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FERNANDES-VIVAN, Rosália Hernandes.  Caracterização parcial de antígeno 
solúvel de Histoplasma capsulatum var. capsulatum com atividade 
hemaglutinante.  2008.  55f.  Dissertação (Mestrado em Patologia Experimental) – 
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2008. 
 
 

RESUMO 
 
 
Histoplasma capsulatum var. capsulatum é um fungo dimórfico causador da 
histoplasmose, doença sistêmica 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) solúvel(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 às hemácias (anti-Ea-CFA). Para análise de atividade 
hemaglutinante foram utilizados eritrócitos de camundongo incubados com amostras 
de CFA (E-CFA), com CFA previamente aquecida a 56 ºC 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 hemaglutinação e para análise das frações de 
CFA por ELISA. As frações foram obtidas por cromatografia de CFA em coluna de 
gel filtração (Sephadex G-75/120 e G-200). Adicionalmente foi realizada a análise de 
hemofagocitose, incubando-se hemácias autólogas sensibilizadas ou não com CFA 
e células peritoneais de camundongos BALB/c aderentes ao vidro. Os resultados 
obtidos demonstraram aglutinação 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 frações cromatográficas de alta MM. 
O ensaio de hemofagocitose demonstrou positividade com E-CFA e negativa com E-
PBS. Concluímos que o fungo H. capsulatum var. capsulatum libera componente 
solúvel, termolábil, com atividade hemaglutinante e este trabalho evidencia pela 
primeira vez a indução da autohemofagocitose por componentes solúveis de H. 
capsulatum var. capsulatum e análise indireta utilizando anticorpos sugerem que os 
componentes responsáveis pela interação com as hemácias apresentam alta MM. 
 
 
Palavras- chaves: Histoplasmose disseminada. Síndrome de ativação 
hemofagocítica. Hemaglutinação. Anticorpos. ELISA. Eritrócitos. 
 



FERNANDES-VIVAN, Rosália 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 ºC, 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 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
 

1.1 HISTOPLASMA CAPSULATUM  
 

 

Histoplasma sp. foi descrito pela primeira vez em 1905, por Samuel 

Darling, patologista das forças armadas dos EUA, na realização de uma autópsia em 

um homem negro de 27 anos, imigrante do Canal do Panamá (SCHWARZ et al., 

1981), supostamente acometido por uma doença semelhante à leishmaniose 

visceral (DUBOS, 1948). 

Taxonomicamente, H. capsulatum é um Eucarioto, do reino Fungi, 

da divisão (filo) Ascomycota, subdivisão (subfilo) Ascomycotina, classe 

Ascomycetes, ordem Onygenales, família Onygenaceae, gênero Histoplasma 

(Ajellomyces), espécie Histoplasma capsulatum; sendo que esta apresenta três 

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 é encontrado apenas na África. 

Acomete pele e osso e raramente os pulmões (KHALIL et al., 1999). A célula 

leveduriforme presente no tecido infectado é grande (8 – 15 µm de diâmetro), 

presente no interior do tecido inflamado (YAMAMOTO et al., 2002). H. capsulatum 

var. farciminosum foi descrito como patógeno do sistema linfático de animais 

domésticos como cavalos e mulas em algumas áreas da Europa, África e Ásia 

(YAMAMOTO et al., 2002). 

H. capsulatum var. capsulatum é um fungo dimórfico causador da 

histoplasmose, uma doença sistêmica, e endêmica na região leste dos Estados 

Unidos e em quase toda América Latina (GARCIA et al., 1990), de distribuição 

cosmopolita (LEIMANN et al., 2005). A infecção ocorre via inalação de 

microconídeos do H. capsulatum var. capsulatum ou de pequenos fragmentos 

miceliais, que acumulam nos bronquíolos terminais e alvéolos pulmonares (GILDEA 

et al., 2001), podendo causar desde uma infecção pulmonar aguda benigna até uma 

infecção disseminada e fatal. Na forma disseminada habita preferencialmente o 

citoplasma das células do sistema retículo-endotelial (SRE) (COZAD – 
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SCALARONE, 1968; SEBGHATI et al, 2000). 

Epidemiologicamente, H. capsulatum var. capsulatum é um 

microrganismo cosmopolita, prevalecendo em regiões 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, Espírito Santo, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, São 

Paulo, Paraná, Santa Catarina e ainda no Distrito Federal (NEVES, 1983; PAULA; 

AIDÉ, 1985; SEVERO et al., 2001; CHANG et al., 2007). Normalmente os casos 

estão relacionados à visitação a cavernas.  

O fungo é encontrado nos solos enriquecidos com excrementos de 

aves e morcegos, ricos em matéria orgânica e de baixo pH (REYES – MONTES et 

al., 2000). Os pássaros não hospedam o fungo, pois a sua alta temperatura corporal 

não permite seu crescimento. Os morcegos podem hospedar Histoplasma em seu 

trato digestivo e disseminá-lo nas cavernas, porões e buracos em árvores, que 

consistem em seu habitat (WHEAT et al., 1994). 

Com maior freqüência a infecção é subclínica ou assintomática. Em 

pacientes com comprometimento da imunidade celular, pode ocorrer a 

histoplasmose sintomática. Pacientes de risco para histoplasmose disseminada 

incluem crianças, idosos e indivíduos imunocomprometidos (WHEAT et al., 2000; 

WHEAT; KAUFFMAN, 2003). A infecção pode acometer vários órgãos incluindo 

medula óssea, fígado, baço e glândulas supra-renais. Geralmente a disseminação 

progressiva da histoplasmose leva um curto período após a exposição, dependendo 

do estado da resposta imune do hospedeiro (ANDREU, 2001). 

