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FERNANDES-VIVAN, Rosélia Hernandes. Caracterizagao parcial de antigeno
soluvel de Histoplasma capsulatum var. capsulatum com atividade
hemaglutinante. 2008. 55f. Dissertacdo (Mestrado em Patologia Experimental) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2008.

RESUMO

Histoplasma capsulatum var. capsulatum é um fungo dimoérfico causador da
histoplasmose, doenca sistémica e grave em imunossuprimidos. Tem sido relatada a
atividade hemaglutinante do fungo e de casos de histoplasmose disseminada
associada a autohemofagocitose. O objetivo do presente trabalho foi analisar e
caracterizar parcialmente o(s) componente(s) solluvel(eis) com atividade
hemaglutinante. Inicialmente foram obtidos cell free antigen (CFA) de H. capsulatum
var. capsulatum (isolado IMT/HC 128) e anticorpos policlonais de camundongos a
componentes ligantes as hemacias (anti-Ea-CFA). Para analise de atividade
hemaglutinante foram utilizados eritrocitos de camundongo incubados com amostras
de CFA (E-CFA), com CFA previamente aquecida a 56 °C durante 30 minutos (E-
CFAa) ou tratada com PBS (E-PBS). Os anticorpos anti-Ea-CFA foram testados
qguanto a sua capacidade em inibir a hemaglutinacdo e para analise das fracdes de
CFA por ELISA. As fracOes foram obtidas por cromatografia de CFA em coluna de
gel filtracdo (Sephadex G-75/120 e G-200). Adicionalmente foi realizada a anélise de
hemofagocitose, incubando-se hemacias autdlogas sensibilizadas ou ndo com CFA
e células peritoneais de camundongos BALB/c aderentes ao vidro. Os resultados
obtidos demonstraram aglutinagéo positiva com E-CFA e negativa com E-CFAa ou
E-PBS. Os anticorpos policlonais obtidos apresentaram a capacidade de inibir a
atividade hemaglutinante e de interagir com as fra¢cées cromatograficas de alta MM.
O ensaio de hemofagocitose demonstrou positividade com E-CFA e negativa com E-
PBS. Concluimos que o fungo H. capsulatum var. capsulatum libera componente
soluvel, termolabil, com atividade hemaglutinante e este trabalho evidencia pela
primeira vez a indugdo da autohemofagocitose por componentes solUveis de H.
capsulatum var. capsulatum e analise indireta utilizando anticorpos sugerem que 0s
componentes responsaveis pela interagdo com as hemacias apresentam alta MM.

Palavras- chaves: Histoplasmose disseminada. Sindrome de ativacao
hemofagocitica. Hemaglutinacdo. Anticorpos. ELISA. Eritrocitos.



FERNANDES-VIVAN, Rosalia Hernandes. Partial characterization of soluble
antigen of Histoplasma capsulatum var. capsulatum with hemagglutinin
activity. 2008. 55p. Dissertation (Master’'s degree in Experimental Pathology) —
State University of Londrina, Londrina, 2008.

ABSTRACT

Histoplasma capsulatum var. capsulatum is a thermally dimorphic fungus that causes
histoplasmosis, a quite common systemic disease which can have serious or fatal
outcomes, especially among immunocompromised patients. Both fungal
hemagglutination activity and cases of reactive hemophagocytic syndrome (RHS)
have been reported in the disseminated form of disease. The objective of the present
study was to detect and partially characterize soluble components of H. capsulatum
var. capsulatum with hemagglutinin activity. Initially, cell-free antigen (CFA) was
obtained from H. capsulatum var. capsulatum (isolate IMT/HC128) and mouse
polyclonal antibodies were raised against red blood cells (RBC) binding CFA
components (anti-RBC-CFA). To analyze hemagglutination, RBC were incubated
with CFA (RBC-CFA), with heated CFA (56 °C, 30 min) (CFA-hCFA) and with PBS
(CFA-PBS) as a control. The anti-RBC-CFA antibodies were assayed for
hemagglutination inhibition by pre-incubation with CFA and used to analyze
chromatographic fractions (Sephadex G - 75/120 and Sephadex G-200) by
immunoenzymatic assay (ELISA). Additionally, hemophagocytosis was analyzed by
icubating BALB/c mouse peritoneal phagocytic cells with autologous RBC, sensitized
or not with CFA. Hemagglutinin activity was observed with RBC-CFA but not with
RBC-hCFA or RBC-PBS. The anti-RBC-CFA antibodies inhibited hemagglutination
and reacted with high molecular mass (MM) CFA fractions. Hemophagocytosis was
observed with RBC-CFA but not with RBC-PBS. In conclusion, the (37 °C) yeast form
of H. capsulatum var. capsulatum releases thermolabile soluble components with
hemagglutinin activity and it has been demonstrated for the first time that soluble
components of the same fungus induce autohemophagocytosis. Also, the indirect
analysis with antibodies suggests that high MM components are responsible for the
interaction with the red blood cells.

Keywords: Disseminated histoplasmosis. Reactive hemophagocytic syndrome.
Hemaglutination. Antibodies. ELISA. Red blood cells.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 HISTOPLASMA CAPSULATUM

Histoplasma sp. foi descrito pela primeira vez em 1905, por Samuel
Darling, patologista das forgas armadas dos EUA, na realizacdo de uma autépsia em
um homem negro de 27 anos, imigrante do Canal do Panama (SCHWARZ et al.,
1981), supostamente acometido por uma doenca semelhante a leishmaniose
visceral (DUBOS, 1948).

Taxonomicamente, H. capsulatum é um Eucarioto, do reino Fungi,
da divisdo (filo) Ascomycota, subdivisdo (subfilo) Ascomycotina, classe
Ascomycetes, ordem Onygenales, familia Onygenaceae, género Histoplasma
(Ajellomyces), espécie Histoplasma capsulatum; sendo que esta apresenta trés
variedades: H. capsulatum var. capsulatum, H. capsulatum var.duboisii e H.
capsulatum var. farciminosum (PERROTTA et al., 2001; KERSULYTE et al., 1992;
RIPPON, 1990).

O fungo H. capsulatum var. doboisii € encontrado apenas na Africa.
Acomete pele e osso e raramente os pulmdes (KHALIL et al.,, 1999). A célula
leveduriforme presente no tecido infectado é grande (8 — 15 um de diametro),
presente no interior do tecido inflamado (YAMAMOTO et al., 2002). H. capsulatum
var. farciminosum foi descrito como patdgeno do sistema linfatico de animais
domésticos como cavalos e mulas em algumas &areas da Europa, Africa e Asia
(YAMAMOTO et al., 2002).

H. capsulatum var. capsulatum € um fungo dimérfico causador da
histoplasmose, uma doenca sistémica, e endémica na regido leste dos Estados
Unidos e em quase toda América Latina (GARCIA et al., 1990), de distribuicao
cosmopolita (LEIMANN et al., 2005). A infeccdo ocorre via Iinalagcdo de
microconideos do H. capsulatum var. capsulatum ou de pequenos fragmentos
miceliais, que acumulam nos bronquiolos terminais e alvéolos pulmonares (GILDEA
et al., 2001), podendo causar desde uma infeccdo pulmonar aguda benigna até uma
infecgdo disseminada e fatal. Na forma disseminada habita preferencialmente o
citoplasma das células do sistema reticulo-endotelial (SRE) (COZAD -
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SCALARONE, 1968; SEBGHATI et al, 2000).

