadas de biofilme exibiram maior habilidade em invadir macrófagos 

alveolares (AMJ2-C11) após 1, 5 e 24 horas de infecção quando comparadas as células 

planctônicas; 

• A cepa EH-315 de H. capsulatum é capaz de formar biofilme in vitro em pH ácido e 

144 horas foi o tempo necessário para a maturação; 

• A análise do perfil proteico de H. capsulatum em biofilme demonstrou diferenças 

quanto à intensidade das bandas e a expressão de proteínas exclusivas comparado as 

células planctônicas; 

• A análise proteômica do biofilme de H. capsulatum apresentou um aumento de 

proteínas envolvidas no estresse oxidativo e na obtenção de energia e uma redução de 

proteínas envolvidas na síntese proteica e no metabolismo celular quando comparada 

as células planctônicas; 
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• A identificação das proteínas exclusivas do biofilme de H. capsulatum permitiu um 

entendimento parcial sobre as vias utilizadas por H. capsulatum para o 

desenvolvimento do biofilme; 

• A identificação das proteínas exclusivas do biofilme de H. capsulatum durante a 

infecção em macrófagos nos possibilitou um entendimento parcial sobre as vias 

associadas à sobrevivência e adaptação do fungo ao ambiente do hospedeiro; 

• A localização subcelular das proteínas exclusivas identificadas no biofilme da cepa 

EH-315 de H. capsulatum e na infecção pelas células do biofilme de H. capsulatum 

em macrófagos alveolares J774 A.1 mostra que a maioria das proteínas identificadas 

no biofilme foram classificadas como citoplasmáticas, enquanto na infecção foram 

classificadas como nucleares. 
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