Em temperatura ambiente, de 25 a 30 ºC, H. capsulatum var. 

capsulatum apresenta forma micelial (infectante), de aspecto branco algodonoso, de 

desenvolvimento lento, apresentando abundante hifas aéreas. Na fase micelial não 

há produção de pigmentos difusíveis no meio de cultura, apresentando colônias de 

coloração parda, com escasso micélio, hifas tenuamente pigmentadas e com grande 

número de macroconídeos tuberculados (ANDREU, 2001). A fase tecidual ou 

parasitária, ou quando incubados a 35 – 37 ºC em meios de cultura H. capsulatum 

var. capsulatum apresenta forma de levedura (ANDREU, 2001; LEIMANN et al., 

2005). Células leveduriformes apresentam–se ovais (1-3µm de diâmetro) e são 
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microrganismos facultativos de células do SRE. A forma de levedura tem paredes 

finas e se reproduzem por gemulação polar, apresentando colônias cremosas e de 

coloração bege (MARESCA; KOBAYASHI, 1989; ANDREU, 2001). Coram-se por 

hematoxilina eosina (HE), mostrando área central basófila, e por métodos 

imunohistoquímicos como PAS (PÉREZ; CARRASCO, 2000). 

A parede fúngica é composta de α e β-glucanas, e por fibras de 

quitina, que representam importante constituinte durante o brotamento. Na fase 

leveduriforme o fungo apresenta menor quantidade de β-glucanas que na fase 

micelial. A α-glucana é um polissacarídeo relacionado com a virulência do patógeno 

(MARESCA; KOBAYASHI, 1989) e a maior proporção de α-glucanas, protege as β-

glucanas do sistema de defesa do hospedeiro (MEDEIROS et al., 1999). 

 

 

1.2 MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS DA HISTOPLASMOSE 
 

 

A histoplasmose tem início com a inalação dos microconídeos, 

apresentando na maioria das vezes forma assintomática (90 a 95%) e autolimitada. 

Aproximadamente 5 a 10% dos infectados apresentam sintomatologia variável 

dependente do número de conídeos inalados e do estado imunitário do hospedeiro. 

A deficiência da imunidade celular predispõe à doença disseminada e 

potencialmente fatal, se não tratada (EISSENBERG; GOLDMAN, 1991; ANDREU, 

2001; UNIS et al., 2004a; UNIS et al., 2004b).  

O tempo de exposição também determina a gravidade da doença: 

aproximadamente 20 minutos de exposição proporcionam sintomas leves, enquanto 

que uma exposição de 50 a 60 horas acarreta doença grave (LARSH, 1983). 

As principais formas clínicas são: pulmonar aguda; pulmonar crônica 

(cavitária); disseminada fatal (aguda, subaguda e subtipos crônicos); oportunista; e 

mediada imunologiamente como a ocorrência de histoplasmoma e síndrome ocular 

(NEGRONI et al., 2002; CHANG et al., 2007). 

A infecção pulmonar aguda resulta da infecção primária, 

manifestando febre, cefaléia, tosse produtiva, dor torácica pleurítica ou subesternal, 

mal-estar e mialgia, podendo ser confundida com um quadro gripal. A radiografia de 
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tórax pode mostrar a presença 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 crônica ocorre predominantemente em 

indivíduos de meia idade, do sexo masculino, fumantes ou que apresentem 

problemas pulmonares pré-existentes (EISSENBERG; GOLDMAN, 1991). A 

sintomatologia assemelha-se à tuberculose. A colonização dos espaços aéreos 

determina a produção local de material líquido rico em elementos fúngicos 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 

doença, desenvolvendo-se em indivíduos imunocomprometidos, como receptores de 

órgãos tratados com drogas imunossupressoras, pacientes que fazem o uso de 

terapêutica antineoplásica, em indivíduos infectados pelo HIV (Vírus da 

Imunodeficiência Adquirida); e em lactentes com sistema imune imaturo (SEVERO et 

al.,1998; D´AVILA; CHAPADEIRO, 1998). As lesões presentes nesta forma podem 

ser extras pulmonares, ocorrendo na cavidade oral ou intestinal. Na ausência de 

imunidade celular efetiva a infecção pelo H. capsulatum var. capsulatum tem 

progressão fatal (VALLE et al., 2006). Os sintomas incluem febre, perda de peso, 

hepato e esplenomegalia e aumento dos nódulos linfáticos (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 favoráveis. Ambas 

terapêuticas necessitam de tratamento crônico para conter a expansão de H. 

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

 

 

1.3 SÍNDROME DE REATIVAÇÃO HEMOFAGOCÍTICA (RHS) 
 

 

A síndrome de reativação hemofagocítica (RHS) é uma desordem 

rara caracterizada por ativação de monócitos-macrófagos, levando à hemofagocitose 

excessiva. Ocorre em pacientes imunossuprimidos, sendo supostamente causada 
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por hiperativação de linfócitos T, resultando em excessiva secreção de citocinas e 

ativação de células monocíticas - macrofágicas (FUJIWARA et al., 1993; OHGA et 

al., 1993; TSUDA 1997). Pode levar a manifestações como febre, pancitopenia, 

coagulação intravascular disseminada (DIC), danos alveolares difuso, 

hepatoesplenomegalia, elevação dos níveis séricos de ferritina, triglicérides e de 

enzimas hepáticas e também ocasionar desordens neurológicas (FUJIWARA et al., 

1993; OHGA et al., 1993; JANKA et al., 1998; JANKA 2007). RHS pode ser iniciada 

por condições neoplásicas, infecções bacterianas, virais e fúngicas, desordens 

linfoproliferativas, doenças autoimunes e agentes terapêuticos (WANG et al., 2006).  

RHS tem sido relatada em associação com histoplasmose 

disseminada em pacientes com AIDS, e em menor freqüência em pacientes 

imunossuprimidos (KUDORI et al., 1995; CHEMLAL et al., 1997). 

O tratamento consiste na supressão da ativação excessiva dos 

linfócitos/ macrófagos com terapia específica contra os processos infecciosos que 

levam a manifestação da RHS (JANKA; STADT, 2005). 