Epidemiologicamente, H. capsulatum var. capsulatum €é um
microrganismo cosmopolita, prevalecendo em regides de clima tropical e temperado,
sendo encontrado principalmente no hemisfério norte (DRUTZ, 1988; DRUTZ, 1989;
ZHAO et al., 2001TAYLOR et al., 2005; GARCIA-VASQUEZ et al., 2005; CANTELLA
et al., 2005; KAMEI, 2005).

No Brasil, a histoplasmose foi observada nos estados da Bahia,
Pernambuco, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Séo
Paulo, Parana, Santa Catarina e ainda no Distrito Federal (NEVES, 1983; PAULA;
AIDE, 1985; SEVERO et al., 2001; CHANG et al., 2007). Normalmente 0s casos
estdo relacionados a visitagdo a cavernas.

O fungo é encontrado nos solos enriquecidos com excrementos de
aves e morcegos, ricos em matéria organica e de baixo pH (REYES — MONTES et
al., 2000). Os passaros nao hospedam o fungo, pois a sua alta temperatura corporal
nao permite seu crescimento. Os morcegos podem hospedar Histoplasma em seu
trato digestivo e dissemina-lo nas cavernas, pordes e buracos em arvores, que
consistem em seu habitat (WHEAT et al., 1994).

Com maior frequéncia a infec¢cdo é subclinica ou assintoméatica. Em
pacientes com comprometimento da imunidade celular, pode ocorrer a
histoplasmose sintomética. Pacientes de risco para histoplasmose disseminada
incluem criangas, idosos e individuos imunocomprometidos (WHEAT et al., 2000;
WHEAT; KAUFFMAN, 2003). A infeccdo pode acometer varios orgaos incluindo
medula Ossea, figado, baco e glandulas supra-renais. Geralmente a disseminagao
progressiva da histoplasmose leva um curto periodo apds a exposi¢édo, dependendo
do estado da resposta imune do hospedeiro (ANDREU, 2001).

Em temperatura ambiente, de 25 a 30 °C, H. capsulatum var.
capsulatum apresenta forma micelial (infectante), de aspecto branco algodonoso, de
desenvolvimento lento, apresentando abundante hifas aéreas. Na fase micelial nao
ha producdo de pigmentos difusiveis no meio de cultura, apresentando colénias de
coloracao parda, com escasso micélio, hifas tenuamente pigmentadas e com grande
namero de macroconideos tuberculados (ANDREU, 2001). A fase tecidual ou
parasitaria, ou quando incubados a 35 — 37 °C em meios de cultura H. capsulatum
var. capsulatum apresenta forma de levedura (ANDREU, 2001; LEIMANN et al.,

2005). Células leveduriformes apresentam—se ovais (1-3um de diametro) e sdo
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microrganismos facultativos de células do SRE. A forma de levedura tem paredes
finas e se reproduzem por gemulacao polar, apresentando colénias cremosas e de
coloracdo bege (MARESCA; KOBAYASHI, 1989; ANDREU, 2001). Coram-se por
hematoxilina eosina (HE), mostrando é&rea central baséfila, e por métodos
imunohistoquimicos como PAS (PEREZ; CARRASCO, 2000).

A parede fangica € composta de o e B-glucanas, e por fibras de
quitina, que representam importante constituinte durante o brotamento. Na fase
leveduriforme o fungo apresenta menor quantidade de B-glucanas que na fase
micelial. A a-glucana é um polissacarideo relacionado com a viruléncia do patégeno
(MARESCA; KOBAYASHI, 1989) e a maior propor¢cédo de a-glucanas, protege as f-
glucanas do sistema de defesa do hospedeiro (MEDEIROS et al., 1999).

1.2 MANIFESTAGOES CLINICAS DA HISTOPLASMOSE

A histoplasmose tem inicio com a inalacdo dos microconideos,
apresentando na maioria das vezes forma assintomatica (90 a 95%) e autolimitada.
Aproximadamente 5 a 10% dos infectados apresentam sintomatologia variavel
dependente do nimero de conideos inalados e do estado imunitario do hospedeiro.
A deficiéncia da imunidade celular predispbe a doenca disseminada e
potencialmente fatal, se ndo tratada (EISSENBERG; GOLDMAN, 1991; ANDREU,
2001; UNIS et al., 2004a; UNIS et al., 2004b).

O tempo de exposicao também determina a gravidade da doenca:
aproximadamente 20 minutos de exposi¢cédo proporcionam sintomas leves, enquanto
gue uma exposicao de 50 a 60 horas acarreta doenca grave (LARSH, 1983).

As principais formas clinicas sédo: pulmonar aguda; pulmonar crénica
(cavitaria); disseminada fatal (aguda, subaguda e subtipos crbénicos); oportunista; e
mediada imunologiamente como a ocorréncia de histoplasmoma e sindrome ocular
(NEGRONI et al., 2002; CHANG et al., 2007).

A infeccdo pulmonar aguda resulta da infeccdo primaria,
manifestando febre, cefaléia, tosse produtiva, dor toracica pleuritica ou subesternal,

mal-estar e mialgia, podendo ser confundida com um quadro gripal. A radiografia de
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térax pode mostrar a presenca de infiltrado local com linfoadenopatia que
posteriormente se calcifica. Os sintomas desaparecem habitualmente sem
tratamento em duas semanas e em poucas vezes podem durar mais de seis
semanas. Esta forma raramente se revela fatal (ANDREU 2001; SIDRIN, 2004).

A histoplasmose pulmonar crénica ocorre predominantemente em
individuos de meia idade, do sexo masculino, fumantes ou que apresentem
problemas pulmonares pré-existentes (EISSENBERG; GOLDMAN, 1991). A
sintomatologia assemelha-se a tuberculose. A colonizacdo dos espacos aéreos
determina a producéo local de material liquido rico em elementos fungicos que se
disseminam, causando focos de pneumonite segmentar, ocasionando fibrose
pulmonar progressiva (UNIS et al., 2004a).

A histoplasmose disseminada representa a forma menos comum da
doenca, desenvolvendo-se em individuos imunocomprometidos, como receptores de
orgaos tratados com drogas imunossupressoras, pacientes que fazem o uso de
terapéutica antineoplasica, em individuos infectados pelo HIV (Virus da
Imunodeficiéncia Adquirida); e em lactentes com sistema imune imaturo (SEVERO et
al.,1998; D'AVILA; CHAPADEIRO, 1998). As lesbes presentes nesta forma podem
ser extras pulmonares, ocorrendo na cavidade oral ou intestinal. Na auséncia de
imunidade celular efetiva a infeccdo pelo H. capsulatum var. capsulatum tem
progresséo fatal (VALLE et al., 2006). Os sintomas incluem febre, perda de peso,
hepato e esplenomegalia e aumento dos nodulos linfaticos (CHANG et al., 2007).

A anfotericina B é utilizada para o tratamento da histoplasmose em
pacientes imunocomprometidos apresentando a forma disseminada. Podem ser
utilizadas drogas como itraconazol, que apresenta resultados favoraveis. Ambas
terapéuticas necessitam de tratamento crbnico para conter a expansdo de H.

capasulatum var. capsulatum (WHEAT et al., 1997).

