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RESUMO 

 

Efeito de anticorpos monoclonais na patobiologia de infecções por Pseudallescheria 

boydii e Histoplasma capsulatum 

 

LIVIA CRISTINA LIPORAGI LOPES 

 

Orientador: Profa. Eliana Barreto-Bergter 

Co-orientador: Prof. Joshua Daniel Nosanchuk 

 

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pós-Graduação em 

Ciências (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessários 

à obtenção do título de Doutor em Ciências Biológicas (Microbiologia). 

 

Pseudallescheria boydii é um fungo pertencente ao complexo 
Pseudallescheria/Scedosporium. P. boydii é um fungo oportunista capaz de causar 
infecções similares, em termos de variedade e predisposição, àquelas infecções 
causadas por espécies de Aspergillus. Peptidoramnomananas (PRMs) são 
glicoconjugados presentes na parede celular de fungos, e sua presença e estrutura 
parcial já foram caracterizadas em P. boydii, Scedosporium prolificans e Sporothrix 
schenckii. Estudos anteriores relataram a antigenicidade desta molécula, bem como 
sua participação na interação com células animais. No presente estudo, 3 anticorpos 
monoclonais (IgG1) anti-PRM de P. boydii foram gerados e purificados, e seus efeitos 
na biologia e virulência de P. boydii foram testados em experimentos in vitro e in vivo. 
Os resultados demonstraram que os anticorpos monoclonais competem pelo mesmo 
epítopo na molécula de PRM, e que este epítopo corresponde à porção carboidrato da 
molécula. Os resultados in vitro mostraram que, na presença destes anticorpos, 
conídios de P. boydii germinaram mais e foram menos fagocitados por macrófagos 
J774.16. Os experimentos in vivo mostraram que os animais tratados com os 
anticorpos, previamente à infecção com o fungo, morreram mais que os animais 
controles, demonstrando que os anticorpos anti-PRM podem aumentar a doença 
fúngica nos camundongos, elevando assim os índices de letalidade. Assim, esta 
glicoproteína parece estar modulando funcões como germinação e virulência do fungo, 
além de interação com células hospedeiras. Neste contexto, torna-se de grande 
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importância a elucidação dos mecanismos de patogênese e resistência fúngicas, e o 
entendimento sobre a composição e possíveis funções destes glicoconjugados, o que 
pode levar a um progresso substancial na prevenção e tratamento das infecções 
fúngicas. 

Histoplasma capsulatum var. capsulatum é um fungo dimórfico e cosmopolita, 
sendo um dos  agentes etiológicos de micoses respiratórias mais prevalentes. A 
resposta na histoplasmose tem sido caracterizada nos últimos anos, mas a relevância 
destes anticorpos na patogênese fúngica ainda é desconhecido. Estudos recentes 
demonstraram a existência de anticorpos monoclonais protetores, não protetores e com 
capacidade de acentuar a doença. Neste trabalho, os possíveis efeitos do anticorpo 
monoclonal (H1C) contra uma proteína de 70 kDa de superfície celular de H. 
capsulatum foram testados em diferentes experimentos. Na presença deste anticorpo, 
foi observado um aumento na sobrevivência intracelular de leveduras de H. capsulatum 
em macrófagos J774.16. De forma semelhante, observou-se uma diminuição da 
liberação de óxido nítrico por estes fagócitos. Os estudos in vivo também 
demonstraram que o anticorpo não se mostrou hábil em proteger os animais após 
infecção letal por H. capsulatum. Estes resultados prévios apontam para um possível 
papel desta molécula na virulência do fungo e na interação com células do hospedeiro, 
o que revela a grande complexidade no que concerne às interações patógeno – célula 
hospedeira. 

 

Palavras-chave: Pseudallescheria boydii, Anticorpos monoclonais, Peptidoramnomana, 
Histoplasma capsulatum, patobiologia, interação com célula hospedeira 
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ABSTRACT 

 

Effect of monoclonal antibodies in the patobiology of Pseudallescheria boydii e 

Histoplasma capsulatum infections 

 

LIVIA CRISTINA LIPORAGI LOPES 

 

Orientador: Profa. Eliana Barreto-Bergter 

Co-orientador: Prof. Joshua Daniel Nosanchuk 

 

Abstract da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pós-Graduação em 

Ciências (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessários 

à obtenção do título de Doutor em Ciências Biológicas (Microbiologia). 

 
Pseudallescheria boydii is part of the Pseudallescheria - Scedosporium complex. 

P. boydii is an opportunistic fungus that can cause a broad spectrum of diseases, very 
similar with infections of other fungi, as Aspergillus species. Peptidorhamnomannans 
(PRMs) are cell wall glycoconjugates present in some fungi, and their structures have 
been characterized in P. boydii, Scedosporium prolificans and Sporothrix schenckii. 
Previous works related the antigenic properties of this molecule as well as its 
participation in interaction process with animal cells. In the present study, three 
monoclonal antibodies (mAbs, IgG1) against PRM from P. boydii were generated and 
their effects on P. boydii biology and virlence were examined by in vitro and in vivo 
experiments. The mAbs recognized a very similar or overlapping epitope, which is 
formed by the carbohydrate moiety of the PRM. In culture, the addition of PRM mAbs 
increased the P. boydii conidia germination and reduced the conidial phagocytosis by 
J774.16 macrophages. In a murine infection model, mice treated with these antibodies 
against PRM died in a higher level than compared to the control animals, suggesting 
that anti-PRM antibodies can exarcebate the fungal disease enhancing the fungal 
lethality. Thus, PRM should be involved with fungal morphogenesis and virulence. 
Further insights into the effects of these glycoconjugates on the pathobiology of P. 
boydii may lead to new avenues for preventing and treating pseudallescheriosis, with a 
focus in the antifungal therapies. 

 
Histoplasma capsulatum var. capsulatum is a dimorphic fungus with worldwide 

distribution. This pathogen is one of the most important etiologic fungal agent of 
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respiratory mycosis. Histoplasmosis has been studied in the last years, but the role of 
mAbs in the pathogenesis is still unclear. Recent work showed that mAbs can be 
protective, non-protective or enhancing-disease. This study showed that monoclonal 
antibody H1C against a 70 kDa cell surface antigen of H. capsulatum, in the highest 
concentrations, increased intracellular fungal growth and reduces macrophage nitric 
oxide release. This antibody was not able to protect mice against experimental 
histoplasmosis. These previous results indicate that this 70 kDa protein can be evolved 
in the virulence of H. capsulatum and the interaction of this fungus with the host cells, 
demonstrating the complexities of host-pathogen interactions. 

 

Palavras-chave: Pseudallescheria boydii, Anticorpos monoclonais, Peptidoramnomana, 
Histoplasma capsulatum, patobiologia, interação com célula hospedeira 

 

Rio de Janeiro 

Julho/2010 
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ABREVIATURAS 

 

A549 – célula epitelial pulmonar humana 

AIDS – síndrome da imunodeficiência adquirida 

Asn - asparagina 

BSA – soro albumina bovina 

CD – grupamento de diferenciação (“cluster of differentiation”) 
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CR – receptor de complemento 
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IFN - interferon 

Ig – imunoglobulina 

IL – interleucina 

kDa – kilodalton 

LFA-1 – antígeno 1 associado à função leucocitária 

man – manose  

MTT –[3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il) 2,5-difenil brometo de tetrazólio] 

MyD88 – Gen 88 de resposta primária à diferenciação mielóide (“Myeloid differentiation 

primary response gene 88”) 
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NHSRho – marcador fluorescente 5-(e 6)-carboxi succinimidil tetrametilrodamina 
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PAS – ácido periódico- Schiff 

PBS – tampão fosfato salina 
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pNPP – p-nitrofenil fosfato 

PRM – peptidoramnomanana 

Rha – ramnose 

Rho - rodamina 

SDS – dodecil sulfato de sódio 

Ser - serina 
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TBS – tampão Tris-salina 

TLR – receptor do tipo “toll” 

TNF – Fator de necrose tumoral 

Thr - treonina 

TRITC – tetrametil isotiocianato de rodamina 
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1. Introdução 

 

Parte I: Pseudallescheria boydii 

 

1.1. O complexo Pseudallescheria/Scedosporium 

 

Os fungos são seres presentes em todos os ambientes do ecossistema, 

participando de processos importantes, como a reciclagem de carbono e minerais. 

Industrialmente, são amplamente utilizados na produção de pães e derivados, 

bebidas, diversas enzimas e antibióticos, como a penicilina. Por outro lado, alguns 

fungos são responsáveis por doenças em humanos e em outros animais, chamadas 

genericamente de micoses. Nas últimas décadas, com o surgimento da 

imunossupressão causada por doenças, como a síndrome da imunodeficiência 

adquirida, e tratamentos invasivos e agressivos para pacientes, como as 

quimioterapias, essas micoses vêm crescendo em importância na clínica, por 

causarem graves problemas para estes pacientes. Neste contexto, podemos 

constatar o aumento da incidência de fungos do complexo 

Pseudallescheria/Scedosporium, sendo considerados assim, atuais fungos 

emergentes (STEINBACH et al., 2003a). 

Nos últimos anos, considerava-se o gênero Scedosporium sendo constituído por 

duas principais espécies de importância médica, Scedosporium prolificans e 

Scedosporium apiospermum / Pseudallescheria boydii. A espécie S. prolificans é 

um fungo imperfeito, pois apresenta apenas a forma assexuada de reprodução, 

enquanto S. apiospermum era considerado um fungo perfeito por apresentar uma 

forma assexuada ou anamorfa (S. apiospermum) e outra forma sexuada ou 

teleomorfa (P. boydii) (CORTEZ et al., 2008). Recentemente, Gilgado e 

colaboradores evidenciaram diferenças moleculares entre S. apiospermum e P. 

boydii, propondo a distinção destes em duas espécies diferentes, bem como 

caracterizaram diversas outras espécies de fungos pertencentes aos gêneros 

Scedosporium e Pseudallescheria, algumas de interesse estritamente ambiental e 
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outras de origem clínica.  Com isto, foi estabelecida uma nova classificação para 

tais fungos, considerando-se que estes fazem parte de um grande complexo, 

denominado complexo Pseudallescheria/Scedosporium, no qual encontramos mais 

do que as 3 espécies citadas dentro do antigo gênero Scedosporium, e onde foi 

estabelecido que S. apiospermum e P. boydii não são a mesma espécie fúngica 

(HARUN et al., 2009, GILGADO et al., 2010). 

 

1.2. Histórico, biodiversidade e taxonomia do complexo 

Pseudallescheria/Scedosporium 

Fungos do complexo Pseudallescheria/Scedosporium pertencem ao domínio 

Eukarya, filo Ascomycota, classe Euascomycetes, ordem Microascales e família 

Microascaceae. 

P. boydii foi isolado pela primeira vez em 1889, como o agente infeccioso de 

uma otite humana (Apud GUARRO et al., 2006). Em 1911, foi isolado um fungo de 

micetoma, o qual foi nomeado como Monosporium apiospermum (atualmente, 

Scedosporium apiospermum) (Apud GUARRO et al., 2006). 

A taxonomia deste complexo mudou muito desde a descoberta do Monosporium 

apiospermum. Quando este foi descoberto, observou-se apenas o desenvolvimento do 

estágio assexuado de reprodução e, por isso, foi classificado como um deuteromiceto. 

Anos depois, foi sugerido o nome Scedosporium para esse fungo, mas não foi proposta 

a criação de um novo gênero e, após algum tempo, esse termo começou a ser aceito 

pelos micologistas (Apud GUARRO et al., 2006). Em 1922, foi descrito um novo 

ascomiceto, Allescheria boydii, isolado de um micetoma (Apud GUARRO et al., 2006). 

Apenas em 1944, Allescheria boydii e Monosporium apiospermum passaram a ser 

considerados, respectivamente, a forma teleomorfa e a forma anamorfa (Apud 

GUARRO et al., 2006), e suas nomenclaturas mudaram muito ao longo do tempo. Em 

1970, reclassificou-se o teleomorfo como Petriellidium boydii e, mais tarde, o gênero 
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passou a ser chamado de Pseudallescheria. Já o anamorfo foi renomeado para 

Scedosporium apiospermum (Apud GUARRO et al., 2006). 

Inicialmente, a forma utilizada para distinguir tais espécies fúngicas era a sua 

estrutura de reprodução. Esta estrutura permitia a distinção desse gênero em sete 

espécies: P. africana, P. angusta, P. boydii, P. desertorum, P. ellipsoidea, P. fimeti e P. 

fusoidea. Posteriormente, análises das regiões ITS1 e ITS2 do ribossomo e seqüências 

genéticas de subunidades pequenas e grandes do rRNA revelaram semelhanças entre 

algumas dessas espécies e a completa distinção de S. prolificans (ISSAKAINEN et al., 

1997, ISSAKAINEN et al., 2003, RAINER & DE HOOG, 2006). 

Estudos recentes propõem algumas mudanças e novas descobertas em relação 

ao gênero Scedosporium. Gilgado propôs duas novas espécies: S. aurantiacum e P. 

minutispora (GILGADO et al., 2005). Baseado em estudos morfológicos, fisiológicos e 

moleculares, S. apiospermum e P. boydii foram consideradas espécies distintas. Uma 

nova espécie, Scedosporium dehoogii, é descoberta e o nome S. boydii é proposto 

para a forma anamorfa de P. boydii (GILGADO et al., 2005). Em outro estudo, essa 

distinção entre P. boydii e S. apiospermum foi novamente evidenciada e foi proposta a 

nomenclatura P. apiosperma para o teleomorfo de S. apiospermum (GILGADO et 

al.,2008, 2010) (Tabela 1). 