 

 

1.4 DIAGNÓSTICO LABORATORIAL DA HISTOPLASMOSE 
 

 

O diagnóstico da histoplasmose depende de um alto grau de 

suspeição clínica e devido ao diminuto tamanho da apresentação tecidual do fungo e 

à semelhança com outros elementos fúngicos leveduriformes, e com outras 

estruturas não fúngicas (UNIS et al., 2004a). 

Segundo Gómez et al. (1999) o diagnóstico definitivo da 

histoplasmose consiste no isolamento e identificação do H. capsulatum var. 

capsulatum por cultura ou visualização direta do fungo. O sucesso do isolamento e 

correta identificação do fungo, depende de diversos fatores, como coleta adequada e 

correto processamento do material no laboratório; podendo levar a resultados falso-

negativos quando não verificados. O uso de meios seletivos, como ágar Mycosel, 

para o isolamento fúngico 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 só podem ser 

obtidos após longo período (3 – 4 semanas) (DURKIN et al., 1997). As provas 
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sorológicas apresentam um grande valor no diagnóstico na histoplasmose, sendo 

empregadas rotineiramente nos testes laboratoriais. 

Na mensuração de anticorpos contra H. capsulatum var. capsulatum, 

conforme descrito por Durkin et al. (1997), pode ocorrer resultados falso-positivo 

com outras infecções fúngicas, e falso-negativo podem resultar durante o primeiro 

mês de infecção. Também, pacientes imunodeprimidos, por não desenvolverem 

resposta humoral ao H. capsulatum var. capsulatum, resultando em sorologia 

positiva em apenas 60% dos casos. 

A determinação de anticorpos da classe IgG por radioimunoensaio 

(RIA) é duas vezes mais sensível que a reação de fixação do complemento (FC) e 

imunodifusão (ID). Contudo os níveis de anticorpos circulantes persistem nos 

pacientes, dificultando o diagnóstico da infecção ativa (HAMILTON, 1998). 

O RIA para detecção de antígenos do H. capsulatum var. capsulatum 

foi estabelecido como método de diagnóstico 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 tão sensível e específico quanto o RIA para detecção de 

antígenos do Histoplasma, e apresenta também excelente reprodutibilidade. 

Em pacientes, que apresentam histoplasmose disseminada, tem se 

demonstrado a correlação da antigenemia com a efetividade da terapia, podendo 

monitorar desta maneira a resposta ao tratamento. Uma maneira eficiente de realizar 

o diagnóstico de histoplasmose ou identificação de recidivas é através da detecção 

de antígeno (WHEAT et al., 2001) por ensaio imunoenzimático (ELISA) de captura 

(WILLIAMS et al., 1994; WHEAT et al., 2001), onde o antígeno pode ser detectado 

na urina (92%) e no soro (82%) de pacientes com forma disseminada da 

histoplasmose (WILLIAMS et al., 1994). 

O antígeno H pode ser detectado por eletroforese, através do 

reconhecimento da banda de 94 KDa, permitindo diagnosticar uma infecção ativa 

(PIZZINI et al., 1999). Embora a detecção de antígenos seja mais sensível que os 

ensaios para detecção de anticorpos no soro, há possibilidade de apresentar reação 

cruzada a outros patógenos, como Paracoccidioides brasiliensis (WHEAT et al., 

1986). Bracca et al. (2003) propuseram o diagnóstico da histoplasmose através de 

seminested – Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), que amplifica a porção do 

gene antígeno H. Este ensaio é altamente sensível e específico, sendo capaz de 



 19

detectar material genômico correspondentes a menos de 10 células leveduriformes, 

sem apresentar reação cruzada contra outras bactérias ou fungos patogênicos.  

 

 

1.5 RESPOSTA IMUNE AO H. CAPSULATUM VAR. CAPSULATUM 
 

 

A eficácia da resposta imune protetora contra H. capsulatum var. 

capsulatum requer a ação de diversas células e citocinas (ALLEN; DEEPE Jr, 2005). 

Os leucócitos polimorfonucleares e monócitos/ macrófagos constituem importantes 

células na defesa à infecções, participando das respostas inflamatórias (ABBAS; 

LITCHMAN; POBER, 2003). As células T CD4+ e CD8+ contribuem para o clearance 

do organismo, tanto em infecções primárias quanto em secundárias, embora 

exerçam sua influência em diferentes etapas (ALLEN; DEEPE Jr, 2005). 

Citocinas como TNF-α, INF-γ, fator estimulador de colônia de 

granulocítos-macrófagos (GM-CSF), e IL-12 contribuem para a eliminação de 

fungos, por induzir a ativação de macrófagos, e intensificar a produção de óxido 

nítrico 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-α é um importante mediador 

das defesas do hospedeiro, sendo necessário na resposta imune primária e 

secundária em infecções em camundongos (ALLENDOERFER et al., 1998; ZHOU et 

al., 1998). Deep Jr. e Gibbons (2006) demonstraram que as células T são uma 

importante fonte de TNF-α em camundongos infectados pelo H. capsulatum var. 

capsulatum. Esta citocina deve estar presente precocemente no período de infecção 

para melhor expressão da imunidade protetora. Em contraste, IL-4 e IL-10 

aumentam a susceptibilidade do hospedeiro às infecções fúngicas, através da 

inibição da produção de iNOS por macrófagos e células dendríticas (DCs), por 

estimularem a liberação de outras citocinas do padrão Th2 (DEEP Jr.; GIBBONS, 

2003; GILDEA et al., 2003).  

As DCs podem ingerir uma variedade de patógenos auxiliando tanto 

a imunidade inata quanto a imunidade adaptativa. Gildea et al. (2001) demonstraram 

que o reconhecimento e captura do H. capsulatum var. capsulatum é realizado 

através de receptores de adesão VLA-5, que possivelmente estaria relacionado com 
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o não crescimento intracelular de células fúngicas. Em 2005 Gildea et al., sugeriram 

que o maior mecanismo pelo qual DCs humanas medeiam a atividade anti- 

Histoplasma pela exposição das leveduras as hidrolases lisossomais das DCs. 