1.3 SINDROME DE REATIVAGAO HEMOFAGOCITICA (RHS)

A sindrome de reativacdo hemofagocitica (RHS) é uma desordem
rara caracterizada por ativacdo de mondcitos-macrofagos, levando a hemofagocitose

excessiva. Ocorre em pacientes imunossuprimidos, sendo supostamente causada
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por hiperativacdo de linfécitos T, resultando em excessiva secrecao de citocinas e
ativacdo de células monociticas - macrofagicas (FUJIWARA et al., 1993; OHGA et
al., 1993; TSUDA 1997). Pode levar a manifestacdes como febre, pancitopenia,
coagulacdo intravascular disseminada (DIC), danos alveolares difuso,
hepatoesplenomegalia, elevacdo dos niveis séricos de ferritina, triglicérides e de
enzimas hepaticas e também ocasionar desordens neurolégicas (FUJIWARA et al.,
1993; OHGA et al., 1993; JANKA et al., 1998; JANKA 2007). RHS pode ser iniciada
por condicdes neoplasicas, infecgbes bacterianas, virais e fungicas, desordens
linfoproliferativas, doencas autoimunes e agentes terapéuticos (WANG et al., 2006).

RHS tem sido relatada em associacdo com histoplasmose
disseminada em pacientes com AIDS, e em menor freqiéncia em pacientes
imunossuprimidos (KUDORI et al., 1995; CHEMLAL et al., 1997).

O tratamento consiste na supressado da ativacdo excessiva dos
linfécitos/ macrofagos com terapia especifica contra os processos infecciosos que
levam a manifestacdo da RHS (JANKA; STADT, 2005).

1.4 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA HISTOPLASMOSE

O diagnostico da histoplasmose depende de um alto grau de
suspeicao clinica e devido ao diminuto tamanho da apresentacao tecidual do fungo e
a semelhanca com outros elementos fungicos leveduriformes, e com outras
estruturas nao fungicas (UNIS et al., 2004a).

Segundo GOmez et al. (1999) o diagnéstico definitivo da
histoplasmose consiste no isolamento e identificacdo do H. capsulatum var.
capsulatum por cultura ou visualizagéo direta do fungo. O sucesso do isolamento e
correta identificacdo do fungo, depende de diversos fatores, como coleta adequada e
correto processamento do material no laboratério; podendo levar a resultados falso-
negativos quando nédo verificados. O uso de meios seletivos, como agar Mycosel,
para o isolamento fungico impede o desenvolvimento de bactérias e fungos
contaminantes, permitindo o isolamento do H. capsulatum var. capsulatum, de
crescimento mais lento (UNIS et al., 2004a). Porém, os resultados s6 podem ser

obtidos apo6s longo periodo (3 — 4 semanas) (DURKIN et al., 1997). As provas
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soroldgicas apresentam um grande valor no diagndstico na histoplasmose, sendo
empregadas rotineiramente nos testes laboratoriais.

Na mensuragao de anticorpos contra H. capsulatum var. capsulatum,
conforme descrito por Durkin et al. (1997), pode ocorrer resultados falso-positivo
com outras infeccbes fungicas, e falso-negativo podem resultar durante o primeiro
més de infeccdo. Também, pacientes imunodeprimidos, por ndo desenvolverem
resposta humoral ao H. capsulatum var. capsulatum, resultando em sorologia
positiva em apenas 60% dos casos.

A determinacdo de anticorpos da classe IgG por radioimunoensaio
(RIA) é duas vezes mais sensivel que a reacao de fixacdo do complemento (FC) e
imunodifusdo (ID). Contudo os niveis de anticorpos circulantes persistem nos
pacientes, dificultando o diagnéstico da infeccéo ativa (HAMILTON, 1998).

O RIA para deteccédo de antigenos do H. capsulatum var. capsulatum
foi estabelecido como método de diagndstico da histoplasmose e monitoramento da
resposta ao tratamento; podendo ser detectados em 80% dos pacientes que
apresentam histoplasmose disseminada (WHEAT et al., 1986). Segundo Durkin et al.
(1997), o ELISA é tdo sensivel e especifico quanto o RIA para deteccdo de
antigenos do Histoplasma, e apresenta também excelente reprodutibilidade.

Em pacientes, que apresentam histoplasmose disseminada, tem se
demonstrado a correlagdo da antigenemia com a efetividade da terapia, podendo
monitorar desta maneira a resposta ao tratamento. Uma maneira eficiente de realizar
o diagnéstico de histoplasmose ou identificacdo de recidivas € através da deteccao
de antigeno (WHEAT et al., 2001) por ensaio imunoenzimatico (ELISA) de captura
(WILLIAMS et al., 1994; WHEAT et al., 2001), onde o antigeno pode ser detectado
na urina (92%) e no soro (82%) de pacientes com forma disseminada da
histoplasmose (WILLIAMS et al., 1994).

O antigeno H pode ser detectado por eletroforese, através do
reconhecimento da banda de 94 KDa, permitindo diagnosticar uma infeccao ativa
(PIZZINI et al., 1999). Embora a deteccédo de antigenos seja mais sensivel que o0s
ensaios para deteccao de anticorpos no soro, ha possibilidade de apresentar reacao
cruzada a outros patégenos, como Paracoccidioides brasiliensis (WHEAT et al.,
1986). Bracca et al. (2003) propuseram o diagnéstico da histoplasmose através de
seminested — Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), que amplifica a por¢cdo do

gene antigeno H. Este ensaio é altamente sensivel e especifico, sendo capaz de
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detectar material gendmico correspondentes a menos de 10 células leveduriformes,

sem apresentar reacao cruzada contra outras bactérias ou fungos patogénicos.

1.5 RESPOSTA IMUNE AO H. CAPSULATUM VAR. CAPSULATUM

A eficacia da resposta imune protetora contra H. capsulatum var.
capsulatum requer a acéo de diversas células e citocinas (ALLEN; DEEPE Jr, 2005).
Os leucécitos polimorfonucleares e mondcitos/ macréfagos constituem importantes
células na defesa a infeccdes, participando das respostas inflamatorias (ABBAS;
LITCHMAN; POBER, 2003). As células T CD4" e CD8" contribuem para o clearance
do organismo, tanto em infec¢cdes primarias quanto em secundarias, embora
exercam sua influéncia em diferentes etapas (ALLEN; DEEPE Jr, 2005).

Citocinas como TNF-a, INF-y, fator estimulador de colonia de
granulocitos-macréfagos (GM-CSF), e IL-12 contribuem para a eliminagdo de
fungos, por induzir a ativagdo de macrofagos, e intensificar a produgdo de oOxido
nitrico sintase (NOS) (SMITH et al., 1990; LANE et al. 1993; ALLENDOERFER et al.,
1998; ZHOU et al., 1998; DEEP Jr. et al, 1999). O TNF-a € um importante mediador
das defesas do hospedeiro, sendo necessario na resposta imune primaria e
secundaria em infecces em camundongos (ALLENDOERFER et al., 1998; ZHOU et
al., 1998). Deep Jr. e Gibbons (2006) demonstraram que as células T sdo uma
importante fonte de TNF-a em camundongos infectados pelo H. capsulatum var.
capsulatum. Esta citocina deve estar presente precocemente no periodo de infeccao
para melhor expressdo da imunidade protetora. Em contraste, IL-4 e IL-10
aumentam a susceptibilidade do hospedeiro as infeccbes fangicas, através da
inibicdo da producdo de INOS por macréfagos e células dendriticas (DCs), por
estimularem a liberacdo de outras citocinas do padrao Th2 (DEEP Jr.; GIBBONS,
2003; GILDEA et al., 2003).