 

Tabela 1: Espécies e diferentes nomenclaturas (sinônimos) do complexo 

Pseudallescheria/Scedosporium. Tabela baseada em Cortez et al., 2008.        
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1.3. Características morfológicas  

As colônias de P. boydii crescem rapidamente a 25°C em meio de cultura ágar 

Sabouraud, podendo tolerar temperaturas de 37°C até 42°C. Além disso, P. boydii é 

capaz de assimilar manitol, maltose e lactose e crescer em meio de cultura contendo 

até 8 mg/mL de cicloheximida. As colônias são inicialmente brancas, tornando-se cinza 

escuras ao longo do tempo. Observando-se o reverso da colônia, as colônias 

apresentam-se pálidas com zonas escuras e amarronzadas (KIMURA & MCGINNIS, 

1998, CORTEZ et al., 2008).  

P. boydii apresenta o estágio sexuado de reprodução e tem como principal 

característica a presença de corpos de frutificação fechados, chamados de cleistotécio 

(estrutura característica da reprodução sexuada deste fungo), onde localizam-se os 

ascos, contendo em média oito ascósporos (4 × 8 μm) (Figura 1). É uma estrutura 

globosa, apresentando uma coloração escura, com paredes espessas (em média 5 

μm), composta de duas a três camadas de hifas septadas que uma vez rompida, libera 

esses ascos que logo se dissolvem, liberando os ascósporos (Figura 1) (GUARRO et 

al., 2006; CORTEZ et al., 2008; GILGADO et al., 2009). Os ascósporos são 

unicelulares, ovais e lisos (CORTEZ et al., 2008; GILGADO et al., 2009). 

  

Figura 1: Pseudallescheria boydii. (A) Crescimento em placa com meio de cultura ágar 

Sabouraud. Fonte: www.pf.chiba-u.ac.jp/gallery/img/fungi/p/Pseudallescheria _boydii  
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(B-C) Cleistotécio rompido de P. boydii  in vitro, mostrando a liberação dos ascosporos. 

Fontes: (CORTEZ et al., 2008; GILGADO et al., 2009). 

 

1.4. Epidemiologia  

P. boydii é normalmente encontrado em regiões de clima temperado, com menor 

prevalência em regiões de clima tropical. Além disso, esta espécie é termotolerante e 

capaz de sobreviver em condições de baixa pressão de oxigênio e alta concentração 

de sal (5%), permitindo a sobrevivência em ambientes poluídos onde há baixa aeração 

e pressão osmótica alta (DE HOOG et al., 1994). Esse fungo já foi encontrado em 

diversos ambientes, como água salgada, esgoto, solo, fezes de aves, gado e morcegos 

(GUARRO et al., 2006). A frequência de P. boydii no ambiente está diretamente 

relacionada à poluição orgânica originada de humanos, como solo de agricultura, solo 

contaminado com hidrocarbonetos, sedimento e esgoto, onde o conteúdo de nitrogênio 

é abundante. Isso pode ser explicado pela capacidade desse fungo em utilizar gás 

natural e compostos aromáticos. Já em ambientes não impactados, é raro encontrar 

essa espécie (APRIL et al., 1998; GUARRO et al., 2006). Estudos recentes 

demonstraram que certas espécies do complexo Pseudallescheria/Scedosporium são 

encontradas com mais frequência em fontes ambientais e clínicas. P. boydii e S. 

apiospermum são frequentemente encontrados em amostras clínicas e, em menor 

frequência, em amostras ambientais. Já S. dehoogii e P. minutispora são 

principalmente encontrados em amostras ambientais e raramente em amostras clínicas 

(KALTSEIS,RAINES & DE HOOG, 2009). 

Em áreas endêmicas, fungos deste complexo têm crescimento sapróbita em 

espinhos de árvores (muito encontrado nessas regiões) e as infecções ocorrem por 

trauma, onde o fungo acaba sendo inoculado no tecido humano. A doença (micetoma) 

não é transmitida de um indivíduo para outro, nem de uma espécie animal para outra e 

não há nenhuma evidência de predominância racial ou étnica (CORTEZ et al., 2008). 
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Desde 1984, casos de infecções por espécies fúngicas pertencentes a este 

complexo têm sido relatados, principalmente na Península Ibérica e Austrália 

(BOUCHARA, HORRE & HOOG, 2009; GRENOUILLET et al., 2009). Posteriormente, 

tais fungos foram associados à patologias em outros países, como Alemanha, França, 

Estados Unidos da América (EUA), Japão e Brasil (BOUCHARA HORRE & HOOG, 

2009). Apesar de ser frequentemente isolado de indivíduos imunocomprometidos, P. 

boydii só teve sua importância médica reconhecida em 1948, quando BENHAM & 

GEORGE reportaram um caso de meningite causada por esta espécie (BENHAM & 

GEORGE, 1948). Este atraso no reconhecimento de P. boydii como patógeno de 

importância médica pode ser devido à difícil classificação taxonômica do fungo. 

A frequência destas infecções não é considerada extremamente alta; entretanto, 

alguns casos já foram relatados em pacientes hospitalizados apresentando doenças 

hematológicas (ALVAREZ et al., 1995, WILLIAMSON et al., 2001). Segundo estudos 

feitos entre 1992 e 1993, na área da baía de São Francisco (EUA), a frequência de 

infecções por P. boydii é de um caso em um milhão de pessoas (REES et al., 1998). 

No Brasil, alguns casos já foram relatados, principalmente em pacientes 

apresentando outras patologias, como diabetes, artrite reumatóide e histórico de 

tuberculose. Todos os pacientes apresentaram sintomas pulmonares, o que poderia 

confundir o diagnóstico com o de outras micoses, como as causadas por Aspergillus 

fumigatus (MACHADO et al., 1998, SEVERO, OLIVEIRA & IRION, 2004). 

Com o avanço das técnicas, como eletroforese de multilocus de enzima e PCR, 

é possível diferenciar genotipicamente os isolados de pacientes (como os casos de 

pacientes com fibrose cística), tornando mais eficiente a identificação de Scedosporium 

spp. isolados a partir de amostras clínicas (ZOUHAIR et al., 2001, DEFONTAINE et al., 

2002). 

 

1.5. Infecção 

As doenças em humanos são causadas predominantemente por P. boydii e S. 

prolificans e suas principais características são o grau de gravidade e a localização no 
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paciente. As pseudallescherioses/scedosporioses podem variar desde simples 

infecções cutâneas e subcutâneas até infecções disseminadas em pacientes 

imunossuprimidos. Os agentes causadores dessas infecções fúngicas são 

considerados emergentes, devido ao aumento da freqüência de aparecimento de novos 

casos ao longo dos anos (WALSH & GROLL, 1999; LAMARIS et al., 2006). 

As manifestações clínicas das pseudallescherioses/scedosporioses são muito 

variadas, devido à capacidade desse fungo causar infecções em diversos órgãos do 

corpo humano. 

Apesar de ser geralmente considerado um patógeno oportunista, P. boydii é o 

principal agente causador do micetoma micótico (Figura 2), que é uma infecção 

fúngica que acomete pacientes imunocompetentes. O micetoma micótico é uma 

infecção subcutânea crônica, normalmente ocasionada por introdução traumática do 

agente infeccioso no tecido, apresentando uma maior incidência nos membros 

inferiores e superiores e podendo ser causado por fungos (eumicetoma ou micetoma 

micótico) ou por actinomicetos (actinomicetoma). No micetoma pode-se observar o 

acometimento dos tecidos cutâneo e subcutâneo e tecidos moles, sendo ainda possível 

a extensão da infecção aos tendões, ligamentos e ossos. A patologia é caracterizada 

por supuração, formação de abscesso, granuloma e sinus contendo grânulos de 

coloração branca amarelada contendo microcolônias do fungo envolvido com debris do 

tecido (CORTEZ et al., 2008). 

P. boydii é capaz de causar infecções similares, em termos de variedade e 

predisposição, às infecções causadas por espécies do gênero Aspergillus. Essas 

infecções incluem colonização pulmonar (SEVERO, OLIVEIRA & IRION, 2004; PIHET 

et al., 2008), pneumonias invasivas (STEINBACH et al., 2003a), micose 

broncopulmonar alérgica, uveítes, sinusites (THIAGALINGAM et al., 2004), 

endocardites (O'BRYAN, BROWNE & SCHONDER, 2002), abscessos cerebrais 

(MONTEJO et al., 2002, SAFDAR et al., 2002; KANAFANI, COMAIR & KANJ, 2004), 

infecções cutâneas e subcutâneas (CHAVEIRO et al., 2003), bola fúngica (WILLINGER 

et al., 2003), otites (BHALLY et al., 2004) e micoses sistêmicas e disseminadas 

(BUZINA et al., 2006). 
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O pulmão é o segundo sítio mais comum de infecção por P. boydii e a doença 

pulmonar pode ser classificada em três grupos: (i) alérgica, (ii) de colonização 

intracavitária e (iii) invasiva (SEVERO, PORTO & LONDERO, 1998). MILLER e 

colaboradores (1993) descreveram dois casos de pacientes com aspergilose 

broncopulmonar alérgica recorrente e que apresentaram uma exarcebação da micose 

broncopulmonar alérgica devido à colonização por P. boydii, apresentando 

imunoglobulina E (IgE) total, IgG e IgE específica, teste cutâneo e preceptina para este 

fungo, acompanhados de um quadro clínico bem definido para pseudallescheriose 

broncopulmonar alérgica (MILLER et al., 1993). A doença pulmonar invasiva por P. 

boydii pode se caracterizar pela presença de um nódulo solitário assintomático ou por 

uma pneumonia necrotizante, fatal na maioria dos casos ((SEVERO, PORTO & 

LONDERO, 1998). Em indivíduos não imunossuprimidos, o isolamento do fungo a partir 

do escarro, demonstra uma colonização transiente dos brônquios e/ou pulmões, 

principalmente, cavidades previamente formadas devido à tuberculose ou à fibrose 

cística, as quais são condições que predispõem à colonização intracavitária com a 

posterior formação de bola fúngica (TRAVIS, ROBERTS & WILSON, 1985). P. boydii é 

o segundo fungo filamentoso encontrado mais frequentemente em pacientes com 

fibrose cística, com um índice de prevalência de 8,6% (PIHET et al., 2009); nesta 

condição clínica, estima-se que as alterações prévias no epitélio broncopulmonar 

decorrentes da infecção bacteriana e da resposta inflamatória, sejam fatores que 

predispõem à infecção fúngica (ZOUHAIR et al., 2001, PIHET et al., 2009). 

A morfologia de P. boydii no tecido infectado é idêntica a de diversos outros 

agentes que causam infecções fúngicas oportunistas, como a presença de hifas 

hialinas septadas (Figura 3) semelhante à colonização por espécies de Aspergillus, 

Fusarium, Paecelomyces e outros. P. boydii e Aspergillus sp. podem coexistir em uma 

mesma infecção e, portanto, a presença dos dois agentes dificulta o diagnóstico 

diferencial em nível clínico, histopatológico, e principalmente pelas diferenças nas 

respostas as drogas antifúngicas (FENELON, 1999; PIHET et al., 2009). 
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Também podem ser encontrados casos de artrite, osteomielite, infecções dos 

olhos, onicomicoses, infecções linfocutâneas e otite como resultado de inoculação 

traumática do fungo (GUARRO et al., 2006). 

Um outro tipo de manifestação clínica descrita em quadros causados pelo P. 

boydii é exemplificado pela formação de abcessos cerebrais causados pela aspiração 

de água contaminada (RUCHEL & WILICHOWSKI, 1995). Os fungos que comumente 

causam infecções no sistema nervoso central são espécies de Candida e Cryptococcus 

neoformans. No entanto, com o aumento na prevalência de indivíduos 

imunocomprometidos, outros fungos têm emergido como importantes causadores de 

doenças do sistema nervoso central. Entre esses agentes emergentes, P. boydii é um 

relativamente raro, mas bem documentado, patógeno potencial do sistema nervoso 

central, sendo letal na maioria dos casos (NESKY, MCDOUGAL & PEACOCK, 2000). 

Em indivíduos imunocompetentes, algumas situações, como mecanismos de drenagem 

do líquido cérebro espinhal ou mesmo uma raquianestesia podem levar a um processo 

de meningite crônica causada por P. boydii (POZA et al., 2000). 

No Brasil, LOPES e colaboradores (1994) e SEVERO e colaboradores (1997) 

relataram alguns casos de nódulos subcutâneos causados por P. boydii, possivelmente 

de origem não traumática, em pacientes imunossuprimidos por tratamento com drogas 

imunossupressoras após transplantes de órgãos (LOPES et al., 1994; SEVERO et al., 

1997). GINTER e colaboradores (1999) registraram um caso de pseudallescheriose 

cutânea atípica e que era refratária aos antifúngicos (GINTER et al., 1999). SEVERO e 

colaboradores (2004) reportaram quatro casos de colonização intracavitária (bola 

fúngica) do trato respiratório por S. apiospermum (SEVERO, OLIVEIRA & IRION, 

2004). Foi enfatizada, no estudo, a necessidade de uma busca minuciosa de conídios 

do fungo, a fim de estabelecer o diagnóstico etiológico no espécime clínico, evitando 

assim a administração de uma terapia inadequada, pois o tratamento das infecções 

causadas por P. boydii é complicado devido à resistência do fungo as drogas 

antifúngicas clássicas, como por exemplo, anfotericina B (SEVERO, OLIVEIRA & 

IRION, 2004; CORTEZ et al., 2008; SANTOS et al., 2009). 

 



 

 

26 

O tratamento ideal para essas infecções é desconhecido e os índices de mortalidade 

são muito altos na ausência de tratamento com antifúngicos (STEINBACH et al., 

2003a,b). 

 

Figura 2: Exemplos de micetomas micóticos. Fontes: (GUARRO et al., 2006; CORTEZ 

et al., 2008). 