Lesões pulmonares por leveduras do H. capsulatum var. capsulatum 

no homem ou em modelos experimentais são caracterizadas por grande quantidade 

de macrófagos parasitados. Bullock e Wright (1987) descreveram que as leveduras 

fagocitadas reproduzem-se no interior dos macrófagos alveolares em 9 - 11 h, 

rompendo a célula e liberando H. capsulatum var. capsulatum, que é fagocitado por 

outra célula atraída para o local da infecção. Eissenberg e Goldman (1991) 

descreveram que as leveduras de H. capsulatum var. capsulatum, revestidas por 

C3ib (componente de ligação do sistema complemento), não induz a sinalização 

para fagocitose. H. capsulatum var. capsulatum provoca pouca ou nenhuma resposta 

oxidativa em macrófagos 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 são capazes de induzir aglutinação de eritrócitos humanos, 

independentemente do grupo sanguíneo, sendo esta característica importante para 

a patogênese do H. capsulatum var. capsulatum, não apenas na disseminação da 

doença, mas também na formação de coágulo, mediada pela capacidade 

hemaglutinante das leveduras. O conhecimento dos componentes que afetam as 

células do hospedeiro poderá contribuir para melhor compreensão da patogênese da 

histoplasmose. 
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2 OBJETIVO 
 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 
 

Caracterizar parcialmente o antígeno solúvel de H. capsulatum var. 

capsulatum com atividade hemaglutinante. 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 
2.2.1. Obter antígenos solúveis de H. capsulatum var. capsulatum; 

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

hemácias de camundongos; 

2.2.3. Analisar efeito do CFA aquecida a 56 ºC na aglutinação de hemácias de 

camundongos; 

2.2.4. Obter anticorpos policlonais a antígenos solúveis de H. capsulatum var. 

capsulatum ligados à hemácia autóloga (anti-Ea-CFA); 

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

2.2.6. Fracionar antígenos de H. capsulatum var. capsulatum através de 

cromatografia de gel filtração;  

2.2.7. Analisar a reatividade do soro anti-Ea-CFA às frações cromatográficas de CFA 

de IMT/Hc 128;  

2.2.8. Evidenciar a hemofagocitose in vitro mediada por antígenos solúveis de H. 

capsulatum var. capsulatum; 
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4. ARTIGO: CARACTERIZAÇÃO PARCIAL DE ANTÍGENO SOLÚVEL DE 
HISTOPLASMA CAPSULATUM VAR. CAPSULATUM COM ATIVIDADE 
HEMAGLUTINANTE 

 

4.1. RESUMO 
Histoplasma capsulatum var. capsulatum é um fungo dimórfico causador da 
histoplasmose, doença sistêmica 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) solúvel(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 às hemácias (anti-Ea-CFA). Para análise de atividade 
hemaglutinante foram utilizados eritrócitos de camundongo incubados com amostras 
de CFA (E-CFA), com CFA previamente aquecida a 56 ºC 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 hemaglutinação e para análise das frações de 
CFA por ELISA. As frações foram obtidas por cromatografia de CFA em coluna de 
gel filtração (Sephadex G-75/120 e G-200). Adicionalmente foi realizada a análise de 
hemofagocitose, incubando-se hemácias autólogas sensibilizadas ou não com CFA 
e células peritoneais de camundongos BALB/c aderentes ao vidro. Os resultados 
obtidos demonstraram aglutinação 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 frações cromatográficas de alta MM. 
O ensaio de hemofagocitose demonstrou positividade com E-CFA e negativa com E-
PBS. Concluímos que o fungo H. capsulatum var. capsulatum libera componente 
solúvel, termolábil, com atividade hemaglutinante e este trabalho evidencia pela 
primeira vez a indução da autohemofagocitose por componentes solúveis de H. 
capsulatum var. capsulatum e análise indireta utilizando anticorpos sugerem que os 
componentes responsáveis pela interação com as hemácias apresentam alta MM. 
 

Palavras-chave: Histoplasmose disseminada. Síndrome de ativação 
hemofagocítica. Hemaglutinação. Anticorpos. ELISA. Eritrócitos. 
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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 ºC, 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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4.3. INTRODUÇÃO 
Histoplasma capsulatum var. capsulatum é um fungo dimórfico causador da 

histoplasmose, micose sistêmica, endêmica na região leste dos Estados Unidos e 

em quase toda América Latina, de distribuição cosmopolita (REYES – MONTES et 

al., 2000; WHEAT, L.J., 2001; Unis et al., 2004a; LEIMANN et al., 2005). A infecção 

se dá por inalação de microconídeos do H. capsulatum var. capsulatum na fase 

micelial, sendo na maioria das vezes assintomática ou autolimitada, podendo 

resultar em uma variedade de manifestações clínicas: histoplasmose pulmonar 

aguda benigna até histoplasmose disseminada e fatal (EISSENBERG; GOLDMAN, 

1991; UNIS et al., 2004a; UNIS et al., 2004b). 

Histoplasmose disseminada fatal e irreversível é classicamente descrita em 

pacientes imunossuprimidos, especialmente àqueles com AIDS, tendo sido 

observada também em indivíduos apresentando linfocitopenia idiopática de CD4+ e 

naqueles muito jovens ou em idade avançada (WHEAT et al., 2000). Os sintomas 

mais freqüentes nestes casos são: febre, acometimento pulmonar, anorexia, 

hepatomegalia, sintomas neurológicos, esplenomegalia, linfadenopatia e meningite 

(RACHID et al., 2003). 