As DCs podem ingerir uma variedade de patdégenos auxiliando tanto
a imunidade inata quanto a imunidade adaptativa. Gildea et al. (2001) demonstraram
gue o reconhecimento e captura do H. capsulatum var. capsulatum é realizado

através de receptores de adesao VLA-5, que possivelmente estaria relacionado com
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0 ndo crescimento intracelular de células fungicas. Em 2005 Gildea et al., sugeriram
que o maior mecanismo pelo qual DCs humanas medeiam a atividade anti-
Histoplasma pela exposicéo das leveduras as hidrolases lisossomais das DCs.

Lesdes pulmonares por leveduras do H. capsulatum var. capsulatum
no homem ou em modelos experimentais sdo caracterizadas por grande quantidade
de macroéfagos parasitados. Bullock e Wright (1987) descreveram que as leveduras
fagocitadas reproduzem-se no interior dos macréfagos alveolares em 9 - 11 h,
rompendo a célula e liberando H. capsulatum var. capsulatum, que é fagocitado por
outra célula atraida para o local da infeccdo. Eissenberg e Goldman (1991)
descreveram que as leveduras de H. capsulatum var. capsulatum, revestidas por
C3ib (componente de ligagdo do sistema complemento), ndo induz a sinalizacao
para fagocitose. H. capsulatum var. capsulatum provoca pouca ou nenhuma resposta
oxidativa em macrofagos obtidos da cavidade peritoneal de murinos ou em
polimorfonucleares humanos (EISSENBERG; GOLDMAN, 1987; SCHNUR;
NEWMAN, 1990).

Taylor et al. (2004) demonstraram que leveduras do H. capsulatum
var. capsulatum sdo capazes de induzir aglutinagcdo de eritrocitos humanos,
independentemente do grupo sanguineo, sendo esta caracteristica importante para
a patogénese do H. capsulatum var. capsulatum, ndo apenas na disseminagéo da
doenca, mas também na formacdo de coagulo, mediada pela capacidade
hemaglutinante das leveduras. O conhecimento dos componentes que afetam as
células do hospedeiro podera contribuir para melhor compreenséo da patogénese da

histoplasmose.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar parcialmente o antigeno solavel de H. capsulatum var.

capsulatum com atividade hemaglutinante.

2.2 OBJETIVOS ESPECIiFICOS

2.2.1. Obter antigenos soluveis de H. capsulatum var. capsulatum;

2.2.2. Analisar a capacidade do CFA de H. capsulatum var. capsulatum em aglutinar
hemécias de camundongos;

2.2.3. Analisar efeito do CFA aquecida a 56 °C na aglutinacdo de hemacias de
camundongos;

2.2.4. Obter anticorpos policlonais a antigenos soluveis de H. capsulatum var.
capsulatum ligados a hemacia autéloga (anti-Ea-CFA);

2.2.5. Analisar a inibicdo da atividade hemaglutinante pelo soro anti-Ea-CFA;

2.2.6. Fracionar antigenos de H. capsulatum var. capsulatum através de
cromatografia de gel filtragéo;

2.2.7. Analisar a reatividade do soro anti-Ea-CFA as fracdes cromatograficas de CFA
de IMT/Hc 128;

2.2.8. Evidenciar a hemofagocitose in vitro mediada por antigenos solUveis de H.

capsulatum var. capsulatum;
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4. ARTIGO: CARACTERIZAGAO PARCIAL DE ANTIGENO SOLUVEL DE
HISTOPLASMA CAPSULATUM VAR. CAPSULATUM COM ATIVIDADE
HEMAGLUTINANTE

4.1. RESUMO

Histoplasma capsulatum var. capsulatum é um fungo dimorfico causador da
histoplasmose, doencga sistémica e grave em imunossuprimidos. Tem sido relatada a
atividade hemaglutinante do fungo e de casos de histoplasmose disseminada
associada a autohemofagocitose. O objetivo do presente trabalho foi analisar e
caracterizar parcialmente o(s) componente(s) solluvel(eis) com atividade
hemaglutinante. Inicialmente foram obtidos cell free antigen (CFA) de H. capsulatum
var. capsulatum (isolado IMT/HC 128) e anticorpos policlonais de camundongos a
componentes ligantes as hemacias (anti-Ea-CFA). Para analise de atividade
hemaglutinante foram utilizados eritrécitos de camundongo incubados com amostras
de CFA (E-CFA), com CFA previamente aquecida a 56 °C durante 30 minutos (E-
CFAa) ou tratada com PBS (E-PBS). Os anticorpos anti-Ea-CFA foram testados
quanto a sua capacidade em inibir a hemaglutinacédo e para analise das fracdes de
CFA por ELISA. As fracdes foram obtidas por cromatografia de CFA em coluna de
gel filtracdo (Sephadex G-75/120 e G-200). Adicionalmente foi realizada a analise de
hemofagocitose, incubando-se hemacias autdlogas sensibilizadas ou ndo com CFA
e células peritoneais de camundongos BALB/c aderentes ao vidro. Os resultados
obtidos demonstraram aglutinacéo positiva com E-CFA e negativa com E-CFAa ou
E-PBS. Os anticorpos policlonais obtidos apresentaram a capacidade de inibir a
atividade hemaglutinante e de interagir com as fragcdes cromatograficas de alta MM.
O ensaio de hemofagocitose demonstrou positividade com E-CFA e negativa com E-
PBS. Concluimos que o fungo H. capsulatum var. capsulatum libera componente
soluvel, termolabil, com atividade hemaglutinante e este trabalho evidencia pela
primeira vez a inducdo da autohemofagocitose por componentes sollveis de H.
capsulatum var. capsulatum e analise indireta utilizando anticorpos sugerem que 0s
componentes responsaveis pela interacdo com as hemacias apresentam alta MM.

Palavras-chave: Histoplasmose  disseminada. @ Sindrome de  ativacdo
hemofagocitica. Hemaglutinacdo. Anticorpos. ELISA. Eritrocitos.
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4.2. ABSTRACT

Histoplasma capsulatum var. capsulatum is a thermally dimorphic fungus that causes
histoplasmosis, a quite common systemic disease which can have serious or fatal
outcomes, especially among immunocompromised patients. Both fungal
hemagglutination activity and cases of reactive hemophagocytic syndrome (RHS)
have been reported in the disseminated form of disease. The objective of the present
study was to detect and partially characterize soluble components of H. capsulatum
var. capsulatum with hemagglutinin activity. Initially, cell-free antigen (CFA) was
obtained from H. capsulatum var. capsulatum (isolate IMT/HC128) and mouse
polyclonal antibodies were raised against red blood cells (RBC) binding CFA
components (anti-RBC-CFA). To analyze hemagglutination, RBC were incubated
with CFA (RBC-CFA), with heated CFA (56 °C, 30 min) (CFA-hCFA) and with PBS
(CFA-PBS) as a control. The anti-RBC-CFA antibodies were assayed for
hemagglutination inhibition by pre-incubation with CFA and used to analyze
chromatographic fractions (Sephadex G - 75/120 and Sephadex G-200) by
immunoenzymatic assay (ELISA). Additionally, hemophagocytosis was analyzed by
icubating BALB/c mouse peritoneal phagocytic cells with autologous RBC, sensitized
or not with CFA. Hemagglutinin activity was observed with RBC-CFA but not with
RBC-hCFA or RBC-PBS. The anti-RBC-CFA antibodies inhibited hemagglutination
and reacted with high molecular mass (MM) CFA fractions. Hemophagocytosis was
observed with RBC-CFA but not with RBC-PBS. In conclusion, the (37 °C) yeast form
of H. capsulatum var. capsulatum releases thermolabile soluble components with
hemagaglutinin activity and it has been demonstrated for the first time that soluble
components of the same fungus induce autohemophagocytosis. Also, the indirect
analysis with antibodies suggests that high MM components are responsible for the
interaction with the red blood cells.