 

Figura 3: (A) Contre transversal de uma fístula mostrando a presença de grãos e 

infiltrado inflamatório. (B) Infecção em tecido humano. Presença de infiltrado de 
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neutrófilos e monócitos oriundos da resposta imune hospedeira. Fonte: (CORTEZ et al., 

2008). 

 

1.6. Terapia antifúngica 

Como mencionado anteriormente, P. boydii pode ser confundido no tecido com 

outros fungos filamentosos, o que faz com que infecções sistêmicas ocasionadas por 

esse fungo possam ser facilmente confundidas com outros quadros causados por 

espécies hialinas, como as pertencentes aos gêneros Aspergillus e Fusarium (NUCCI, 

2003). Considerando que a anfotericina B é a droga de escolha para o tratamento da 

aspergilose e P. boydii é resistente a essa droga, tal erro resultaria numa terapia 

inadequada. Essa é potencialmente uma das razões para uma alta taxa de mortalidade 

por pseudallescheriose invasiva (GONZALEZ et al., 2005). 

Vários estudos mostraram que drogas antifúngicas, como anfotericina B, 

nistatina, fluconazol, cetoconazol, itraconazol e terbinafina apresentam baixa atividade 

in vitro contra S. apiospermum (GUARRO et al., 2006). Entretanto, alguns estudos 

indicaram alguma atividade pelo itraconazol  (WALSH et al., 1995, WALSH & GROLL, 

1999; CHAVEIRO et al., 2003). Porém, devido ao isolamento de algumas cepas de P. 

boydii resistentes ao itraconazol, o voriconazol (triazol de segunda geração derivado do 

fluconazol) tem emergido como uma potente droga antifúngica utilizada no tratamento 

de pseudallescheriose pulmonar invasiva, disseminada e pseudallescheriose do 

sistema nervoso central (KANAFANI, COMAIR & KANJ, 2004). Há ainda, no entanto, 

outro fator a ser considerado: devido à existência de múltiplas interações 

medicamentosas do voriconazol com outras drogas administradas na clínica, o que 

inclui drogas utilizadas com fins de imunossupressão em pacientes transplantados, 

nem sempre seu uso é possível. Neste caso, a droga de escolha para o tratamento das 

pseudallescherioses permanece desconhecida (O'BRYAN, BROWNE & SCHONDER, 

2002). Outros agentes antifúngicos, como os novos azóis, são promissores, como o 

triazol ravuconazol (CARRILLO & GUARRO, 2001). A atividade dos antifúngicos do 

grupo das equinocandinas tem sido considerada fraca (GUARRO et al., 2006). Utiliza-
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se também como tratamento, principalmente da bola fúngica, a intervenção cirúrgica, 

com a finalidade de remover o tecido lesionado pelo fungo (GONZALEZ et al., 2005). 

Devido à baixa susceptibilidade de fungos do complexo 

Pseudallescheria/Scedosporium a esses agentes antifúngicos, vários estudos 

analisaram a combinação desses agentes. A combinação anfotericina B / fluconazol e 

anfotericina B / micafungina apresentam uma grande sinergia (WALSH et al., 1995, 

YUSTES & GUARRO, 2005). O mecanismo de sinergia ainda não está claro. 

Micafungina exerce atividade antifúngica através da inibição da (1,3)-β-D-glucana 

sintase, interferindo na síntese da parece celular do fungo, o que provavelmente facilita 

a ação da anfotericina B na membrana celular em menores concentrações (GUARRO 

et al., 2006). Alguns trabalhos também já demonstraram a sinergia entre agentes 

antifúngicos e certos anticorpos. A combinação de caspofungina e anticorpo anti-β-

glucana, por exemplo, intensifica o dano causado em hifas por células 

polimorfonucleares (LAMARIS et al., 2008). 
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Parte II: Histoplasma capsulatum 

 

1.7. Histórico, biodiversidade e taxonomia de Histoplasma capsulatum 

A histoplasmose é uma micose sistêmica causada por um fungo dimórfico, o 

Histoplasma capsulatum. A doença foi pela primeira vez descrita por Samuel Darling, 

no Panamá, que entre 1905 e 1906 necropsiou três casos disseminados da doença, 

dois dos quais provenientes da Ilha de Martinica, onde hoje esta micose é 

reconhecidamente endêmica. A doença descrita por este patologista era similar à 

leishmaniose visceral e, portanto, tendo sido erroneamente considerada ser causada 

por um protozoário encapsulado. Somente em 1934, o microrganismo foi corretamente 

identificado como um fungo com dimorfismo térmico (POONWAN ET AL., 1998, SILVA-

VERGARA et al., 2001, SANO & MIYAJI, 2003). 

  Taxonomicamente, o H. capsulatum, é um eucarioto, do Domínio Eukarya, 

encontra-se na 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 (KERSULYTE et al., 1992; KWON-CHUNG et al., 1992; 

PERROTTA et al., 2001) baseadas nas características morfológicas (CAMPBELL & 

BERLINER, 1973), polimorfismo genético, (KEATH et al., 1989, SPITZER et al., 1989; 

CARTER et al., 1997) e preferência por diferentes regiões geográficas e hospedeiros. 

Tais variedades do fungo são evolutivamente, ecologicamente e biologicamente 

diferentes (VINCENT et al., 1986) e cada uma responsável por uma forma da doença 

(WHEAT et al., 2001a,b). A fase sexuada denomina-se Ajellomyces capsulatus, sendo 

pouco comum seu isolamento no laboratório clínico.  

 Morfologicamente, o H. capsulatum var. capsulatum e o H. capsulatum var. 

duboisii são indistinguíveis em sua fase micelial, no entanto, em tecidos animais o H. 

capsulatum var. duboisii é encontrado como elemento leveduriforme, de forma ovalada, 



 

 

30 

maior e de parede mais espessa do que a H. capsulatum var. capsulatum, medindo de 

10 a 15 μm, de localização extracelular no tecido do hospedeiro quando corado por 

PAS ou pela prata-metanamina (KERSULYTE et al., 1992; KWON-CHUNG et al., 1992; 

PERROTTA et al., 2001).  

 Trata-se de um fungo termodimórfico, difícil de ser cultivado in vitro dependendo 

da variedade a ser examinada, e os métodos utilizados para seu cultivo assim como o 

tempo de cultura in vitro afetam diretamente sua morfologia, esporulação e capacidade 

de dimorfismo (PERROTTA et al., 2001; SILVA-VERGARA et al., 2001, WHEAT et al., 

2001a,b). As características morfológicas e dimorfismo são adaptações dos fungos 

para sua preservação na natureza (HOLBROOK & RAPPLEYE, 2008). 

 

1.8. Características morfológicas  

 Em meios de cultura definidos à temperatura ambiente, o H. capsulatum 

apresenta um desenvolvimento filamentoso, cresce como culturas brancas, 

algodonosas, de desenvolvimento lento, com micélio aéreo, que tendem a escurecer 

com o tempo. Em temperatura corpórea (37C), desenvolve-se em sua fase 

leveduriforme formando colônias cremosas, úmidas, brilhantes e lisas. Em temperatura 

ambiente, observam-se hifas hialinas, septadas, ramificadas, que produzem 

microconídios ou clamidoconídios lisos e equinulados e macroconídios tuberculados. 

Na temperatura corpórea e em meios complexos, pode-se observar, 

microscopicamente, pequenas células leveduriformes medindo de 1 a 5 μm de 

diâmetro, que são encontradas, quando no tecido do hospedeiro, quase que 

exclusivamente no interior de macrófagos. As células leveduriformes, no meio de 

cultura, podem apresentar brotamento, o que raramente se observa nos tecidos. Em 

geral, as leveduras são ovaladas e frequentemente apresentam gemulação única. 

(Figura 4) (DRUTZ, 1989; HAJJEH, 1995; DEODHARE &SAPP, 1997; SILVA-

VERGARA et al., 2001; WHEAT et al., 2001a) 
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Figura 4: Morfologia de H. capsulatum var. capsulatum. (a) Conidiogênese em fase 

micelial. Fonte: www.vetmed.wisc.edu/students/ vetmycology/lab.htm; (b) Microconídio. 

Fonte: www.fmvz.unam.mx/.../patologia/microscopia.htm; (c) Fase leveduriforme no 

tecido. Fonte:www.cat.cc.md.us/.../lab10/histlung.htmL; (d) Macroconídios (1) e 

microconídios (2). Fonte:www.doctorfungus.org/.../histoplasmosis.htm; (e) Macrocoidio 

tuberculado. Fonte: www.mycolog.com/chapter23.htm.  

 

1.9. Epidemiologia  

O H. capsulatum é um fungo sapróbita. O habitat deste patógeno é o solo 

contendo fezes de aves e morcegos, que servem como um bom meio de crescimento 

para o organismo, podendo persistir no ambiente após a contaminação por longos 

períodos de tempo.  Podem ser encontrados também em fezes de outros mamíferos 

como cachorros, gatos, ratos e outros roedores, carnívoros de vida silvestre e em 

marsupiais como o Didelphis albiventris, encontrado no estado de Minas Gerais no 

Brasil (SILVA-VERGARA et al., 2001), e em solos com alto teor de nitrogênio e fosfato 

recolhidos nos locais frequentados por estes animais, o que confirma a presença do 

fungo na natureza (DEODHARE & SAPP, 1997; SILVA-VERGARA et al., 2001). As 

http://www.mycolog.com/chapter23.htm


 

 

32 

aves não albergam o fungo devido à alta temperatura corporal, mas os morcegos 

podem ser portadores crônicos, excretando formas viáveis em suas fezes 

(KERSULYTE et al., 1992 PERROTTA et al., 2001; SILVA-VERGARA et al., 2001).  

A histoplasmose é amplamente distribuída no continente americano. O H. 

capsulatum é cosmopolita, amplamente distribuído em regiões subtropicais e tropicais, 

nas quais existem áreas de grande endemicidade. É altamente prevalente em 

determinadas áreas dos EUA (regiões centrais e sul do país, ao longo dos vales dos 

rios Mississipi e Ohio) (SILVA-VERGARA et al., 2001), México, Honduras, Guatemala, 

Nicarágua, Panamá, em várias ilhas do Caribe (Jamaica, Porto Rico, Martinica e Cuba) 

e em diversos países sul-americanos, principalmente Venezuela, Colômbia, Peru, 

Brasil, Argentina e Uruguai (SZANISZLO, KANG & CABIB, 1985; KERSULYTE et al., 

1992; PERROTTA et al., 2001; SILVA-VERGARA et al., 2001; SANO SANO & MIYAJI, 

2003, 2003). Casos também têm sido descritos na África, onde as duas variedades 

(capsulatum e duboisii) co-existem, e no Sudeste Asiático, em particular na Tailândia, 

Malásia, Indonésia, Índia e Vietnã (AJELLO et al., 1960; SANO SANO & MIYAJI, 2003; 

UEDA et al., 2003). Raramente tem sido diagnosticada na Europa, à exceção da Itália, 

onde poucos casos foram observados (KERSULYTE et al., 1992, PERROTTA et al., 

2001). Como já mencionado, a variedade duboisii ocorre apenas nas áreas tropicais da 

África, com 70% dos casos provenientes da Nigéria, Zaire, Uganda e Senegal. Casos 

esporádicos têm sido publicados na Europa em imigrantes africanos, provenientes de 

áreas endêmicas da micose. No Brasil, antes do surgimento da síndrome da 

imunodeficiência adquirida (AIDS), a histoplasmose era raramente diagnosticada, 

constituindo uma curiosidade observada apenas em doentes com linfoma ou outras 

neoplasias e, esporadicamente, em transplantados renais. Nos anos de 1980 a 1990, 

com o advento da AIDS, centenas de casos de histoplasmose, em particular na forma 

disseminada, foram observados entre os portadores desta síndrome, passando a ter 

esta micose um lugar de destaque entre as doenças fúngicas vistas no país. Epidemias 

de histoplasmose aguda têm ocorrido em áreas endêmicas e não endêmicas, após a 

exposição a ambientes contaminados com o fungo, particularmente cavernas onde 

habitam morcegos, galinheiros, telhados de casas abandonadas, dentre outros. Estes 
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surtos já foram observados no Brasil nos Estados de São Paulo, Rio de Janeiro, 

Espírito Santo, Mato Grosso e Minas Gerais. Em geral, nas áreas endêmicas de 

histoplasmose, mais de 80% da população, com idade maior que 20 anos, mostram 

reações cutâneas de hipersensibilidade à histoplasmina positivas. Essa prova cutânea 

é um método simples e eficaz para reconhecer infecções passadas, assintomáticas e 

subclínicas, estabelecendo a endemicidade de uma região (MENGES et al., 1967a). De 

acordo com estudos epidemiológicos de PERROTTA e colaboradores (2001), 

KERSULYTE e colaboradores (1992) e AJELLO (1960) acredita-se que as diferentes 

variedades do fungo tenham uma distribuição regional limitada: a H. capsulatum var. 

capsulatum tem distribuição mundial, é endêmica na América, incluindo o Brasil 

(AJELLO et al., 1960,; KERSULYTE et al., 1992; PERROTTA et al., 2001) e algumas 

áreas da África, Ásia e Europa; a H. capsulatum var. duboisii é encontrada somente na 

África e, por último, a H. capsulatum var. farciminosum foi descrita apenas como 

patógeno de cavalos e mulas em algumas áreas da Europa, África e Ásia 

(KERSULYTE et al., 1992, PERROTTA et al., 2001, UEDA et al., 2003).  