Tem sido relatado casos de histoplasmose disseminada apresentando 

síndrome de reativação hemofagocítica (RHS), principalmente em pacientes com 

HIV ou imunossuprimidos (TSUDA, 1997; WANG et al., 2006; GUIOT et al., 2007). A 

RHS é uma desordem clinicopatológica caracterizada por uma proliferação 

exacerbada, de células não malignas, da linhagem de monócitos-macrófagos-

histiócitos. Os sintomas incluem febre elevada persistente, citopenias e 

hepatoesplenomegalia (JANKA et al., 1998; FISMAN, 2000; JANKA; STADT, 2005; 

GUIOT et al., 2007). 

Vários fatores de virulência do fungo devem contribuir para a patogênese da 
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histoplasmose, tais como a proteína de 50 kDa, ligadora da laminina (Mc MAHON et 

al., 1995), componente do fungo com capacidade de induzir aglutinação de 

eritrócitos humanos, independentemente do grupo sanguíneo, pode ser importante  

não apenas na disseminação da doença, mas também como um possível co-fator na 

formação de coagulo, mediada pela capacidade hemaglutinante das leveduras 

(TAYLOR et al., 2004).  

Além dos componentes ligados ao fungo, os componentes solúveis também 

devem interferir na relação parasito-hospedeiro. Sá-Nunes et al. (2004) introduziram 

cell free antigens (CFA) como fonte de Ags de H. capsulatum var. capsulatum para 

avaliação da imunidade celular e indução de proteção na histoplasmose 

experimental em camundongos. 

O presente trabalho introduziu CFA de H. capsulatum var. capsulatum para 

análise e caracterização parcial de antígeno solúvel com atividade hemaglutinante e 

para avaliação da hemofagocitose utilizando células de camundongos. 
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4.4. MATERIAIS E MÉTODOS 

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 obtenção de CFA  

Amostra de massa fúngica do isolado IMT/Hc 128, na fase leveduriforme, 

cultivado em meio Sabouraud Dextrose Ágar (ACUMEDIA®) (35 ºC, 5 dias de 

cultura) foi suspendida em solução 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). Após homogeinização em Vórtex (2 ciclos de 2 minutos) e repouso 

no gelo por 1 h, foi submetida a centrifugação (5000 rpm por 10 minutos, 4 ºC). O 

sobrenadante foi centrifugado novamente a 4 ºC a 14000 rpm por 20 minutos, 

obtendo-se CFA. A concentração de proteínas totais do CFA foi determinada pelo 

método de Lowry (LOWRY et al., 1951). As amostras foram aliquotadas e 

armazenadas a – 80 oC.   

 

4.4.3. Obtenção de hemácias (1% e 5%) 

A partir de amostra de sangue periférico de camundongo BALB/c coletada em 

tubo heparinizado, as hemácias foram obtidas por centrifugação, seguida de três 

lavagens com PBS 0,15 M pH 7,2 a 3000 rpm por 5 minutos e ajustadas a 

concentração de 1% e 5% em PBS. 
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4.4.4. Teste de hemaglutinação com CFA de H. capsulatum var. capsulatum  

Em uma microplaca de 96 orifícios (fundo V) foram adicionados 50 µl/orifício 

de CFA de IMT/Hc 128 a 4,1 mg/ml, puro e em diluições seriadas (1/2 até 1/1024) e 

como controle negativo PBS e a seguir solução de hemácias de camundongo 

BALB/c 1% (50 µl/orifício). A placa foi incubada a 37 ºC por 1 hora e a leitura 

realizada visualmente, verificando-se a formação ou não da hemaglutinação. 

Utilizando a mesma metodologia, foi realizada adicionalmente a análise de CFA 

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

 

4.4.5. Obtenção de Acs policlonais a antígenos solúveis de H. capsulatum var. 

capsulatum ligados à hemácia autóloga (anti-Ea-CFA) 

Quatorze camundongos BALB/c, machos, 60 dias, mantidos com água e 

ração ad libitum no Biotério do Departamento de Ciências Patológicas (PAT), CCB, 

UEL, à temperatura constante de 25 ºC, foram inoculados por via subcutânea, região 

peritoneal, com 50 µl de preparação antigênica. A preparação antigênica foi obtida a 

partir de CFA de H. capsulatum var. capsulatum (em dose subaglutinante) v/v com 

hemácia autóloga a 5%, incubados previamente por 1 h a 37 ºC e 1 h a 4ºC, lavado 

três vezes com solução de hank´s gelada. Após ressuspender com solução de 

hank´s, a preparação antigênica foi emulsionada v/v com Adjuvante Completo de 

Freund (F-5881, SIGMA®). Para segunda e terceira dose os animais receberam 50 

µl de preparação antigênica emulsionando v/v com Adjuvante Incompleto de Freund 

(F-5506, SIGMA®). Sete dias após a última dose foi realizada sangria de prova. No 

décimo dia após a última dose foi coletado sangue por punção cardíaca. O soro foi 

obtido por centrifugação a 1600 rpm por 5 minutos. A manipulação de camundongos 

foi realizada de acordo com as normas de biotério da UEL e o projeto submetido ao 
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Comitê de Ética em Experimentação Animal da UEL. 

 

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

Em uma microplaca de 96 orifícios com fundo V, foram adicionados 50 µl soro 

anti-Ea-CFA previamente inativado por 30 minutos a 56 ºC e pré-incubado com CFA 

de IMT/Hc 128 (4,11 mg/ml), v/v por 1 h a 37 ºC, puro e em diluições seriadas até 

1/2048. Como controle positivo utilizou-se 50 µl CFA de IMT/Hc 128 diluído 1/2 e em 

diluições seriadas em PBS até 1/2048, e como controle negativo PBS. 