Keywords: Disseminated histoplasmosis. Reactive hemophagocytic syndrome.
Hemaglutination. Antibodies. ELISA. Red blood cells.
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4.3. INTRODUGAO

Histoplasma capsulatum var. capsulatum € um fungo dimorfico causador da
histoplasmose, micose sistémica, endémica na regido leste dos Estados Unidos e
em quase toda América Latina, de distribuicdo cosmopolita (REYES — MONTES et
al., 2000; WHEAT, L.J., 2001; Unis et al., 2004a; LEIMANN et al., 2005). A infeccéo
se da por inalacdo de microconideos do H. capsulatum var. capsulatum na fase
micelial, sendo na maioria das vezes assintomatica ou autolimitada, podendo
resultar em uma variedade de manifestacfes clinicas: histoplasmose pulmonar
aguda benigna até histoplasmose disseminada e fatal (EISSENBERG; GOLDMAN,
1991; UNIS et al., 2004a; UNIS et al., 2004b).

Histoplasmose disseminada fatal e irreversivel é classicamente descrita em
pacientes imunossuprimidos, especialmente aqueles com AIDS, tendo sido
observada também em individuos apresentando linfocitopenia idiopéatica de CD4" e
naqueles muito jovens ou em idade avancada (WHEAT et al., 2000). Os sintomas
mais freqlentes nestes casos sdo: febre, acometimento pulmonar, anorexia,
hepatomegalia, sintomas neuroldgicos, esplenomegalia, linfadenopatia e meningite
(RACHID et al., 2003).

Tem sido relatado casos de histoplasmose disseminada apresentando
sindrome de reativacdo hemofagocitica (RHS), principalmente em pacientes com
HIV ou imunossuprimidos (TSUDA, 1997; WANG et al., 2006; GUIOT et al., 2007). A
RHS ¢é uma desordem clinicopatolégica caracterizada por uma proliferacdo
exacerbada, de células ndo malignas, da linhagem de mondcitos-macrofagos-
histiocitos. Os sintomas incluem febre elevada persistente, citopenias e
hepatoesplenomegalia (JANKA et al., 1998; FISMAN, 2000; JANKA; STADT, 2005;
GUIOT et al., 2007).

Vérios fatores de viruléncia do fungo devem contribuir para a patogénese da
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histoplasmose, tais como a proteina de 50 kDa, ligadora da laminina (Mc MAHON et
al., 1995), componente do fungo com capacidade de induzir aglutinacdo de
eritrocitos humanos, independentemente do grupo sanguineo, pode ser importante
nao apenas na disseminagcao da doenca, mas também como um possivel co-fator na
formacdo de coagulo, mediada pela capacidade hemaglutinante das leveduras
(TAYLOR et al., 2004).

Além dos componentes ligados ao fungo, os componentes sollveis também
devem interferir na relacdo parasito-hospedeiro. S4-Nunes et al. (2004) introduziram
cell free antigens (CFA) como fonte de Ags de H. capsulatum var. capsulatum para
avaliacdo da imunidade celular e inducdo de protecdo na histoplasmose
experimental em camundongos.

O presente trabalho introduziu CFA de H. capsulatum var. capsulatum para
analise e caracterizacéo parcial de antigeno soluvel com atividade hemaglutinante e

para avaliacdo da hemofagocitose utilizando células de camundongos.
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4.4. MATERIAIS E METODOS

4.4.1. Microrganismo

Fungo H. capsulatum var. capsulatum cepa 128 (IMT/Hc128) isolado de
paciente com histoplasmose, proveniente do Instituto de Medicina Tropical (IMT),

Lima, Peru.

4.4.2. Cultura de H. capsulatum var. capsulatum e obtengao de CFA

Amostra de massa fungica do isolado IMT/Hc 128, na fase leveduriforme,
cultivado em meio Sabouraud Dextrose Agar (ACUMEDIA®) (35 °C, 5 dias de
cultura) foi suspendida em solugao salina tamponada com fosfato — PBS 0,15 M pH
7,2, 0,05% de thimerosal e 1mM de fluoreto de fenilsulfonil — PMSF (P7626,
SIGMA®); (v/v). Ap6s homogeinizacdo em Vortex (2 ciclos de 2 minutos) e repouso
no gelo por 1 h, foi submetida a centrifugacao (5000 rpm por 10 minutos, 4 °C). O
sobrenadante foi centrifugado novamente a 4 °C a 14000 rpm por 20 minutos,
obtendo-se CFA. A concentracdo de proteinas totais do CFA foi determinada pelo
método de Lowry (LOWRY et al., 1951). As amostras foram aliquotadas e

armazenadas a — 80 °C.

4.4.3. Obtencao de hemacias (1% e 5%)

A partir de amostra de sangue periférico de camundongo BALB/c coletada em
tubo heparinizado, as heméacias foram obtidas por centrifugacdo, seguida de trés
lavagens com PBS 0,15 M pH 7,2 a 3000 rpm por 5 minutos e ajustadas a

concentracdo de 1% e 5% em PBS.
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4.4.4. Teste de hemaglutinagdao com CFA de H. capsulatum var. capsulatum

Em uma microplaca de 96 orificios (fundo V) foram adicionados 50 pl/orificio
de CFA de IMT/Hc 128 a 4,1 mg/ml, puro e em diluicbes seriadas (1/2 até 1/1024) e
como controle negativo PBS e a seguir solucdo de hemécias de camundongo
BALB/c 1% (50 ul/orificio). A placa foi incubada a 37 °C por 1 hora e a leitura
realizada visualmente, verificando-se a formacdo ou ndo da hemaglutinacéo.
Utilizando a mesma metodologia, foi realizada adicionalmente a andlise de CFA

previamente aquecido a 56 °C por 30 minutos (E-CFAa).