O isolamento do H. capsulatum de animais silvestres e domésticos naturalmente 

infectados tem sido utilizado como método complementar na determinação da 

distribuição geográfica da histoplasmose indicando a existência de fontes comuns de 

infecção aos homens e animais em determinada região. Várias espécies de mamíferos 

pertencentes às ordens dos roedores, canídeos, felídeos, marsupiais e quirópteros são 

suscetíveis a esta infecção fúngica (MENGES, 1951, 1954d, 1955, MENGES et al., 

1950, 1952, 1954a,b,c, 1955, 1965, 1967a,b), mas somente os quirópteros parecem 

participar ativamente do ciclo epidemiológico desta micose sistêmica, porque são 

suscetíveis à infecção, podendo disseminar o fungo de um local a outro (TAYLOR & 

SHACKLETTE, 1962), além de adubarem os solos com suas fezes. HOFF & BIGLER 

(1981) demonstraram que, apesar de certas espécies participarem no ciclo do H. 

capsulatum como disseminadores ativos deste microrganismo no ambiente, não 

significa que todas as espécies de morcegos tenham histoplasmose ou sejam capazes 

de atuarem como disseminadores; com isso, a importância dos morcegos na dinâmica 
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da transmissão da histoplasmose ainda não está totalmente esclarecida (HOFF & 

BIGLER., 1981). 

No Brasil, alguns estudos apontam para a pesquisa em animais domésticos e 

silvestres. Além de espécies já conhecidas como suscetíveis ao H. capsulatum, foram 

encontradas outras nunca descritas na literatura médica, como o Proechimys 

dimidiatus (NAIFF et al., 1985). Todas as espécies animais que foram encontradas 

naturalmente infectadas estão descritas em revisões feitas sobre a histoplasmose 

animal no Brasil (NAIFF et al., 1985). Após estas revisões, NAIFF e colaboradores 

(1985) demonstraram quatro gambás Didelphis marsupialis e duas pacas Agouti paca 

infectados, capturados na região Amazônica.  

 

1.10. Infecção 

A histoplasmose também é conhecida como doença de Darling, citomicose reticulo 

endotelial, doença das cavernas e doença dos “exploradores de cavernas” devido às 

suas características clínicas e epidemiológicas (SZANISZLO, KANG & CABIB, 1985; 

SAROSI et al., 1986a,b; DRUTZ, 1989; MUNIZ et al., 2001). Pode ser considerada uma 

infecção micótica clinicamente similar a infecção bacteriana da tuberculose, pois tanto 

o H. capsulatum quanto o Mycobacterium tuberculosis utilizam os macrófagos como 

célula hospedeira e podem causar comprometimento agudo ou crônico do pulmão, 

infecção disseminada e reativação da doença (GLATMAN-FREEDMAN & 

CASADEVALL, 1998, TEITELBAUM et al., 1998). É uma doença sistêmica e 

respiratória (RUBIN et al., 1959; MUNIZ et al., 2001), relativamente rara, restrita a 

surtos epidêmicos, apresentando manifestações variadas, dependendo do estado 

imunológico do paciente. 

O ser humano adquire a infecção através da inalação dos conídios presentes na 

natureza. A maioria das infecções é leve ou subclínica e pode ser diagnosticada 

retrospectivamente através da prova cutânea com a histoplasmina, como já 
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comentado, ou pela presença de pequenas lesões calcificadas contendo os fungos nos 

pulmões e linfonodos mediastinais. A maioria dos conídios inalados chega intacto aos 

alvéolos pulmonares (EMMONS, 1950), estimulando uma resposta inflamatória do 

hospedeiro, composta de células mononucleares e macrófagos, que são inaptos para 

destruir o microrganismo. De maneira geral, o microrganismo cresce como um 

organismo multicelular no meio ambiente (forma infectante) e conídios, fragmentos de 

hifas e/ou outros elementos infecciosos do fungo são inalados por humanos ou outros 

animais. No hospedeiro, são fagocitados pelos macrófagos pulmonares e depois se 

convertem, intracelularmente, a leveduras capazes de replicar em macrófagos onde 

exista uma diminuição da capacidade microbicida ocasionada, por exemplo, por 

alterações do sistema imune do hospedeiro ( SZANISZLO, KANG & CABIB, 1985; 

JOHNSON et al., 1986; REID & SCHAFER, 1999; NOSANCHUK et al., 2008a,b), vindo 

a ser esta a trajetória da infecção. Em hospedeiros imunocompetentes, no entanto, os 

macrófagos adquirem atividade fungicida e controlam a infecção. A fungemia 

transitória, antes do desenvolvimento da imunidade, contribui para a distribuição de 

granulomas calcificados no fígado e baço frequentemente observados durante a 

necropsia de pacientes de áreas endêmicas.  

H. capsulatum pode ser considerado um dos patógenos oportunistas mais 

importantes para o homem (FERREIRA & BORGES,  2009). Pacientes com linfomas, 

transplantados renais, cardíacos e hepáticos, pacientes em uso de altas doses de 

corticosteróides e, particularmente, doentes com AIDS podem desenvolver quadros 

graves de histoplasmose disseminada, resultantes da recrudescência de infecções 

latentes e, menos frequentemente, de reexposições ao microrganismo em áreas 

hiperendêmicas (HOFF et al., 1981). 

 → Infecção pulmonar aguda ou histoplasmose clássica: a maioria das infecções 

causadas pelo H. capsulatum é assintomática ou subclínica; os casos sintomáticos 

manifestam-se comumente como infecções autolimitadas do trato respiratório. A 

aspiração maciça de conídios do fungo pode levar ao aparecimento de uma forma 



 

 

36 

pulmonar aguda, grave, após um período de incubação de uma a três semanas (GAUR 

& LICHTWARDT, 1980; HOFF et al., 1981; NAIFF et al., 1985). 

Ainda em relação à histoplasmose clássica, a histoplasmona é um quadro raro de 

infecção pelo H. capsulatum que corresponde ao quadro de massa tumoral pulmonar, 

constituída de tecido colágeno e calcificações, que aumenta lenta e progressivamente 

de tamanho e que envolve um foco primário cicatrizado com clínica geralmente 

silenciosa (Figura 5) (NEGRONI et al., 1977; BONNET et al., 2002; PAPHITOU & 

BARNETT, 2002). Tal quadro também foi diagnosticado por PAPHITOU & BARNETT 

(2002) no Texas (PAPHITOU & BARNETT, 2002). Além disso, tem sido relatada a 

ocorrência de histoplasmona intracraniana, enfermidade rara que pode mimetizar 

quadros de neoplasia cujo diagnóstico diferencial é a partir da evolução das lesões 

cerebrais. A fibrose mediastinal corresponde a mesma resposta de hipersensibilidade 

da histoplasmona, no entanto, envolve massa ganglionar de espaço mediastinal 

(NEGRONI et al., 1977; SZANISZLO, KANG & CABIB, 1985; DRUTZ, 1989).  

 → Histoplasmose pulmonar crônica: em indivíduos tabagistas, com mais de 50 

anos de idade, portadores de doença pulmonar crônica obstrutiva, a histoplasmose 

pulmonar pode progredir lentamente para uma forma crônica que acomete 

principalmente os lobos superiores dos pulmões (HOFF et al., 1981, NAIFF et al., 

1985). 

 → Infecções disseminadas: a infecção primária por H. capsulatum, independente 

da presença de sintomatologia, pode evoluir com disseminação do fungo para todo o 

organismo, particularmente para órgãos ricos em macrófagos, tais como fígado, baço, 

linfonodos e medula óssea; as glândulas adrenais também mostram frequente 

acometimento. Normalmente, com o desenvolvimento da imunidade específica anti-

Histoplasma, a infecção nestes focos metastáticos é controlada e o diagnóstico só 

pode ser realizado de forma incidental, através de biópsias que demonstrem a 

presença de formas leveduriformes do agente (MENGES et al., 1952, 1954a; AJELLO 

et al., 1960). 
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Raramente, um pequeno número de indivíduos com sistema imune aparentemente 

normal ou aqueles com alguma forma de imunodepressão podem desenvolver 

histoplasmose disseminada sintomática. Várias condições de depressão imunológica 

celular podem conduzir à disseminação do agente. Anteriormente à epidemia de AIDS, 

pacientes com neoplasias hematológicas (como leucemias e linfomas), transplantados 

renais ou pacientes recebendo corticosteróides, além de portadores de 

imunodeficiências celulares primárias eram os que mais comumente desenvolviam 

formas sistêmicas da micose. Em indivíduos com AIDS, a histoplasmose é grave, 

frequentemente fatal e ocorre quando o nível de linfócitos TCD4 está abaixo de 200 

células/mm3 ( EMMONS, 1950; AJELLO et al., 1960; CANTEROS et al., 2005), onde 

cerca de 20% deles podem desenvolver meningoencefalite. A evolução espontânea 

dessas formas clínicas é para o óbito na quase totalidade dos casos (GOODWIN et al., 

1973, 1980a,b; WHEAT et al., 2007). Em crianças, em geral com menos de um ano de 

idade (quando o sistema imune ainda é imaturo), a histoplasmose pode se manifestar 

na forma disseminada, com rápida evolução para óbito, se não diagnosticada 

precocemente (FOJTASEK et al., 1994; HAJJEH, 1995; MOCHERLA & WHEAT, 2001). 

O diagnóstico da histoplasmose baseia-se na detecção do fungo em secreções 

e/ou tecidos e nas reações sorológicos específicas. Para os casos de histoplasmose 

pulmonar aguda, a história de exposição a locais possivelmente contaminadas é peça 

fundamental para o diagnóstico. Na ausência deste dado epidemiológico, a sorologia 

pode confirmar este diagnóstico. As culturas também raramente mostram positividade 

na forma aguda. Na histoplasmose pulmonar crônica, as culturas de escarro, obtidas 

por coleta habitual ou por broncoscopia, podem demonstrar crescimento do fungo, 

geralmente dentro de duas semanas (FOJTASEK et al., 1994; DEODHARE & SAPP, 

1997;  GUIMARAES et al., 2004; ALMEIDA-PAES et al., 2007) . 

Os exames laboratoriais frequentemente isolam H. capsulatum na fase miceliana e 

confirmam sua identificação convertendo-o para a fase leveduriforme, após incubação 

a 37ºC. Vários testes sorológicos com diferentes sensibilidades e especificidades estão 

disponíveis para o diagnóstico da histoplasmose. A imunodifusão e a fixação de 
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complemento, utilizando a histoplasmina como antígeno, mostram positividade em 

cerca de 80% dos pacientes, incluindo aqueles com infecção aguda autolimitada. 

Reações falso-negativas podem ocorrer em pacientes imunodeprimidos com doença 

disseminada. A detecção de antígeno é o método sorológico mais útil para o 

diagnóstico da histoplasmose disseminada em pacientes com AIDS. Um antígeno 

polissacarídeo do fungo tem sido detectado no sangue em 85% e na urina em 95% dos 

indivíduos infectados; o teste pode ser aplicado também no líquor e nas secreções 

respiratórias. A técnica utilizada para a sua detecção é o radioimunoensaio e está hoje 

disponível comercialmente. Testes cutâneos utilizando a histoplasmina não são 

recomendados para o diagnóstico, porque um resultado positivo não distingue uma 

infecção passada da atual. Mesmo um resultado negativo não afasta doença ativa. 

Estes testes são ideais para estudos epidemiológicos em áreas endêmicas da micose  

(PORTER et al., 1965; FOJTASEK et al., 1994; DEODHARE & SAPP, 1997; GOMEZ et 

al., 1997, GUIMARAES et al., 2004; ALMEIDA-PAES et al., 2007; VEGA et al., 2007). 

Existem ainda duas formas da doença, a histoplasmose africana causada por H. 

capsulatum var. duboisii e a histoplasmose farciminosi conhecida como Pseudofacy, 

causada pelo H. capsulatum var. farminosum (GABAL et al., 1983, 1985; SELIM et al., 

1985; DELCLAUX et al., 1992; GUGNANI & MUOTOE-OKAFOR, 1997; GUGNANI, 

2000; KASUGA et al., 2003). 

 A histoplasmose africana é endêmica de regiões de clima tropical úmido da África 

subtropical (VINCENT et al., 1986), mas alguns casos têm sido descritos em outras 

regiões, inclusive na América do Sul (NEGRONI et al., 1977). É caracterizada por 

doença localizada e de evolução crônica, com manifestação primaria cutânea cujo 

aspecto morfológico varia de pápulas e nódulos a lesão ulcerovegetante. As 

características distinguíveis desta doença para a histoplasmose clássica são a raridade 

das lesões pulmonares, a prevalência das formas localizadas com envolvimento da 

pele, mucosa bucal, tecidos subcutâneos, articulações e osso e presença de lesões 

linfáticas e viscerais abdominais na forma disseminada  (SZANISZLO, KANG & CABIB, 
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1985; DRUTZ, 1989; GUGNANI & MUOTOE-OKAFOR, 1997; GUGNANI, 2000) 

(Figura 5). 

A histoplasmose farciminosi causa o episódio de linfagenite em eqüinos 

(cavalos, mulas e burros) com envolvimento patológico de ossos, abscessos de tecidos 

moles, lesões cutâneas e não causa doença em humanos (GABAL et al., 1983, 1985; 

SELIM et al., 1985, SZANISZLO, KANG & CABIB, 1985). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Histoplasmose: (A) Formas leveduriformes de H. capsulatum corados pela 

prata (Gomori-Groccott). (B) Histoplasmose cutânea disseminada em paciente HIV 

positivo. (C) Histoplasmona pulmonar confirmado histologicamente. A cicatrização de 

um infiltrado localizado pode levar ao desenvolvimento de um nódulo residual (seta), 

que aumenta progressivamente à medida que material fibrótico vai se depositando ao 

seu redor; esta lesão é denominada histoplasmoma e pode levar ao diagnóstico 

errôneo de neoplasia pulmonar. Fonte: (FERREIRA & BORGES, 2009). 