Adicionalmente foi realizada a análise utilizando soro pré-imune que foi pré-incubado 

com CFA de IMT/Hc 128 v/v, por 1 h a 37 ºC. Como controle adicional foi incubada 

amostra de soro anti-Ea-CFA e eritrócitos. Após adição de 50 µl de hemácia de 

camundongo a 1% e incubação a 37 ºC por 1 h foi realizada a leitura.  
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4.4.7. Cromatografia de CFA de H. capsulatum var. capsulatum por gel filtração 

e análise das frações 

Dois mililitros de CFA de IMT/Hc 128 a 4,1 mg/ml foram submetidos à 

cromatografia de gel filtração em coluna de Sephadex G-75/120 e G-200 utilizando 

PBS 0,15 M pH 7,2 para eluição das frações. Foram coletadas 1500 µl/tubo e a 

absorbância de cada fração determinada por espectrofotometria a 280 nm e 

submetida à análise por teste de hemaglutinação e por ELISA. A reação de 

hemaglutinação foi realizada conforme o item 4.4.4. utilizando amostras não diluídas 

de cada fração. Para ELISA, as placas (96 orifícios,TPP, Switzerland, Europe) foram 

sensibilizadas com 100 µl/ orifício de CFA IMT/Hc 128 (25 µg proteína/orifício) ou 

com as frações de Sephadex G-75/120, diluídas em tampão carbonato bicarbonato 

0,1 M pH 9,6. Após bloqueio e lavagens, a placa foi incubada por 90 minutos a 37 ºC  

com 100 µl/orifício de soro de camundongo anti-Ea-CFA, diluído 1:10. Como controle 

negativo foi utilizado soro pré-imune diluído 1:10 e após as lavagens incubada com 

conjugado peroxidase anti-IgG de camundongo (A 8924 - SIGMA®), por 90 minutos a 

37 ºC. A reação foi revelada com 100 µl/orifício de OPD/H2O2, e interrompida após 

15 minutos com a adição de 50 µl/ orifício de H2SO4 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 obtenção de macrófagos da cavidade peritoneal, foram administradas 

2,5 ml de solução de hank´s gelada no peritôneo de um camundongo BALB/c, 

fêmea, 60 dias, anestesiado com éter etílico. Após massagem leve local, durante 10 

minutos, o camundongo foi sacrificado via analgesia inalatória seguida de hipóxia 

por deslocamento cervical. As células obtidas foram depositadas em uma placa de 
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Petri e incubadas por 1 h a 37 ºC, seguida de três vezes lavagens com solução de 

hank´s pré-aquecida a 37 ºC. As células aderentes foram tratadas com solução de 

EDTA 0,05%, coletadas, lavadas e ajustadas a concentração de 5 x 106 células em 

solução de hank´s. Amostras de suspensão de macrófagos peritoneais (50 µl) foram 

adicionadas à 50 µl da suspensão de hemácias autólogas a 1% sensibilizadas com 

CFA (v/v) e incubada a 37 ºC (estufa BOD) por 40 minutos, em lâminas de 

microscopia. Para a sensibilização das hemácias, amostras de CFA de IMT/Hc 128  

foram incubadas pura e nas diluições 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 e 1/128 com 

hemácias a 1%. Como controle negativo amostra de CFA de IMT/Hc 128 foi 

substituída pelo mesmo volume de PBS. As lâminas foram fixadas com metanol e 

coradas por hematoxilina eosina (HE) e analisadas por meio de microscopia óptica. 

Foram analisados 10 campos com objetiva de 100x. 

 

4.4.9. Análise estatística 

Os resultados obtidos foram analisados pelo Teste de Kruskal-Wallis, Teste 

não paramétrico, pelo programa GraphPad InStat version 3.05 for Windows 95/NT 

(GraphPad Software, San Diego Califórnia, USA, www.graphpad.com). Os valores 

obtidos são descritos pela média ± desvio padrão, e os resultados considerados 

significativos quando p< 0.05.  
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4.5. RESULTADOS 

4.5.1. Teste de hemaglutinação com CFA de H. capsulatum var. capsulatum 

O teste de hemaglutinação resultou em aglutinação de hemácias, com lise 

parcial das hemácias, quando previamente sensibilizadas com CFA (E-CFA) puro e 

1/2, não ocorrendo aglutinação ou lise com hemácias não sensibilizadas com CFA 

(E-PBS) ou nas sensibilizadas com CFA (E-CFA) diluídas (de 1/4 a 1/1024). A 

reação de hemaglutinação também foi negativa com CFA previamente aquecida (E-

CFAa). (Tabela 1). 

 

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

CFA 

Os resultados obtidos demonstraram reação de hemaglutinação negativa 

quando CFA foi previamente incubada com soro imune anti-Ea-CFA, desde a 

diluição inicial de CFA ½ (soro/CFA v/v) e demais diluições analisadas. O controle 

positivo com CFA resultou na reação positiva na diluição inicial de ½ e negativa nas 

diluições de 1/4 a 1/1024, ocorrendo também reação negativa com hemácias 

tratadas com PBS (Figura 1). Testes adicionais com soro imune anti-Ea-CFA 

incubadas com hemácias controles (E-PBS) resultaram em reação de 

hemaglutinação negativa e análise de soro pré-imune com E-CFA resultou na reação 

de hemaglutinação positiva na diluição inicial de CFA a ½ e negativa nos demais 

diluições (Tabela 1), demonstrando a especificidade dos anticorpos presentes no 

soro imune.  
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4.5.3. Fracionamento de antígeno solúvel de H. capsulatum var. capsulatum 

por cromatografia de gel filtração 

O processo de fracionamento de antígenos solúveis de H. capsulatum var. 

capsulatum por cromatografia de gel filtração através de coluna Sephadex G-75/120 

(Figura 2) e G-200 (Figura 3) resultou em perfil espectrofotométrico com 2 picos de 

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

 

4.5.4. Análise das frações cromatográficas de CFA por hemaglutinação e 

ELISA 

Os resultados de análise de todas as frações obtidas em coluna Sephadex G 

75/120 e G-200 por teste de hemaglutinação resultaram em reação negativa com as 

hemácias de camundongo. Os controles com CFA foram positivos e com PBS 

negativo (dados não demonstrados). Os resultados de análise das frações 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 frações correspondentes 

ao primeiro pico (frações 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 frações 