4.4.5. Obtencao de Acs policlonais a antigenos soluveis de H. capsulatum var.

capsulatum ligados a hemacia autéloga (anti-Ea-CFA)

Quatorze camundongos BALB/c, machos, 60 dias, mantidos com agua e
racao ad libitum no Biotério do Departamento de Ciéncias Patologicas (PAT), CCB,
UEL, a temperatura constante de 25 °C, foram inoculados por via subcutanea, regiao
peritoneal, com 50 ul de preparacdo antigénica. A preparacéo antigénica foi obtida a
partir de CFA de H. capsulatum var. capsulatum (em dose subaglutinante) v/v com
hemacia autéloga a 5%, incubados previamente por 1 h a 37 °C e 1 h a 4°C, lavado
trés vezes com solucdo de hank’s gelada. Apos ressuspender com solucdo de
hank’s, a preparacdo antigénica foi emulsionada v/v com Adjuvante Completo de
Freund (F-5881, SIGMA®). Para segunda e terceira dose os animais receberam 50
ul de preparacéao antigénica emulsionando v/v com Adjuvante Incompleto de Freund
(F-5506, SIGMA®). Sete dias apds a Ultima dose foi realizada sangria de prova. No
décimo dia apods a ultima dose foi coletado sangue por puncéo cardiaca. O soro foi
obtido por centrifugacédo a 1600 rpm por 5 minutos. A manipulacdo de camundongos

foi realizada de acordo com as normas de biotério da UEL e o projeto submetido ao
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Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UEL.

4.4.6. Teste de inibicao da atividade hemaglutinante pelo soro anti-Ea-CFA

Em uma microplaca de 96 orificios com fundo V, foram adicionados 50 pl soro
anti-Ea-CFA previamente inativado por 30 minutos a 56 °C e pré-incubado com CFA
de IMT/Hc 128 (4,11 mg/ml), v/v por 1 h a 37 °C, puro e em diluicbes seriadas até
1/2048. Como controle positivo utilizou-se 50 pl CFA de IMT/Hc 128 diluido 1/2 e em
diluicbes seriadas em PBS até 1/2048, e como controle negativo PBS.
Adicionalmente foi realizada a analise utilizando soro pré-imune que foi pré-incubado
com CFA de IMT/Hc 128 vl/v, por 1 h a 37 °C. Como controle adicional foi incubada
amostra de soro anti-Ea-CFA e eritrécitos. Apos adicdo de 50 pl de hemacia de

camundongo a 1% e incubacéo a 37 °C por 1 h foi realizada a leitura.
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4.4.7. Cromatografia de CFA de H. capsulatum var. capsulatum por gel filtragao
e analise das fragoes

Dois mililitros de CFA de IMT/Hc 128 a 4,1 mg/ml foram submetidos a
cromatografia de gel filtracdo em coluna de Sephadex G-75/120 e G-200 utilizando
PBS 0,15 M pH 7,2 para eluicdo das fracbes. Foram coletadas 1500 pl/tubo e a
absorbancia de cada fragcdo determinada por espectrofotometria a 280 nm e
submetida a analise por teste de hemaglutinacdo e por ELISA. A reagdo de
hemaglutinacgéo foi realizada conforme o item 4.4.4. utilizando amostras n&o diluidas
de cada fragcdo. Para ELISA, as placas (96 orificios, TPP, Switzerland, Europe) foram
sensibilizadas com 100 pl/ orificio de CFA IMT/Hc 128 (25 pg proteina/orificio) ou
com as fracbes de Sephadex G-75/120, diluidas em tampé&o carbonato bicarbonato
0,1 M pH 9,6. Ap6s bloqueio e lavagens, a placa foi incubada por 90 minutos a 37 °C
com 100 pl/orificio de soro de camundongo anti-Ea-CFA, diluido 1:10. Como controle
negativo foi utilizado soro pré-imune diluido 1:10 e apds as lavagens incubada com
conjugado peroxidase anti-lgG de camundongo (A 8924 - SIGMA®), por 90 minutos a
37 °C. A reacéo foi revelada com 100 pl/orificio de OPD/H,0,, e interrompida apos
15 minutos com a adigdo de 50 pl/ orificio de H,SO4 4 N. A leitura foi realizada em

leitor ELISA Multiskan EX (Uniscience — Labsystems) a 492 nm.

4.4.8. Teste de hemofagocitose in vitro

Para obtencdo de macrofagos da cavidade peritoneal, foram administradas
2,5 ml de solucdo de hank’s gelada no peritbneo de um camundongo BALB/c,
fémea, 60 dias, anestesiado com éter etilico. Ap6s massagem leve local, durante 10
minutos, o camundongo foi sacrificado via analgesia inalatéria seguida de hipoxia

por deslocamento cervical. As células obtidas foram depositadas em uma placa de
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Petri e incubadas por 1 h a 37 °C, seguida de trés vezes lavagens com solucéo de
hank’s pré-aquecida a 37 °C. As células aderentes foram tratadas com solucéo de
EDTA 0,05%, coletadas, lavadas e ajustadas a concentracéo de 5 x 10° células em
solucéo de hank’s. Amostras de suspenséo de macréfagos peritoneais (50 pl) foram
adicionadas a 50 pl da suspensao de hemacias autélogas a 1% sensibilizadas com
CFA (v/v) e incubada a 37 °C (estufa BOD) por 40 minutos, em laminas de
microscopia. Para a sensibilizacdo das hemacias, amostras de CFA de IMT/Hc 128
foram incubadas pura e nas diluicdes 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 e 1/128 com
hemacias a 1%. Como controle negativo amostra de CFA de IMT/Hc 128 foi
substituida pelo mesmo volume de PBS. As laminas foram fixadas com metanol e
coradas por hematoxilina eosina (HE) e analisadas por meio de microscopia oOptica.

Foram analisados 10 campos com objetiva de 100x.

4.4.9. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados pelo Teste de Kruskal-Wallis, Teste
nao parameétrico, pelo programa GraphPad InStat version 3.05 for Windows 95/NT
(GraphPad Software, San Diego California, USA, www.graphpad.com). Os valores
obtidos sdo descritos pela média + desvio padrdo, e os resultados considerados

significativos quando p< 0.05.
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4.5. RESULTADOS
4.5.1. Teste de hemaglutinagdao com CFA de H. capsulatum var. capsulatum

O teste de hemaglutinacdo resultou em aglutinacdo de heméacias, com lise
parcial das hemacias, quando previamente sensibilizadas com CFA (E-CFA) puro e
1/2, ndo ocorrendo aglutinacéo ou lise com hemacias nao sensibilizadas com CFA
(E-PBS) ou nas sensibilizadas com CFA (E-CFA) diluidas (de 1/4 a 1/1024). A
reacao de hemaglutinacdo também foi negativa com CFA previamente aquecida (E-

CFAa). (Tabela 1).

4.5.2. Teste de inibicao da atividade hemaglutinante pelos anticorpos anti-Ea-
CFA

Os resultados obtidos demonstraram reacdo de hemaglutinacdo negativa
quando CFA foi previamente incubada com soro imune anti-Ea-CFA, desde a
diluicdo inicial de CFA % (soro/CFA v/v) e demais diluicbes analisadas. O controle
positivo com CFA resultou na reacao positiva na diluicéo inicial de %2 e negativa nas
diluicbes de 1/4 a 1/1024, ocorrendo também reacdo negativa com hemacias
tratadas com PBS (Figura 1). Testes adicionais com soro imune anti-Ea-CFA
incubadas com hemacias controles (E-PBS) resultaram em reacdo de
hemaglutinacdo negativa e analise de soro pré-imune com E-CFA resultou na reacao
de hemaglutinacéo positiva na diluicdo inicial de CFA a % e negativa nos demais
diluicbes (Tabela 1), demonstrando a especificidade dos anticorpos presentes no

SOro imune.
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4.5.3. Fracionamento de antigeno soluvel de H. capsulatum var. capsulatum
por cromatografia de gel filtragao

O processo de fracionamento de antigenos soluveis de H. capsulatum var.
capsulatum por cromatografia de gel filtracdo através de coluna Sephadex G-75/120
(Figura 2) e G-200 (Figura 3) resultou em perfil espectrofotométrico com 2 picos de

absorbancia a 280 nm tanto com G-75/120 como G-200.