 

1.11. Terapia antifúngica 

A terapêutica da histoplasmose varia de acordo com a síndrome clínica e o 

estado imune do hospedeiro. H. capsulatum é sensível a diversos antifúngicos, tais 
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como anfotericina B, cetoconazol, itraconazol e fluconazol. Historicamente, a 

anfotericina B tem sido o antifúngico mais efetivo para tratar esta micose, 

principalmente os casos disseminados. Nos últimos anos, entretanto, vários estudos 

têm demonstrado a eficácia dos derivados tiazólicos nesta infecção fúngica, inclusive 

nas formas disseminadas (WHEAT et al., 2007, FERREIRA & BORGES,  2009). 

Diversos estudos também demonstraram a eficácia do itraconazol, como terapia 

primária inicial na histoplasmose disseminada dos pacientes com AIDS. O índice de 

remissão com o uso deste derivado triazólico é similar ao visto com a anfotericina B (80 

a 100% dos casos). A droga deve ser mantida por 1 ano, quando a dosagem deve ser 

diminuída para a manutenção a longo prazo. Nos pacientes HIV-negativos, não-

imunodeprimidos, com as formas disseminadas crônicas da micose, sem envolvimento 

meníngeo, o itraconazol é a droga de escolha. Nestes doentes, a terapia deve ser 

mantida por cerca de seis meses a um ano. Cetoconazol oral não é recomendado para 

tratamento de indução ou manutenção em pacientes com AIDS e histoplasmose 

disseminada. O uso do fluconazol oral pode ser uma alternativa a ser considerada no 

tratamento de manutenção dos pacientes que falharam em absorver o itraconazol. 

Posaconazol e voriconazol são ativos sobre H. capsulatum e podem ser alternativas 

futuras no tratamento dessa micose (DISMUKES et al., 1992, MANGINO & PAPPAS, 

1995, FERREIRA & BORGES, 2009). 

A introdução da terapia antiretroviral (HAART) deve ser realizada o mais precoce 

possível nos pacientes com AIDS avançada, com o intuito de melhorar a imunidade 

celular desses indivíduos. Mulheres grávidas portadoras de qualquer forma da micose 

devem ser tratadas com anfotericina B (desoxicolato ou lipossomal), uma vez que os 

triazólicos são contra-indicados em gestantes (WHEAT et al., 1984, 1985; DELCLAUX 

et al., 1992, MOCHERLA & WHEAT, 2001, WHEAT et al., 2001a, 2007; FERREIRA & 

BORGES, 2009). 
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Parte III: A parede celular fúngica e resposta imune às infecções fúngicas 

 

1.12. A parede celular fúngica e a interação com o hospedeiro 

Por meio das estruturas existentes em sua superfície, os microrganismos 

interagem com o meio abiótico e com seus respectivos hospedeiros. Dentre estas 

moléculas, as adesinas são responsáveis pela aderência de fungos a diferentes 

estruturas hospedeiras. Sabe-se que a aderência de microrganismos patogênicos a 

tecidos do hospedeiro é considerada um pré-requisito para a sua disseminação e um 

passo essencial para o estabelecimento da infecção (LIMA et al., 2001). Neste 

contexto, vários estudos vêm sendo desenvolvidos na tentativa de entender melhor as 

moléculas envolvidas nestes processos. 

A parede celular, por ser normalmente a estrutura mais externa da célula 

fúngica, possui várias moléculas importantes no processo de interação do fungo com 

componentes do ambiente e receptores do hospedeiro. Essa estrutura é de vital 

importância para a célula fúngica, essencialmente por conferir proteção física e 

osmótica. Compreendendo cerca de 20 a 30% do peso seco da célula, a parede celular 

se caracteriza por ser uma estrutura que confere rigidez, protegendo a célula de 

injúrias mecânicas, estando diretamente envolvida com a morfogênese fúngica (CABIB 

et al., 1997; PONTON, 2008). A parede celular também funciona como barreira filtrante, 

impedindo a passagem de moléculas de alta massa molecular e, consequentemente, 

evitando o dano à membrana plasmática (CABIB et al., 1997; PONTON, 2008). Por 

isso, essa estrutura desperta grande interesse em vários estudos, uma vez que essa é 

determinante de processos de adesão e invasão de tecidos hospedeiros, além de ser 

um importante alvo para agentes antifúngicos (REISS et al., 1992). 

A composição e o arranjo molecular da parede celular são finamente regulados 

e variam em resposta a uma série de condições ambientais, o que demonstra seu alto 

dinamismo (SMITS et al., 1999; PONTON, 2008). Os componentes estruturais são 

principalmente polissacarídeos (80-90%) como a quitina e as glucanas, e em menor 

parte por proteínas, glicoproteínas e lipídeos (CABIB et al., 1988). O esqueleto 
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estrutural é definido por uma camada de glicoproteínas, seguida por uma camada de α-

glucanas (1→3) ligadas, β-D-glucanas (1→3) ligadas, β-D-glucanas (1→6) ligadas e 

quitina (CABIB et al., 1988, 1997, 2001; ALBUQUERQUE et al., 2008; CHAFFIN, 

2008). Em geral, a estrutura dos polissacarídeos é conservada entre os fungos, mas a 

composição proteica varia muito entre as diferentes espécies (CABIB et al., 1988, 

1997, 2001; CHAFFIN, 2008). Encontram-se ligadas covalentemente ao esqueleto de 

glucanas as glicoproteínas da parede celular, que no caso da parede de C. albicans, 

contem unidades de manose em sua estrutura. As manoproteínas compreendem cerca 

de 40 a 50% do peso seco da parede celular deste fungo (CABIB et al., 1988, 

NIMRICHTER et al., 2005) (Figura 6). 

Além disso, vários fatores de virulência já descritos em fungos, como os 

peptidopolissacarídeos, os glicoesfingolipídeos e as glucanas, são componentes da 

parede celular, mostrando a importância dessa estrutura para a virulência e 

patogênese dos fungos (PINTO et al., 2001, 2002, 2004, 2005). 

Em H. capsulatum a glucose, seguida pela manose e galactose são os principais 

monossacarídeos encontrados na parede celular durante as fases de micélio e 

levedura. Já foi descrito que a quitina é o maior componente da parede celular de H. 

capsulatum (KANETSUNA et al., 1974).  Há diferenças entre as ligações glicosídicas 

entre glucanas entre as fases micelial e leveduriforme. - e β-glucanas apresentam 

diferentes funções de acordo com a fase morfológica deste fungo (DOMER, 

HAMILTON & HARKIN, 1667; DOMER, 1971; DOMER & HAMILTON, 1971). -glucana 

é um polissacarídio linear, contendo unidades de glucose (1→3) ligadas, enquanto β-

glucana é um polissacarídio ramificado, consistindo de uma cadeia principal de 

unidades de glucose (1→3) ligadas, substituída por cadeias laterais de glucose (1→6) 

ligadas, que variam em comprimento e distribuição, formando um complexo terciário 

estabilizado por ligações hidrogênio entre cadeias (KANETSUNA et al., 1974). A fase 

leveduriforme de H. capsulatum apresenta na sua parede celular uma camada interna 

de quitina e uma camada externa fibrosa de -1,3-glucanas (KANETSUNA et al., 

1974), que se sobrepõe às β-glucanas. Há uma diferença entre os arranjos fibrilares de 
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quitina nas paredes celulares das formas de micélio e levedura de H. capsulatum 

(KANETSUNA, 1981). 

 A parede celular pode ser classificada em 2 quimiotipos, quimiotipo I e 

quimiotipo II, baseada na concentração de -1,3-glucanas que as (DOMER, 

HAMILTON & HARKIN, 1967; DOMER, 1971; DOMER & HAMILTON, 1971). A parede 

celular do quimiotipo II contem uma mistura de  e β-glucanas, com predominância de 

glucanas na configuração . Diferentemente, o quimiotipo I é inteiramente composto 

por glucanas na configuração β (DAVIS et al., 1977). Somado a isto, a parede celular 

do quimiotipo I contem mais quitina e menos glucana que aquela do quimiotipo II 

(DOMER, HAMILTON & HARKIN, 1667; DOMER, 1971; DOMER & HAMILTON, 1971; 

FERREIRA & BORGES, 2009). 

Dentre as principais moléculas presentes na parede celular, os polissacarídeos e 

peptidopolissacarídeos são fundamentais, contribuindo para a estrutura, integridade e 

função das células. Já as proteínas e glicoproteínas estão expostas na parte mais 

externa da parede celular e estão envolvidas numa série de processos de interação 

das células fúngicas com o ambiente extracelular. Dessa forma, bloquear essas 

moléculas com anticorpos parece influenciar fortemente a interação fungo-hospedeiro, 

além de facilitar processos de fagocitose por células do sistema imune. Outras 

moléculas importantes na composição da parede celular são os glicoesfingolipídeos, 

responsáveis por processos de crescimento, diferenciação e morfogênese, além de 

contribuir para a resposta imune do hospedeiro (PINTO et al., 2002, 2004). 

Alguns desses glicoconjugados presentes na parede celular são utilizados em 

estudos taxonômicos de fungos e no diagnóstico de infecções fúngicas. PINTO e 

colaboradores (2001), por exemplo, isolaram um peptidopolissacarídeo antigênico da 

forma micelial de P. boydii por extração aquosa à quente, como citado anteriormente. A 

diferença estrutural e imunológica da estrutura encontrada em Sporothrix schenckii em 

relação à encontrada em P. boydii, sugere que o antígeno contendo ramnose isolado 

de micélio de P. boydii pode ser útil para o dianóstico específico de infecções causadas 

por este fungo (PINTO et al., 2001). 
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A estrutura e composição da parede celular é amplamente dinâmica, variando 

em resposta a uma série de fatores ambientais, permitindo processos como 

brotamento, crescimento celular e adaptação a estresses do ambiente (SMITS et al., 

1999). Estudos recentes mostraram que diversas moléculas do citosol e da membrana, 

como glicolipídeos, melanina, proteína do choque térmico e histonas migram para a 

parede celular, juntamente com proteínas secretadas, tornando esta estrutura dinâmica 

e imunorreativa (NIMRICHTER et al., 2005). 

A parede celular dos fungos é um alvo em potencial não só para as defesas 

naturais do hospedeiro, mas também para agentes antifúngicos que atuam bloqueando 

a síntese de moléculas como as glucanas, quitina e glicoproteínas, sem interferir no 

metabolismo da célula hospedeira (NIMRICHTER et al., 2005, PONTON, 2008).  

Tendo em vista a importância da parede celular, tanto para a biologia celular do 

fungo, quanto para as relações patógeno-hospedeiro, vários estudos vêm sendo 

realizados na tentativa de elucidar os seus aspectos estruturais e funcionais. Dentre os 

componentes que vêm sendo caracterizados pode-se citar a presença de enzimas 

hidrolíticas (KNEIPP et al., 2004, KIFFER-MOREIRA et al., 2007), proteínas de choque 

térmico (MATTHEWS & BURNIE, 2004), glicoesfingolipídeos (RODRIGUES et al., 

2000), melanina (NOSANCHUK & CASADEVALL, 2003a) e histonas (NOSANCHUK& 

CASADEVALL, 2003b). 
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Figura 6: Esquema da parede celular de conídios (A) e hifa (B) usando A. fumigatus 

como modelo. M: melanina; PC: parede celular; MP: membrana plasmática; MEC: 

matriz extracelular. Fonte: LATGÉ, 2010. 

 

1.13. Patogenicidade do complexo Pseudallescheria/Scedosporium 

 A patogenicidade de um microrganismo é definida como sendo sua capacidade 

de causar dano ao hospedeiro, o que define o quadro de doença. A prevenção ou a 

ocorrência da doença dependerá de vários aspectos da interação entre o agente 

causador e o hospedeiro (CASADEVALL et al., 1999). O meio ambiente é o principal 

reservatório fúngico, por isso, o contágio através do contato entre indivíduos é menos 

frequente e a maioria das infecções são contraídas a partir de fontes na natureza. 

Todavia, algumas infecções oportunistas podem ter origem na própria microbiota 

(WINGARD, 1999a,b). Vários trabalhos têm mostrado que um grande número de 

espécies de fungos exibem como fatores responsáveis pela virulência a capacidade de 

crescimento à temperatura corpórea hospedeira (37ºC) e em pH fisiológico, a transição 

morfológica, a presença de propágulos infecciosos de tamanho compatível com a 

deposição alveolar, a composição química da parede celular, a produção de enzimas 

hidrolíticas (associadas às células ou secretadas), a expressão de proteínas ligadoras 

de componentes de matriz extracelular, a produção de toxinas e de adesinas, e, por 

fim, dentre outros fatores, a expressão de polissacarídeos capsulares e pigmentos 

(BOUCHARA et al., 1988, 1990; CABIB et al., 1988, 1997; DOERING et al., 1999; 

BITTENCOURT et al., 2006) . 

Com relação a P. boydii, até o momento pouco se conhece sobre suas 

estruturas de superfície e possíveis fatores de virulência (SANTOS et al., 2009). Entre 

as moléculas bem caracterizadas e envolvidas na interação do fungo com o 

hospedeiro, destacam-se um peptidopolissacarídeo denominado de 

peptidoramnomanana – PRM (PINTO et al., 2001, 2004, 2005), um glicoesfingolipídeo 

monohexosilceramida (PINTO et al., 2002) e o polissacarídeo -glucana 

(BITTENCOURT et al., 2006).  
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Em 2001, foi isolado um peptidopolissacarídeo antigênico de forma micelianas 

de P. boydii por extração aquosa à quente (PINTO et al., 2001). Análises da 

composição monossacarídica, metilação e ressonância magnética nuclear de próton e 

carbono-13 identificaram a presença de uma peptidoramnomanana (glicoconjugado 

complexo constituído por uma cadeia peptídica substituída com glicanas O- e N-

ligadas) com estrutura distinta da encontrada em S. schenckii. A porção carboidrato 

consistia de uma cadeia principal de unidades de manose (1→6) ligadas e cadeias 

laterais de α-Ramρ-(1→3)-α-Ramρ ligadas (1→3) à cadeia principal (Figura 7). 