(22, 23 e outros) em relação às amostras iniciais sem proteína, todavia não 

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 

frações 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 hemácias autólogas sensibilizadas com CFA nas diluições entre 1/8 a 1/64 

(Figura 4B – 4D). O resultado em % de células com hemofagocitose em relação às 

células fagocíticas livres foram: 1/8 = 45% das células com hemofagocitose; 1/32 = 

50% das células com hemofagocitose e diluição 1/64 = 40% das células com 

hemofagocitose. Não foi possível evidenciar hemofagocitose com a amostra de CFA 

nas diluições 1/1 a ¼ devido à lise de hemácias. Como esperado, a hemofagocitose 

foi ausente em eritrócitos controles, sem a presença do CFA de IMT/ Hc 128, por se 

tratar de eritrócitos e células fagocíticas do mesmo hospedeiro (Figura 4). 
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4.6. DISCUSSÃO 

Taylor et al. (2004) descreveram pela primeira vez a habilidade de leveduras 

do H. capsulatum var. capsulatum em aglutinar eritrócitos humanos, independentes 

do grupo sanguíneo. Todavia além do próprio fungo os seus componentes solúveis 

que podem difundir mais facilmente, poderiam também apresentar atividades 

importantes.  

A presença de antígenos solúveis circulantes tem sido observada na 

histoplasmose, principalmente em formas mais graves e disseminadas (DURKIN et 

al., 1997; WHEAT et al., 2002) e Tristão (2006), utilizando modelo murino 

demonstrou tanto a presença de antígenos solúveis no decorrer da infecção bem 

como aumento no nível 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 hemácias de carneiro. 

O presente trabalho utilizou hemácias de camundongos, resultando também na 

hemaglutinação, sugerindo a inespecificidade entre as espécies. Adicionalmente foi 

analisado o efeito de pré-aquecimento de CFA (56 ºC, 30 min.), resultando na perda 

da atividade hemaglutinante, indicando que os antígenos responsáveis pela 

hemaglutinação são termolábeis.  

Para melhor caracterização desses componentes, no presente trabalho, as 

hemácias autólogas sensibilizadas com preparados de CFA foram utilizadas para 

obtenção de anticorpos policlonais a antígeno solúvel de H. capsulatum var. 

capsulatum com capacidade hemaglutinante. Os anticorpos obtidos demonstraram 

inibição da hemaglutinação pela pré-incubação com CFA de IMT/Hc 128, não 

ocorrendo o mesmo efeito com o soro pré-imune, evidenciando a presença de 

anticorpos específicos para o(s) antígeno(s) com atividade hemaglutinante.  
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Para melhor caracterizar esse(s) antígeno(s) reconhecido(s) por anticorpos, 

foi realizada a análise das frações obtidas por cromatografia de CFA IMT/Hc 128 em 

coluna de Sephadex G-75/120, evidenciando a positividade nas frações 

correspondente ao primeiro pico (de absorção a 280nm), coincidente com o volume 

de exclusão de proteínas 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 frações correspondentes ao primeiro pico e 

correspondente a volume de exclusão de MM acima de 200 kDa, portanto sugerindo 

se tratar de antígenos de alta massa molecular (MM).  Esses anticorpos também 

interagiram com outra fração de MM baixa, em menor proporção. A análise funcional 

dessas frações sorologicamente positivas não demonstraram a capacidade 

hemaglutinante com as hemácias de camundongos, concordando com os dados de 

Leonello (2007) que utilizaram hemácias de carneiro. Todavia, Leonello (2007) 

demonstrou que embora isoladamente a fração de alta MM e de baixa MM não 

apresente atividade, a mistura das duas frações passa a apresentar a capacidade 

hemaglutinante, sugerindo a necessidade de componentes de MM distintos para que 

ocorra a aglutinação das hemácias. 

Em histoplasmose disseminada tem sido observada a ocorrência da RHS, 

uma hemoautofagocitose, e de acordo com Fujiwara et al. (1993) e Ohga et al. 

(1993); comumente associada a hiperativação de linfócitos T, resultando em 

excessiva secreção de citocinas e ativação de macrófagos.  

A existência de antígenos solúveis 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 à hemácia autóloga 
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pelas células fagocíticas. Assim, utilizando hemácias sensibilizadas com CFA na 

concentração sub-aglutinante e incubadas com as células fagocíticas oriundas de 

um mesmo camundongo pode-se observar a ocorrência da hemofagocitose. Como 

esperado esse fenômeno não foi observado na ausência de CFA de IMT/Hc 128, por 

se tratar de hemácias e células fagocíticas de um mesmo doador. A análise adicional 

com as células oriundas de estimulação prévia com peptona não demonstrou 

diferença com os não estimulados (dados não demonstrados). Este trabalho de 

hemofagocitose com componente solúvel de H. capsulatum var. capsulatum é 

pioneiro e apenas qualitativo.  

Essa hemofagocitose observada in vitro, possivelmente ocorra também in vivo 

como RHS, pela participação dos componentes hemaglutinantes solúveis, pois de 

acordo com Tristão (2006), os componentes solúveis de CFA estão presentes na 

histoplasmose experimental.  

Em sistema in vivo, além do componente solúvel do fungo ligado à hemácia, 

existe a possibilidade de ocorrer também à interação com as imunoglobulinas 

formando complexo hemácia-Ag-Ig, podendo levar a ativação do sistema 

complemento e a hemofagocitose ocorrer também via receptor para Fc de Ig ou via 

receptor de complemento 1 (CR1), presente nas células fagocíticas. Esse 

mecanismo também poderá levar a lise de hemácias.  