4.5.4. Andlise das fragoes cromatograficas de CFA por hemaglutinagao e
ELISA

Os resultados de analise de todas as fracOes obtidas em coluna Sephadex G
75/120 e G-200 por teste de hemaglutinacéo resultaram em reagcado negativa com as
hemacias de camundongo. Os controles com CFA foram positivos e com PBS
negativo (dados ndo demonstrados). Os resultados de andlise das fracdes obtidas
em coluna Sephadex G 75/120 por ELISA utilizando soro imune anti-Ea-CFA
demonstrou alta reatividade (alta leitura a 492 nm) com as fragdes correspondentes
ao primeiro pico (fracdbes 8 a 13), sendo essa reatividade estatisticamente
significativa quando comparada aos valores de D.O. obtidos com CFA e soro pré-
imune (p<0,05). Foi observado também valor de D.O. maiores em outras fracbes
(22, 23 e outros) em relacdo as amostras iniciais sem proteina, todavia nao
significativo quando comparado com os valores de D.O. obtidos com CFA e soro
pré-imune (Figura 2). A reatividade mais intensa também foi observada com as
fracOes de primeiro pico de cromatografia de CFA em coluna de Sephadex G-200

(Figura 3).
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4.5.5. Hemofagocitose in vitro

Os resultados de teste de hemofagocitose in vitro demonstraram fagocitose
de hemacias autblogas sensibilizadas com CFA nas diluicbes entre 1/8 a 1/64
(Figura 4B — 4D). O resultado em % de células com hemofagocitose em relacéo as
células fagociticas livres foram: 1/8 = 45% das células com hemofagocitose; 1/32 =
50% das células com hemofagocitose e diluicdo 1/64 = 40% das células com
hemofagocitose. Nao foi possivel evidenciar hemofagocitose com a amostra de CFA
nas diluicbes 1/1 a ¥4 devido a lise de hemacias. Como esperado, a hemofagocitose
foi ausente em eritrocitos controles, sem a presenca do CFA de IMT/ Hc 128, por se

tratar de eritrocitos e células fagociticas do mesmo hospedeiro (Figura 4).
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4.6. DISCUSSAO

Taylor et al. (2004) descreveram pela primeira vez a habilidade de leveduras
do H. capsulatum var. capsulatum em aglutinar eritrécitos humanos, independentes
do grupo sanguineo. Todavia além do préprio fungo os seus componentes soluveis
que podem difundir mais facilmente, poderiam também apresentar atividades

importantes.

A presenca de antigenos soluveis circulantes tem sido observada na
histoplasmose, principalmente em formas mais graves e disseminadas (DURKIN et
al., 1997; WHEAT et al.,, 2002) e Tristdo (2006), utilizando modelo murino
demonstrou tanto a presenca de antigenos solUveis no decorrer da infeccdo bem
como aumento no nivel de IgG aos componentes de CFA de H. capsulatum var.
capsulatum. Mais recentemente, Leonello (2007), utilizando CFA de IMT/Hc 128
evidenciou que o mesmo apresenta capacidade de aglutinar hemacias de carneiro.
O presente trabalho utilizou hemacias de camundongos, resultando também na
hemaglutinagcéo, sugerindo a inespecificidade entre as espécies. Adicionalmente foi
analisado o efeito de pré-aquecimento de CFA (56 °C, 30 min.), resultando na perda
da atividade hemaglutinante, indicando que o0s antigenos responsaveis pela

hemaglutinacédo sao termolabeis.

Para melhor caracterizacdo desses componentes, no presente trabalho, as
hemacias autélogas sensibilizadas com preparados de CFA foram utilizadas para
obtencdo de anticorpos policlonais a antigeno soluvel de H. capsulatum var.
capsulatum com capacidade hemaglutinante. Os anticorpos obtidos demonstraram
inibicdo da hemaglutinacdo pela pré-incubacdo com CFA de IMT/Hc 128, nao
ocorrendo 0 mesmo efeito com o0 soro pré-imune, evidenciando a presenca de

anticorpos especificos para o(s) antigeno(s) com atividade hemaglutinante.
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Para melhor caracterizar esse(s) antigeno(s) reconhecido(s) por anticorpos,
foi realizada a analise das fracdes obtidas por cromatografia de CFA IMT/Hc 128 em
coluna de Sephadex G-75/120, evidenciando a positividade nas fracdes
correspondente ao primeiro pico (de absorcdo a 280nm), coincidente com o volume
de exclusdo de proteinas de massa molecular (MM) acima de 80 kDa. E assim foi
realizada a seguir a cromatografia em coluna de Sephadex G-200. Da mesma forma
a positividade foi observada nas fragcbes correspondentes ao primeiro pico e
correspondente a volume de exclusdo de MM acima de 200 kDa, portanto sugerindo
se tratar de antigenos de alta massa molecular (MM). Esses anticorpos também
interagiram com outra fracdo de MM baixa, em menor propor¢ao. A analise funcional
dessas fracOes sorologicamente positivas ndo demonstraram a capacidade
hemaglutinante com as hemacias de camundongos, concordando com os dados de
Leonello (2007) que utilizaram heméacias de carneiro. Todavia, Leonello (2007)
demonstrou que embora isoladamente a fracdo de alta MM e de baixa MM néo
apresente atividade, a mistura das duas fracdes passa a apresentar a capacidade
hemaglutinante, sugerindo a necessidade de componentes de MM distintos para que

ocorra a aglutinacdo das hemacias.

Em histoplasmose disseminada tem sido observada a ocorréncia da RHS,
uma hemoautofagocitose, e de acordo com Fujiwara et al. (1993) e Ohga et al.
(1993); comumente associada a hiperativacdo de linfécitos T, resultando em

excessiva secrecao de citocinas e ativacdo de macrofagos.

A existéncia de antigenos solluveis de H. capsulatum var. capsulatum com
capacidade hemaglutinante, como observado por Leonello (2007) e também neste
trabalho nos alertou para a possibilidade dessa hemofagocitose ocorrer pelo

reconhecimento de Ags de H. capsulatum var. capsulatum ligada a hemacia autéloga
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pelas células fagociticas. Assim, utilizando hemécias sensibilizadas com CFA na
concentracdo sub-aglutinante e incubadas com as células fagociticas oriundas de
um mesmo camundongo pode-se observar a ocorréncia da hemofagocitose. Como
esperado esse fendmeno néo foi observado na auséncia de CFA de IMT/Hc 128, por
se tratar de hemacias e células fagociticas de um mesmo doador. A analise adicional
com as ceélulas oriundas de estimulacdo prévia com peptona ndo demonstrou
diferenca com os ndo estimulados (dados ndo demonstrados). Este trabalho de
hemofagocitose com componente sollvel de H. capsulatum var. capsulatum é

pioneiro e apenas qualitativo.