Análises de imunofluorescência revelaram que essa molécula é expressa tanto em 

micélio quanto em conídio. Os oligossacarídeos O-ligados foram obtidos por β-

eliminação em condições redutoras alcalinas, e sendo os principais responsáveis pela 

antigenicidade da PRM, uma vez que a de-O-glicosilação reduz aproximadamente 80% 

da sua reatividade com anticorpos policlonais anti-PRM (SANTOS et al., 2009). Esses 

dados sugerem fortemente que a PRM caracterizada em P. boydii possui propriedades 

antigênicas particulares, as quais se apresentam úteis para sua utilização com fins de 

realização de um diagnóstico específico das infecções causadas por este fungo 

(PINTO et al., 2004). Além da aplicação como antígeno diagnóstico, a PRM parece ter 

também funções relacionadas à patogenicidade. O pré-tratamento de conídios com 

anticorpo anti-PRM, bem como o tratamento de células de carcinoma de laringe 

humana (HEp2) com a molécula de PRM solúvel levaram à uma significativa 

diminuição na adesão e na internalização de conídios pelas células HEp2 em relação 

ao controle. A PRM solúvel foi capaz de se ligar a um polipeptídeo de 25 kDa na 

superfície de HEp2, o que sugere um papel como molécula adesiva no processo de 

interação com o hospedeiro. Resultados similares foram observados em ensaios de 

interação com células A549 (PINTO et al., 2004). 

Sabe-se que a diferenciação de conídio a micélio é uma etapa essencial no ciclo 

de vida de P. boydii (SANTOS et al., 2009). PINTO e colaboradores (2004) 

demonstraram que após 2 a 4 h de interação do fungo com células HEp2 era 

observada a formação de projeções similares a tubos germinativos. Esse processo foi 

associado à invasão e morte das células epiteliais. De modo interessante, quando os 
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conídios foram incubados somente com meio DMEM ou Sabouraud essas projeções 

são observadas somente após 6 h de incubação, o que sugere que a presença das 

células epiteliais contribuiu com a aceleração na formação de tubos germinativos, 

provavelmente por induzir mecanismos de sinalização celular que culminaram com a 

diferenciação morfológica (PINTO et al., 2004; SANTOS et al., 2009).  

 

 

Figura 7: Caracterização parcial da estrutura proposta para PRM de P. boydii. 

*Dissacarídeo sugerido baseado nas N-glicanas de Saccharomyces cerevisae –

(NAKAJIMA & BALLOU, 1974). Fonte: o autor, baseado em (PINTO et al., 2005). 

 

 

1.14. Patogenicidade de H. capsulatum 

Hospedeiros mamíferos ficam expostos ao H. capsulatum quando inalam 

conídios e fragmentos de hifas no ambiente. A conversão da fase sapróbita micelial à 

fase parasítica (leveduras) é o primeiro passo na patogênese. A fagocitose dos 

microconídios e de pequenos fragmentos de hifa ocorre normalmente de 4 a 6 h após a 
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inalação, e a conversão para a fase leveduriforme se completa no período de 24 a 72 h 

(HEMPEL & GOODMAN, 1975). 

A característica mais marcante no que concerne à patogênese de H. capsulatum 

é a capacidade deste fungo em parasitar macrófagos. H. capsulatum se liga a 

receptores da família CD18, presentes em células fagocíticas profissionais, como 

macrófagos pulmonares, macrófagos derivados de monócitos e polimorfos nucleares 

(BULLOCK AND WRIGHT, 1987; SCHNUR & NEWMAN, 1990). Uma vez no interior do 

fagossoma, H. capsulatum é capaz de se multiplicar na mesma taxa que observada em 

um meio de cultura líquido (HOWARD, 1964). Assim, em contraste com o papel usual 

de eliminar microrganismos no pulmão, os macrófagos fornecem um ambiente 

adequado para o crescimento deste fungo facilitando a disseminação do mesmo em 

outros tecidos. H. capsulatum consegue sobreviver no interior dos macrófagos e outras 

células fagocíticas pela capacidade de evitar a liberação do “burst” oxidativo presente 

nestas células, bem como tornar o pH do fagossoma próximo ao neutro. A ligação de 

C3bi nos receptores CR3 (um membro da família dos receptores CD18) leva a uma 

falha no estímulo da resposta oxidativa dos macrófagos e sugere-se que H. capsulatum 

possa se ligar ao receptor CR3 por um mecanismo similar ao do C3bi. Sabe-se 

atualmente que a Hsp 60 pode se ligar diretamente ao receptor CR3 (BULLOCK & 

WRIGHT, 1987) 

 Em adição ao dimorfismo, vários determinantes de virulência de H. capsulatum 

vêm sendo caracterizados. Alguns deles estão descritos a seguir. 

 RITOSSA descobriu em larvas de Drosophila melanogaster um gene específico 

ativado por choque de temperatura (RITOSSA, 1996, POCKLEY, 2001). No entanto, 

apenas em 1974, os primeiros produtos destes genes foram identificados e o termo 

proteínas de choque térmico (Heat Shock Proteins - Hsp) foi adotado (TISSIERES, 

MITCHELL & TRACY, 1974, POCKLEY, 2001). Trabalhos posteriores demonstraram 

que estas proteínas estão presentes, e podem ser induzidas, em todas as espécies de 

organismos, e que são proteínas filogeneticamente conservadas. As proteínas de 

choque térmico são categorizadas em várias famílias e nomeadas com base na sua 

massa molecular aproximada, como por exemplo, a proteína de 70 kDa que é 
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denominada Hsp70. Em condições fisiológicas, várias destas proteínas têm funções de 

chaperonas e proteases com funções intracelulares. 

 Hsp60 e Hsp70 induzem a secreção de citocinas inflamatórias em monócitos. 

Hsp60 induz secreção de IL-6 de monócitos humanos via sinalização através de CD14, 

uma proteína quinase (p38), sendo capaz ainda de se ligar ao TLR4, do qual CD14 é 

um co-receptor, induzindo a expressão de TNF- e óxido nítrico. Isto acaba por induzir 

a expressão de uma gama de citocinas, dentre as quais, pode-se citar IL-12 e IL-15. 

Hsp70 pode agir através de uma via CD14-dependente, estimulando IL-1, IL-6 e TNF-

, bem como por vias CD14-independentes, que leva a produção de TNF-, sugerindo 

que CD14 é também um co-receptor de um receptor ainda não caracterizado para 

Hsp70. Ambas as vias de Hsp70 são cálcio-dependentes (POCKLEY, 2001) (Figura 8).   

 A Hsp60 funciona como um ligante do receptor CR3 em macrófagos, iniciando o 

parasitismo intracelular deste fungo (POCKLEY, 2001). As Hsps de H. capsulatum são 

super-reguladas durante a transição micélio-conídio, e estão amplamente envolvidas 

no processo de enovelamento de proteínas (POCKLEY, 2001). 

H. capsulatum apresenta Hsp60 em sua superfície cellular. Esta molécula tem 

papel já determinado na resposta imune celular durante a histoplasmose e na proteção 

de camundongos infectados com o fungo. GUIMARÃES e colaboradores (2009) 

geraram anticorpos monoclonais (IgG1 e IgG2a) contra a Hsp60 de H. capsulatum e 

mostraram que anticorpos IgG1 tiveram um papel protetor na histoplasmose 

experimental, prolongando a sobrevivência de camundongos infectados. Somado a 

isto, estes anticorpos protetores foram capazes de reduzir a sobrevivência do fungo no 

interior do macrófago, bem como diminuir a lesão tecidual e o número de fungos nos 

tecidos infectados. Foi possível observar ainda um aumento nos níveis de citocinas IL-

2, IL-12 e TNF-, com decréscimo nos níveis de IL-4 e IL-10 (GUIMARAEs et al., 

2009). 
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Figura 8: Respresentação esquemática mostrando as Hsp60 e Hsp70 ligando-se em 

receptores presentes em monócitos humanos, induzindo a secreção de citocinas 

inflamatórias pelos monócitos. Fonte: (POCKLEY, 2001).  

 

 1.15. O sistema imune versus infecções fúngicas 

Uma vez no interior do hospedeiro, o fungo induz a ativação da resposta imune. 

A principal linha de defesa inata do hospedeiro consiste de polimorfonucleares 

circulantes e macrófagos derivados de monócitos, com destaque para os macrófagos 

alveolares, devido à porta de entrada do fungo pelo trato resporatório (Roilides et al., 

2009). Os fagócitos possuem receptores (PRRs) que reconhecem padrões moleculares 

(PAMPs) na superfície dos conídios e das hifas, e geram sinais moleculares para 

atividade pró-inflamatória e antifúngica. Receptores do tipo Toll (TLR), receptores de 

manose e dectina-1 apresentam um importante papel no reconhecimento desses 

padrões fúngicos (NETEA et al., 2006a,b,c; VAN DE VEERDONK et al., 2008a,b). 

 

1.15.1. Resposta imune à pseudallescheriose 

Em fungos, as -glucanas possuem um papel, já bem caracterizado, como 

ligantes para receptores TLR (KEDZIERSKA, 2007) e como moléculas ativadoras da 

resposta imune (HOHL et al., 2005). Em P. boydii, frações purificadas de -glucana 
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foram capazes de se ligar ao complexo TLR2-CD14-MyD88 de macrófagos e células 

dendríticas, resultando na secreção de TNF- e IL-12 (BITTENCOURT et al., 2006). O 

reconhecimento da -glucana pode ter relevância na imunomodulação durante a 

infecção fúngica, favorecendo a resistência do hospedeiro pela secreção de IL-12 com 

consequente indução de um fenótipo Th1 ou, alternativamente, contribuir para a 

patologia pela liberação de TNF-, uma citocina pró-inflamatória, provocando injúria 

tecidual (BITTENCOURT et al., 2006).  

A imunomodulação mediada por citocinas promove uma maior eficiência da 

resposta imune. Em fungos filamentosos como P. boydii, já foi demonstrado que IL-15 

aumentou significativamente o dano causado por polimorfonucleares em hifas fúngicas 

(WINN et al., 2003). Além disso, a liberação de IFN-γ induz a resposta do tipo celular, a 

qual favorece o combate a esse tipo de agente infeccioso (CHAVES et al., 1996a,b). 

Alguns agentes antifúngicos parecem exercer efeitos semelhantes a essas citocinas. 

Posaconazol, anfotericina B e caspofungina, por exemplo, aumentam o dano na hifa 

causado por polimorfonucleares (GIL-LAMAIGNERE et al., 2003, LAMARIS et al., 

2008). 

Conídios e hifas de P. boydii são reconhecidos pelos PRRs na membrana dos 

fagócitos, e um sinal é transmitido intracelularmente. Este sinal é responsável pela 

ativação de genes que conduzem a uma defesa hospedeira efetiva, especialmente 

aquela que envolve citocinas pró-inflamatórias. P. boydii pode ser fagocitado por 

monócitos e neutrófilos, estimulando o “burst” oxidativo destas células. Citocinas como 

IL-15, GM-CSF, G-CSF e IFN-γ foram liberadas em experimentos in vitro utilizando P. 

boydii como estímulo. Estudos prévios já demonstraram a susceptibilidade a infecções 

por fungos do complexo Pseudallescheria-Scedosporium em Drosophila deficiente no 

receptor do tipo Toll. Fugos deste complexo também promovem a liberação de Il-6, IL-8 

e TNF- por monócitos humanos (WINN et al., 2003, 2005; WARRIS  et al., 2005; 

LAMARIS et al., 2007; ROILIDES et al., 2009). 

 

 

1.15.2. Resposta imune à histoplasmose  
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Células T e fagócitos são essenciais para a defesa hospedeira contra H. 

capsulatum (ALLENDORFER, BRUNNER & DEEPE, 1999; GOMEZ et al., 1998, 2001; 

MAYFIELD & RINE, 2007; NOSANCHUK et al., 2008a,b). A imunidade protetora é 

caracterizada pela indução da produção de citocinas por células T, particularmente 

IFN- e TNF-, as quais, subsequentemente, ativam as células fagocíticas. Essa 

resposta promove a formação de granulomas, com células gigantes e necrose caseosa 

que posteriormente fibrosam e calcificam. Anticorpos específicos também são 

produzidos no soro dos pacientes. Esse tipo de resposta imune leva à cura da infecção 

primária e, neste estado, as pessoas se tornam muito resistentes às novas reinfecções, 

que excepcionalmente podem acontecer. Fungos viáveis podem permanecer nas áreas 

cicatrizadas por vários anos. A imunodepressão parece ser um fator preponderante em 

desencadear a reativação de uma infecção prévia (GOODWIN et al., 1973, 1980a,b; 

FERREIRA & BORGES, 2009). 

A forma clínica da histoplasmose apresentada pelos indivíduos que se infectam 

está na dependência da resposta imune, embora o tamanho do inóculo inalado também 

tenha sua importância. Formas disseminadas da micose, mostram uma resposta imune 

do tipo Th2, que produzem citocinas do tipo IL-4, IL-5 e IL-10, que são inibidoras da 

resposta protetora Th1. Neste caso, os granulomas são mal formados (ou não se 

formam), e há grande proliferação de macrófagos. Nos tecidos, a prova cutânea da 

histoplasmina é negativa, os títulos de anticorpos são elevados e o curso da doença é 

agudo e grave (GOODWIN et al., 1973, GOODWIN et al., 1980b, FERREIRA & 

BORGES, 2009). 