A presença de Ags solúveis e anticorpos específicos e seus complexos 

imunes circulantes (CIC) são fatores importantes na patogênese de diversas 

patologias levando a glomerulonefrites e artrites na histoplasmose. Os CIC são 

removidos principalmente por hemácias via receptor de complemento 1 (CR1) 

através do fígado e baço (Abbas, 2003). Assim, não podemos descartar a hipótese 

de que a ligação de componentes solúveis de H. capsulatum var. capsulatum com as 
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hemácias e também a interação com outras moléculas do hospedeiro não interfiram 

no processo de transporte ou mesmo de outras funções da hemácia ou da célula 

fagocítica, contribuindo para a sintomatologia como a hepatoesplenomegalia 

observada em RHS. 

Concluímos pelos resultados obtidos que H. capsulatum var. capsulatum 

libera componente solúvel com capacidade de aglutinar hemácias de camundongos, 

sendo o mesmo termolábil e apresenta alta MM. Este trabalho evidencia pela 

primeira vez a associação de componente solúvel de H. capsulatum var. capsulatum 

com a hemofagocitose.   
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4.7. CONCLUSÕES 

1. H. capsulatum var. capsulatum libera componente solúvel com capacidade de 

aglutinar hemácias de camundongos; 

2. Antígeno solúvel com capacidade de aglutinar hemácias de camundongos é 

termolábil; 

3. É possível obter anticorpos a antígenos solúveis de H. capsulatum var. 

capsulatum envolvidos na hemaglutinação por meio de hemácias sensibilizadas com 

Ags solúveis de H. capsulatum var. capsulatum, pois os mesmos apresentam a 

capacidade de inibir a hemaglutinação; 

4. Os componentes envolvidos na hemaglutinação possivelmente apresentam alta 

MM; 

5. Antígenos solúveis de H. capsulatum var. capsulatum ligados às hemácias 

autólogas podem induzir a hemofagocitose in vitro; 

6. A ocorrência da hemofagocitose in vitro é dependente de concentração de 

componentes solúveis presentes em preparado de CFA de IMT/Hc 128. 
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Figura 1 – Resultado de reação de aglutinação com hemácias de camundongos 

sensibilizadas com CFA de IMT/Hc 128 

Em uma microplaca de 96 orifícios (fundo V) foram adicionados 50 µl /orifício de 

CFA de IMT/Hc 128 a 4,1 mg/ml, em diluições 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 µl /orifício CFA de IMT/HC 128 previamente incubado 

com anticorpos anti-Ea-CFA por 1 h a 37 ºC (segunda linha de 1 a 11: 1B, 2B, 3B, 

4B, 5B,...). A seguir foi adicionada suspensão de hemácias de camundongo BALB/c 

1% (50 µl /orifício). A placa foi incubada a 37 ºC por 1 hora.  
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Tabela 1 – Resultado de análise da atividade hemaglutinante de CFA de IMT/Hc 128 e 

efeito de aquecimento de CFA de IMT/Hc 128 e de soro imune por reação de 

hemaglutinação 

 

Amostras analisadas Atividade 

hemaglutinante 

E-CFA + 

E-PBS - 

E-CFAa - 

CFA/soro imune-E - 

CFA/soro pré-imune-E + 

Soro imune-E - 

 

E-CFA = incubação de CFA (1/2) com eritrócitos de camundongo (E-CFA); E-PBS = 

incubação de eritrócitos de camundongo com PBS; E-CFAa = incubação de CFA 

(1/2) (préviamente inativado) com eritrócitos de camundongo;  CFA/soro imune-E = 

CFA puro pré-incubado com soro imune e a seguir incubado com eritrócitos de 

camundongo; CFA/soro pré-imune-E =  CFA puro pré-incubado com soro pré-

imune e a seguir incubado com eritrócitos de camundongo. Soro imune-E = 

incubação de soro imune com eritrócitos. Eritrócitos utilizados foram de 

camundongos BALBc a 1%, CFA de IMT/Hc128 e soro imune = soro anti-Ea-CFA 

(1/2). (+) Resultado positivo de hemaglutinação. 

(-) Resultado negativo de hemaglutinação. 
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Figura 2 – Fracionamento de CFA de IMT/Hc 128 em coluna Sephadex G- 75/120 e 

reatividade das frações cromatográficas de CFA de IMT/Hc 128 com soro anti-Ea-CFA. 

Amostras de CFA de IMT/Hc 128 foram submetidas à cromatografia de gel filtração 

em coluna Sephadex G-75/120. O perfil espectrofotométrico foi construído com base 

nos resultados expressos em absorbância a 280nm. O ELISA foi realizado em 

placas sensibilizadas com as frações de 3 a 33 eluídas em coluna Sephadex G-

75/120, e incubadas com amostras de soro anti-Ea-CFA. Os resultados foram 

expressos em absorbância a 492 nm, considerando p< 0,05 significativo. 

3 a 33 = frações eluídas 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 frações cromatográficas de CFA de IMT/Hc 128 com soro anti-Ea-CFA. 

Amostras de CFA de IMT/Hc 128 foram submetidas à cromatografia de gel filtração 

em coluna Sephadex G-200. O perfil espectrofotométrico foi construído com base 

nos resultados expressos em absorbância a 280nm. O ELISA foi realizado em 

placas sensibilizadas com as frações de 3 a 33 eluídas em coluna Sephadex G-200, 

e incubadas com amostras de soro anti-Ea-CFA. Os resultados foram expressos em 

absorbância a 492 nm, considerando p< 0,05 significativo. 

3 a 33 = frações eluídas em coluna Sephadex G-200. 
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Figura 4 – Hemofagocitose de eritrócitos mediada por CFA de IMT/Hc 128.  

A suspensão de hemácia a 1% foi incubada com CFA de IMT/Hc 128 ( diluído 1/8 a 

1/64) por 1 h a 37 ºC, e posteriormente adicionado a lâminas de microscopia 

contendo 5 x 106 macrófagos. O ensaio foi mantido a 37 ºC, em estufa BOD, por 40 

minutos. As lâminas foram fixadas com metanol e coradas por hematoxilina eosina 

(HE) e analisadas por meio de microscopia óptica (1000x). (A) Ausência de 

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

→). 