Essa hemofagocitose observada in vitro, possivelmente ocorra também in vivo
como RHS, pela participacdo dos componentes hemaglutinantes solUveis, pois de
acordo com Tristdo (2006), os componentes soluveis de CFA estdo presentes na

histoplasmose experimental.

Em sistema in vivo, além do componente soltvel do fungo ligado a heméacia,
existe a possibilidade de ocorrer também a interacdo com as imunoglobulinas
formando complexo hemacia-Ag-lg, podendo levar a ativacdo do sistema
complemento e a hemofagocitose ocorrer também via receptor para Fc de Ig ou via
receptor de complemento 1 (CR1), presente nas células fagociticas. Esse

mecanismo também podera levar a lise de heméacias.

A presenca de Ags sollveis e anticorpos especificos e seus complexos
imunes circulantes (CIC) sédo fatores importantes na patogénese de diversas
patologias levando a glomerulonefrites e artrites na histoplasmose. Os CIC séo
removidos principalmente por hemacias via receptor de complemento 1 (CR1)
através do figado e baco (Abbas, 2003). Assim, ndo podemos descartar a hipétese

de que a ligacdo de componentes solluveis de H. capsulatum var. capsulatum com as



45

hemacias e também a interacdo com outras moléculas do hospedeiro nao interfiram
no processo de transporte ou mesmo de outras funcbes da hemacia ou da célula
fagocitica, contribuindo para a sintomatologia como a hepatoesplenomegalia

observada em RHS.

Concluimos pelos resultados obtidos que H. capsulatum var. capsulatum
libera componente solivel com capacidade de aglutinar hemacias de camundongos,
sendo o mesmo termolabil e apresenta alta MM. Este trabalho evidencia pela
primeira vez a associacdo de componente soluvel de H. capsulatum var. capsulatum

com a hemofagocitose.
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4.7. CONCLUSOES

1. H. capsulatum var. capsulatum libera componente solivel com capacidade de
aglutinar hemacias de camundongos;

2. Antigeno soluvel com capacidade de aglutinar heméacias de camundongos €
termolabil;

3. E possivel obter anticorpos a antigenos solGveis de H. capsulatum var.
capsulatum envolvidos na hemaglutinacdo por meio de heméacias sensibilizadas com
Ags solaveis de H. capsulatum var. capsulatum, pois 0S mesmos apresentam a
capacidade de inibir a hemaglutinacao;

4. Os componentes envolvidos na hemaglutinacdo possivelmente apresentam alta
MM,;

5. Antigenos soluveis de H. capsulatum var. capsulatum ligados as hemacias
autologas podem induzir a hemofagocitose in vitro;

6. A ocorréncia da hemofagocitose in vitro € dependente de concentracdo de

componentes soluveis presentes em preparado de CFA de IMT/Hc 128.
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Figura 1 — Resultado de reagdo de aglutinagdo com hemacias de camundongos
sensibilizadas com CFA de IMT/Hc 128

Em uma microplaca de 96 orificios (fundo V) foram adicionados 50 pl /orificio de
CFA de IMT/Hc 128 a 4,1 mg/ml, em dilui¢cbes seriadas (1/2 a 1/1024) (primeira linha
de 1 a 11: 1A, 2A, 3A, 4A, 5A,...) e como controle negativo PBS (12A e 12B). Na
segunda linha foi utilizado 50 pl /orificio CFA de IMT/HC 128 previamente incubado
com anticorpos anti-Ea-CFA por 1 h a 37 °C (segunda linha de 1 a 11: 1B, 2B, 3B,
4B, 5B,...). A sequir foi adicionada suspensdo de hemacias de camundongo BALB/c

1% (50 ul /orificio). A placa foi incubada a 37 °C por 1 hora.
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Tabela 1 — Resultado de andlise da atividade hemaglutinante de CFA de IMT/Hc 128 e
efeito de aquecimento de CFA de IMT/Hc 128 e de soro imune por reagao de

hemaglutinagcao

Amostras analisadas Atividade

hemaglutinante

E-CFA +

E-PBS -

E-CFAa -

CFA/soro imune-E -

CFA/soro pré-imune-E +

Soro imune-E -

E-CFA = incubacdo de CFA (1/2) com eritrocitos de camundongo (E-CFA); E-PBS =
incubacdo de eritrécitos de camundongo com PBS; E-CFAa = incubacao de CFA
(1/2) (préviamente inativado) com eritrocitos de camundongo; CFA/soro imune-E =
CFA puro pré-incubado com soro imune e a seguir incubado com eritrocitos de
camundongo; CFA/soro pré-imune-E = CFA puro pré-incubado com soro pré-
imune e a seguir incubado com eritrocitos de camundongo. Soro imune-E =
incubacdo de soro imune com eritrocitos. Eritrocitos utilizados foram de
camundongos BALBc a 1%, CFA de IMT/Hc128 e soro imune = soro anti-Ea-CFA
(1/2). (+) Resultado positivo de hemaglutinacéo.

(-) Resultado negativo de hemaglutinacao.
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Figura 2 — Fracionamento de CFA de IMT/Hc 128 em coluna Sephadex G- 75/120 e
reatividade das fragoes cromatograficas de CFA de IMT/Hc 128 com soro anti-Ea-CFA.

Amostras de CFA de IMT/Hc 128 foram submetidas a cromatografia de gel filtracédo
em coluna Sephadex G-75/120. O perfil espectrofotométrico foi construido com base
nos resultados expressos em absorbancia a 280nm. O ELISA foi realizado em
placas sensibilizadas com as fracbes de 3 a 33 eluidas em coluna Sephadex G-
75/120, e incubadas com amostras de soro anti-Ea-CFA. Os resultados foram
expressos em absorbancia a 492 nm, considerando p< 0,05 significativo.

3 a 33 = fra¢Bes eluidas em coluna Sephadex G 75/120.
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Figura 3 - Fracionamento de CFA de IMT/Hc 128 em coluna Sephadex G-200 e
reatividade das fragoes cromatograficas de CFA de IMT/Hc 128 com soro anti-Ea-CFA.

Amostras de CFA de IMT/Hc 128 foram submetidas & cromatografia de gel filtragédo
em coluna Sephadex G-200. O perfil espectrofotométrico foi construido com base
nos resultados expressos em absorbéancia a 280nm. O ELISA foi realizado em
placas sensibilizadas com as fracdes de 3 a 33 eluidas em coluna Sephadex G-200,
e incubadas com amostras de soro anti-Ea-CFA. Os resultados foram expressos em
absorbéancia a 492 nm, considerando p< 0,05 significativo.

3 a 33 = fra¢Bes eluidas em coluna Sephadex G-200.
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Figura 4 — Hemofagocitose de eritrécitos mediada por CFA de IMT/Hc 128.

A suspensao de hemécia a 1% foi incubada com CFA de IMT/Hc 128 ( diluido 1/8 a
1/64) por 1 h a 37 °C, e posteriormente adicionado a laminas de microscopia
contendo 5 x 10° macréfagos. O ensaio foi mantido a 37 °C, em estufa BOD, por 40
minutos. As laminas foram fixadas com metanol e coradas por hematoxilina eosina
(HE) e analisadas por meio de microscopia optica (1000x). (A) Auséncia de

hemofagocitose: controle com PBS e (B, C e D) células com hemofagocitose (setas

—).