A primeira linha de defesa para H. capsulatum são os macrófagos. No entanto, o 

papel dos macrófagos na histoplasmose é complexo, pelo fato de que estas células 

acabam por albergar o fungo, que sobrevive e replica nos fagolisossomas dos 

macrófagos. Ao contrário, células dendríticas podem destruir as leveduras de H. 

capsulatum ingeridas (GILDEA et al., 2001), e os antígenos presentes nestas leveduras 

podem estimular células TCD8+ para, efetivamente, controlar a infecção fúngica (LIN et 

al., 2005, NOSANCHUK et al., 2008a,b). 
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 A produção de TNF- é induzida rapidamente após a infecção primária, e a 

neutralização desta molécula aumenta o número de fungos no tecido infectado e a 

mortalidade de camundongos infectados com H. capsulatum (ALLENDOERFER et al., 

1998, LIN et al., 2005). A inibição de TNF- resulta na geração de células T 

CD4+CD25+, o que interfere com a imunidade efetiva em camundongos (DEEPE & 

GIBBONS, 2008). Achados clínicos comprovam que a inibição de TNF- aumenta 

efetivamente o fator de risco para a reativação de histoplasmose latente em pacientes 

imunocomprometidos (DEEPE, 2005). 

 Camundongos deficientes em IFN- também apresentam aumento na 

mortalidade frente a histoplasmose experimental (CLEMONS et al., 2000). Terapia com 

IFN- pode aumentar o êxito na contenção da histoplasmose murina (DEEPE, 1994) e 

já vem sendo utilizida com sucesso na terapêutica clínica em crianças com defeitos no 

receptor para IFN- (ZERBE & HOLLAND, 2005).  

 H. capsultum induz a produção de anticorpos, o que é importante para métodos 

de diagnóstico da infecção (NOSANCHUK et al., 2008a,b). Já vem sendo demonstrado 

que anticorpos podem afetar a patogênese de H. capsulatum em modelo animal 

(NOSANCHUK & CASADEVALL, 2003b). Camundongos com deficiência em células B 

apresentam mortalidade acelerada após reativação da histoplasmose experimental 

(ALLEN & DEEPE & GIBBONS, 2006; NOSANCHUK et al., 2008 a,b). 

 O entendimento de como a resposta imune atua em infecções causadas pelos 

fungos do complexo Pseudallescheria/Scedosporium, bem como espécies fúngicas de 

H. capsulatum, é de grande importância para o esclarecimento da virulência desses 

fungos e para o desenvolvimento de formas mais eficientes de tratamento e controle 

destas infecções. 
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2. Objetivos 

 

2.1. Objetivos gerais 

 

Utilizando os fungos P. boydii e H. capsulatum como modelos de estudo, nos propomos 

a investigar os efeitos de anticorpos monoclonais gerados contra moléculas de 

superfícies de ambos os fungos, em experimentos in vitro e in vivo. 

 

 

2.2. Objetivos específicos referentes a P. boydii 

 

2.2.1. Avaliar a reatividade de anticorpos monoclonais anti-PRM com a molécula 

purificada e com as formas de conídio de P. boydii. 

 

2.2.2. Determinar a possível região de ligação dos anticorpos monoclonais anti-PRM 

com a molécula purificada. 

 

2.2.3. Estudar a importância da molécula de PRM e de anticorpos monoclonais anti-

PRM na interação de conídios P. boydii com células de linhagem celular de 

macrófagos. 

 

2.2.4. Determinar os possíveis efeitos de conídios opsonizados com anticorpos 

monoclonais anti-PRM no contexto da interação com macrófagos J774.16, e suas 

possíveis consequências em funções efetoras de macrófagos, como a eficiência 

fungicida, a fusão do fagolisossoma e o “burst” oxidativo. 

 

2.2.5. Estudar a influência destes anticorpos na germinação e na viabilidade celular 

fúngicas. 
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2.2.6. Avaliar a reatividade de anticorpos monoclonais anti-PRM com diferentes 

espécies fúngicas. 

 

2.2.7. Desenvolver um modelo de pseudallescheriose murina e observar os efeitos dos 

anticorpos monoclonais anti-PRM no curso da infecção fúngica experimental. 

 

 

2.3. Objetivos específicos referentes a H. capsulatum 

 

2.3.1. Avaliar a reatividade de anticorpos monoclonais anti-proteína de 70KDa da 

superfície de H. capsulatum (anticorpo monoclonal denominado H1C) com as formas 

leveduriformes do fungo. 

 

2.3.2. Estudar a importância do anticorpo H1C na interação de leveduras de H. 

capsulatum com células de linhagem celular de macrófagos. 

 

2.3.3. Determinar os possíveis efeitos de leveduras opsonizados com anticorpo H1C no 

contexto da interação com macrófagos J774.16, e suas possíveis consequências em 

funções efetoras de macrófagos, como a eficiência fungicida e o “burst” oxidativo. 

 

2.3.4. Estudar a influência deste anticorpo na viabilidade de macrófagos no curso da 

infecção por leveduras de H. capsulatum previamente opsonizadas. 

 

2.3.5. Desenvolver um modelo de histoplasmose murina e observar os efeitos do 

anticorpo monoclonal H1C no curso da infecção fúngica experimental. 
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3. Metodologia 

 

3.1. Microrganismos e condições de cultivo 

P. boydii: P. boydii cepa HLPB, isolado de paciente com micetoma micótico, foi 

gentilmente cedido pelo Dr. Bodo Wanke do Instituto de Pesquisa Evandro Chagas, 

Fundação Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil. O isolado foi confirmado como P. 

boydii pela Dra. Kathrin Tintelnot (Robert Koch-Institut, Berlin, Germany), por métodos 

moleculares. O sequenciamento das regiões ITS revelou que esta cepa utilizada nos 

estudos pertence à clade 4 (S. apiospermum sensu stricto), de acordo com a 

taxonomia proposta por (GILGADO et al., 2005). A cultura foi mantida em tubos de 

rosca contendo 5 mL de meio batata dextrose sólido inclinado através de repiques 

mensais e incubação à temperatura ambiente (PINTO et al., 2001). Os conídios foram 

obtidos em placa de Petri contendo meio batata dextrose após sete dias de cultivo à 

temperatura ambiente. Após este período, as suspensões de conídios foram obtidas 

através da raspagem das placas de Petri utilizando-se 5 mL de PBS estéril, pH 7,2. O 

material foi filtrado em gaze e lavado três vezes com PBS e centrifugado (3000 rpm, 10 

min). O número de conídios, em cada preparação obtida, foi determinado por contagem 

em câmara hematocitométrica de Neubauer (PINTO et al., 2001). 

  

H. capsulatum: H. capsulatum G217B (ATCC, 26032) foi mantido a -80oC e 35% 

de glicerol. As leveduras foram crescidas em meio Ham’s F12 (Invitrogen, Carlsbad, 

CA). Após 1 dia de crescimento as leveduras foram lavadas 3 vezes com PBS (10 mM 

NaH2PO4, 10 mM Na2HPO4 e 150 mM NaCl) estéril, pH 7,2, por centrifugação (3000 

rpm, 10 min), seguido de contagem em câmara hematocitométrica de Neubauer. 

 

S. apiospermum e S. prolificans: cepas de S. apiospermum e S. prolificans foram 

gentilmente cedidas pelo Dr. J. Guarro da Unitat de Microbiologia, Facultat de Medicina 

e Institut d´Estudis Avançats, Réus, Spain. O sequenciamento das regiões ITS revelou 

que a cepa denominada S. apiospermum e utilizada nos estudos pertence à clade 5 

(S. apiospermum sensu stricto), de acordo com a taxonomia proposta por (GILGADO et 
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al., 2005). As culturas foram mantidas em tubos de rosca contendo 5 mL de meio 

Sabouraud-modificado (SAB-M; 2% de glucose, 1% de peptona, 0,5% de extrato de 

levedura, 2% de ágar). Para a obtenção de conídios, os fungos foram incubados em 

ágar SAB-M e após 7 dias de crescimento à temperatura ambiente, os conídios foram 

obtidos conforme já descrito para P. boydii. 

 

C. albicans e C. prapsilosis: C. albicans SC5314 (ATCC, MYA-2876) e C. 

parapsilosis GA1 (GACSER, SALOMON & SCHAFER, 2005) foram também utilizadas 

no estudo as quais foram crescidas em meio YPD (1% extrato de levedura, 2% de 

peptona bacteriológica, 2% de glucose). Após 1 dia de crescimento, as leveduras foram 

lavadas 3 vezes com PBS estéril, pH 7,2, por centrifugação (3000 rpm, 10 min), 

seguido de contagem em câmara hematocitométrica de Neubauer. 

A viabilidade celular foi determinada pelo método de exclusão por azul de Tripan 

usando câmara hematocitométrica de Neubauer. Para conídios e leveduras, este 

método demonstrou uma viabilidade inicial >95%, conforme confirmado por 

plaqueamento e contagem de UFC. As células J774.16 foram utilizadas nos 

experimentos somente quando viabilidade celular  >90%. 

 

3.2. Reagentes e linhagem celular 

Um anticorpo anti-camundongo do tipo IgG (Southern Biotechnology Associates 

Inc., Birmingham, AL) foi usado como um controle de IgG irrelevante em todos os 

experimentos. Os marcadores fluorescentes 5-(e 6)-carboxi succinimidil 

tetrametilrodamina (NHSRho), CellTracker Red CMTPX e Faloidina-Alexa 488 foram 

obtidos da Molecular Probes (Carlsbad, CA). Triton X-100, isotiocianato de fluoresceína 

(FITC)-dextrana (massa molecular de 70.000), MTT [3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il) 2,5-difenil 

brometo de tetrazólio] e paraformaldeído foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, 

MO). Tetrametil isotiocianato de rodamina (TRITC) foi obtido da Southern 

Biotechnology Associates Inc. O kit para biotinilação EZ-Link sulfo-N-

hydroxysulfosuccinimide foi oriundo da Pierce (Rockford, IL). A linhagem celular de 

macrófagos J774.16 (derivada de sarcoma de camundongo) foi crescida em DMEM 
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(Life Technologies, Carlsbad, CA) contendo 10% de soro fetal bovino (Gemini Bio-

Products, Woodland, CA), 10% de meio sintético líquido para manutenção de 

hibridomas - NCTC-109 (Life Technologies), 1% de aminoácidos não-essenciais 

(Mediatech, Manassas, VA) e 1% de penicilina-estreptomicina (Invitrogen, Carlsbad, 

CA) a 37°C em 5% de CO2. A viabilidade celular foi determinada pelo método de 

exclusão por azul de Tripan usando câmara hematocitométrica de Neubauer.  

 

3.3. Geração de anticorpos monoclonais anti-PRM de P. boydii e de anticorpos 

monoclonais H1C para H. capsulatum  

  Os hibridomas dos anticorpos monoclonais isotipo IgG1, denominados F10, C7 

e C11 foram gentilmente cedidos pela Prof. Sandra Estrazulas Farias, do 

Departamento de Fisiologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, RS, 

Brasil.  

 Os hibridomas do anticorpo monoclonal isotipo IgG1, H1C contra uma proteína 

de 70 kDa da superfície celular de H. capsulatum (GOMEZ et al., 1997) foram 

gentilmente cedidos pela Prof. Beatriz L. Gomez da Medical and Experimental 

Mycology Unit, Corporacion para Investigaciones Biologicas, Medellin, Colombia.  

 Os anticorpos foram purificados dos sobrenadantes de cultura celular usando-se 

uma coluna de proteína G (Pierce Biotechnology), de acordo com as instruções do 

fabricante. Alíquotas dos anticorpos foram testadas para comprovar a ausência de 

endotoxina com um kit comercial para a detecção de lipopolissacarídeo na amostra 

(Limulus amebocyte assay - BioWhittaker Inc., Walkersville, MD). 

 

3.4. ELISA indireto 

PRM foi adicionada (25-50 ng de proteína em 50 μL de PBS [0,01 M; pH 7,2] por 

poço ou 1 x 106 de conídios (P. boydii, S. apiospermum e S. prolificans) ou leveduras 

(C. albicans, C. parapsilosis e H. capsulatum) em 50 μl de PBS por poço, em placas de 

96 poços (Corning, Inc., Costar polystyrene EIA/RIA plates), seguido de incubação por 

1 h a 37°C e “overnight” a 4°C. Após este período as placas foram lavadas 3 vezes em 

tampão TBS-T (10 mM de tampão Tris-salina [TBS], 0,1% de Tween 20 [pH 7.3]) e e 
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postas em tampão de bloqueio (1% de BSA em PBS). As placas foram novamente 

lavadas e os anticorpos monoclonais foram adicionados aos poços, em uma 

concentração de 100 µg/mL em tampão de bloqueio, e incubados a 37°C por 1 h. Após 

3 lavagens, as placas foram incubadas a 37°C por 1 h com uma IgG anti-camundongo 

conjugada à fosfatase alcalina (Southern Biotech, Birmingham, AL) diluída 1:1000 em 

tampão de bloqueio em um volume final de 100 μL por poço. Após as lavagens, a 

reação enzimática foi revelada com a adição de pNPP a 37°C por 30 min. As 

absorbâncias foram mensuradas em leitor de ELISA (Bio-Tek μQuant) a 405 nm. O 

mesmo ensaio foi realizado utilizando-se como antígeno leveduras de H. capsulatum (1 

x 106/poço, em 50 μl de PBS, e H1C como anticorpo primário na concentração de de 

100 µg/mL em tampão de bloqueio. Com exceção destas modificações, o ensaio foi 

realizado conforme já descrito acima. 

 

3.5. Microscopia de fluorescência 

As análises de imunofluorescência foram realizadas pela incubação dos conídios 

de P. boydii com os anticorpos monoclonais F10, C7 e C11 com o objetivo de acessar 

e avaliar o perfil de ligação dos três anticorpos. Os conídios foram lavados 3 vezes em 

PBS por centrifugação (3000 rpm, 10 min). O sobrenadante foi removido e os conídios 

foram incubados em tampão de bloqueio por 1 h a 37°C.  Após esta etapa, as células 

foram incubadas com os três diferentes anticorpos monoclonais e com o anticorpo 

irrelevante em uma concentração de 100 µg/mL em tampão de bloqueio por 1 h a 37°C. 

As células foram lavadas em PBS e incubadas em 100 µL de IgG anti-camundongo 

conjugada a TRITC na diluição de 1:100 em tampão de bloqueio por 1 h a 37°C. Após 

3 lavagens, as células foram resuspensas em 50 µL de uma solução de montagem 

(0,01 M de N-propilgalato diluído em PBS:glicerol (1:1, vol/vol). 10 µL desta suspensão 

foram aplicados em lâminas de microscopia e examinada no microscópio de 

fluorescência Olympus AX70 (Olympus America Inc., Center Valley, PA) usando um 

filtro de 620 nm filter e aumento de 40x.  Análises de imunofluorescência também foram 

realizadas, utilizando leveduras de H. capsulatum para a observação do perfil de 

marcação do anticorpo H1C, utilizado em uma curva de concentração. A técnica 
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utilizada foi a mesma já previamente descrita para conídios de P. boydii e anticorpos 

anti-PRM, excetuando-se que, no caso das leveduras de H. capsulatum, foi utilizado 

Alexa 488 na diluição de 1:100 em tampão de bloqueio, ao invés de TRITC. 

3.6. ELISA de competição 

 Os anticorpos monoclonais anti-PRM foram biotinilados usando um kit de 

biotinilação comercial, de acordo com as instruções do fabricante (Pierce, Rockford, IL, 

USA). O ensaio de ELISA foi feito conforme previamente descrito, com algumas 

modificações. A molécula de PRM foi utilizada como antígeno, na concentração de 25 

ng/poço. Após o bloqueio, uma concentração constante de anticorpo biotinilado foi 

incubada com uma concentração decrescente de anticorpo não biotinilado, diferente do 

qual foi biotinilado, em tampão de bloqueio por 1 h a 37°C. Após lavagens, avidina 

conjugada com fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich) foi adicionada aos poços, e a placa 

foi incubada por 1 h a 37°C. A leitura foi feita em um comprimento de onda de 405 nm, 

após a reação ter sido revelada com pNPP. Para comparações, como controles foram 

feitos ensaiospara leitura em 405 nm de anticorpos biotinilados na ausência de 

qualquer outro anticorpo. 

 

3.7. Caracterização do epítopo de ligação dos anticorpos monoclonais através do 

tratamento com endoglicosidase 

Com o objetivo de remover as glicanas N-ligadas, 10 μg de PRM foram tratadas 

com 100 mU de N-glicosidase F - PNGase F (P0704, New England Biolabs) a 37C por 

20 h. A PRM tratada foi utilizada como antígeno na placa de ELISA na concentração de 

25 ng/poço, e a reação de ELISA ocorreu como previamente descrito para ELISA 

indireto (THORNTON, 2009).  

 

3.8. Caracterização do epítopo de ligação dos anticorpos monoclonais através da 

digestão com protease 

PRM purificada (25 ng/poço) foi incubada com proteinase K (2,5 μg/mL; Sigma-

Aldrich) em solução de SDS a 1% por 1 h a 4C (THORNTON, 2009). Após as 
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lavagens, os anticorpos monoclonais foram aplicados na placa de 96 poços e o 

procedimento foi feito como previamente descrito para ELISA indireto. 

 

3.9. Ensaios de fagocitose 

3.9.1. Interação entre conídios de P. boydii e macrófagos, na presença de 

anticorpos monoclonais anti-PRM ou da molécula de PRM purificada 

 Macrófagos da linhagem J774.16 foram plaqueados na concentração 5 x 105 

células por poço, em placa de 24 poços, e incubados “overnight” a 37°C em atmosfera 

de 5% CO2. Após 24 h em cultura, os macrófagos foram colocados para interagir com 

os conídios do fungo, numa proporção de 5 conídios:1 macrófago, em 500 μL de meio 

DMEM. A placa foi incubada por um período de 1h em estufa à 37°C em 5% CO2. Ao 

final deste período, os poços foram lavados 2 vezes com DMEM e uma vez com PBS 

pH 7,2. As lamínulas foram então fixadas em solução de metanol a 40%. Através de 

microscópio óptico foi determinado o índice fagocítico, onde um mínimo de 200 

macrófagos foi contado, para cada condição. 

 Ensaios de opsonização dos conídios com os anticorpos monoclonais anti-PRM 

e com a molécula purificada de PRM também foram realizados. Para a opsonização 

com os anticorpos monoclonais (100 μg/mL), os conídios foram pré-incubados com 

esses anticorpos por 1 h a 37ºC e posteriormente foram adicionados aos poços com os 

macrófagos. O controle com uma IgG irrelevante foi adicionado ao experimento. Nos 

ensaios envolvendo a molécula de PRM, 100 μg/mL de PRM purificada foram 

colocadas para interagir previamente com os macrófagos, seguindo-se a infecção com 

os conídios de P. boydii (GUIMARAES et al., 2009). 

 

 3.9.2. Fagocitose de conídios de P. boydii na presença de bloqueadores dos 

recepetores de macrófagos 

Outros ensaios de fagocitose foram realizados para avaliar melhor a associação entre 

conídios de P. boydii e macrófagos, através de citometria de fluxo. Células J774.16 

foram incubadas com  anticorpos bloqueadores anti-CD11 (anti-CD11a, anti-CD11b e 
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anti-CD11c), anti-CD14 e anti-CD18 (Southern Biotechnology Associates Inc.), que 

serão responsáveis pelo bloqueio dos receptores CD11, CD14 e CD18, 

respectivamente, presentes nas superfícies dos macrófagos, por 1 h a 37ºC, antes da 

interação com os conídios de P. boydii. Os receptores de complemento CR3 (ou Mac-

1) e CR4 (ou p150,95), presentes em superfícies de células imunes, como os 

macrófagos, são constituídos pelos receptores CD11b/CD18 e CD11c/CD18, 

respectivamente, e estão envolvidos em processos de reconhecimento de organismos 

opsonizados por moléculas do sistema complemento. Já o complexo CD11a/CD18 

compõe o LFA-1, uma molécula de superfície presente em células como neutrófilos e 

macrófagos. Os conídios foram incubados em uma solução de 0,5 mg/mL de FITC em 

PBS a 37ºC por 30 min. Os conídios foram lavados 3 vezes em PBS pH 7,2 para retirar 

o excesso de FITC não ligado, e incubados com os macrófagos controles e 

previamente incubados com os anticorpos bloqueadores de receptores de macrófagos 

por 1 h a 37ºC, em placas de 24 poços. Ao final do tempo de interação, os poços foram 

lavados 3 vezes em PBS pH 7,2 para a remoção dos conídios que não foram 

internalizados. As amostras foram ressuspensas em 1 mL de PBS e analisadas por 

citometria de fluxo em equipamento FACS-Calibur™, equipado com um laser de 

argônio de 5 W (Coherent), 488 nm, 250 mW (Becton Dickinson, San Jose, CA). Um 

mínimo de 10.000 eventos foi analisado por condição (DURAUER et al., 2008). 

 3.9.3. Interação entre leveduras de H. capsulatum e macrófagos, na presença de 

anticorpos monoclonais H1C 

Ensaios de fagocitose também foram realizados para leveduras de H. capsulatum 

opsonizadas com H1C nas concentrações de 12,5, 25, 50, 75 e 100 µg/mL, através de 

métodos de FACS e microscopia confocal. A microscopia confocal foi utilizada para 

quantificar a adesão de leveduras opsonizadas com estas diferentes concentrações de 

H1C em macrófagos J774.16. Leveduras de H. capsulatum foram marcadas com 

CellTracker Red CMTPX “overnight” com agitação a 30ºC. Após este período, as 

leveduras foram exaustivamente lavadas para eliminar resíduos do marcador 

fluorescente. As leveduras foram então incubadas com as diferentes concentrações de 
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anticorpo por 1 h a 37ºC. Como controles negativos, as leveduras foram incubadas pelo 

mesmo período com uma IgG irrelevante ou apenas em PBS. O ensaio de fagocitose 

ocorreu como já previamente descrito. Os macrófagos foram permeabilizados com Trito 

X-100 e marcados para actina com Phalloidin-Alexa 488. As amostras foram fixadas e 

ressuspendidas em 50 µL de uma solução de montagem (0,01 M de N-propilgalato 

diluído em PBS:glicerol (1:1, vol/vol), e visualizadas usando o microscópio confocal 

Leica AOBS (ALVAREZ & CASADEVALL, 2007). Os ensaios de citometria de fluxo 

foram realizados de acordo com a metodologia previamente descrita, para avaliar o 

índice fagocítico de  leveduras de H. capsulatum previamente opsonizadas ou não com 

as diferentes concentrações de H1C.  

  

3.9.4. Interação entre leveduras de C. albicans e macrófagos, na presença de 

anticorpos monoclonais anti-PRM 

Ensaios de fagocitose com leveduras de C. albicans foram realizados como já 

descrito previamente para conídios de P. boydii. Leveduras de C. albicans foram 

previamente opsonizadas com os anticorpos monoclonais anti-PRM de P. boydii na 

concentração de 100 µg/mL, e com PBS ou uma IgG irrelevante (100 µg/mL) como 

controles, por 1 h a 37ºC. Células de C. albicans foram adicionadas na proporção 5:1 

(leveduras: macrófago)  

 

3.9.5. Cálculos 

Para o cálculo do índice fagocítico de todos os ensaios de fagocitose, 

excetuando-se os analisados por citometria de fluxo, foram realizados os seguintes 

cálculos: 

→ % de macrófagos infectados = nº de macrófagos infectados ÷ nº total de macrófagos 

X100 

 → Média de conídios internalizados= nº de conídios fagocitados ÷ nº de macrófagos 

infectados 
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→ Índice fagocítico = % de macrófagos infectados X média de conídios internalizados. 

 

3.10. Funções efetoras dos macrófagos  

Macrófagos da linhagem J774.16 foram plaqueados na concentração 5  x 105 

células por poço, em placa de 24 poços, e incubados “overnight” a 37°C em atmosfera 

de 5% CO2. Após 24 h em cultura, os macrófagos foram colocados para interagir com 

os conídios do fungo numa proporção 5:1 (conídios:macrófago). Os conídios foram 

previamente incubados com os anticorpos monoclonais anti-PRM, bem como com uma 

IgG irrelevante ou PBS, como controles, por 1 h a 37°C. Os anticorpos foram utilizados 

na concentração de 100 μg/mL. 

A placa foi incubada por um período de 2 h em estufa a 37°C em 5% CO2. Ao 

final desse período os poços foram lavados 3 vezes com PBS gelado (pH 7,2), e os 

macrófagos foram lisados pela adição de água destilada estéril gelada, durante 30 min. 

As alíquotas foram plaqueadas em meio ágar batata dextrose, por 72 h a 30°C. 

Após este tempo, as unidades formadoras de colônia (UFC) foram contadas em cada 

amostra. O porcentual de crescimento foi determinado comparando-se o número de 

UFC provenientes de conídios de P. boydii opsonizados e incubados com macrófagos 

e o número de UFC de conídio opsonizados com IgG irrelevante, ou sem opsonização. 

Para H. capsulatum, o ensaio foi realizado de maneira similar a P. boydii, com 

algumas modificações. Para H1C, foram utilizadas diferentes concentrações (12,5, 25, 

50, 75 e 100 µg/mL de H1C) para testar as funções efetoras dos macrófagos na 

presença de leveduras de H. capsulatum previamente opsonizadas com H1C. Após a 

lise dos macrófagos, as alíquotas foram plaqueadas em BHI-sangue 7 dias a 37°C. 

Após este períod, a contagem de UFC foi efetuada. 

Com o objetivo de avaliar se a presença dos anticorpos monoclonais 

opsonizando os conídios de P. boydii poderiam afetar o destino do fungo no interior dos 

macrófagos, a fusão entre fagossomas e lisossomas foi estudada. Monocamadas de 

macrófagos J774.16 foram incubadas em um meio sem a presença de vermelho de 

fenol (Meio DMEM/F12 non-phenol-red medium – Invitrogen, Carlsbad, CA) com 0,5 

mg/mL de FITC-dextrana por 4 h a 37°C em presença de 5% de CO2. Após este 
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período, as placas contendo as monocamadas de macrófagos foram lavadas 3 vezes 

com PBS estéril, pH 7,2, e incubadas “overnight” na presença de meio DMEM/F12. Os 

conídios de P. boydii foram incubados com 40 µg/mL de NHSRho a 4°C por 1 h. Os 

conídios foram lavados e incubados por 1 h a 37ºC com 100 µg/mL de cada anticorpo 

monoclonal anti-PRM e da IgG irrelevante. Um controle de conídios apenas com PBS 

foi feito. Após lavagens, os conídios foram ressuspensos em DMEM e adicionados às 

culturas de J774.16 na proporção 5:1 (conídio:macrófago), seguindo-se incubação por 

1 h a 37°C na presença de 5% de CO2. Após o tempo de interação e lavagens, as 

células foram fixadas em 3,75% de paraformaldeído por 20 min a temperatura 

ambiente. Células foram observadas em microscópio de contraste de fase acoplado à 

fluorescência no aumento de 400X. O número de conídios de P. boydii marcados com 

rodamina e co-localizacão com FITC-dextrana, gerando uma coloração alaranjada, 

proveniente da sobreposição da cor verde orinda da marcação com FITC dextrana, e 

vermelha da marcação do conídio com rodamina, e o número total de conídios no 

interior dos macrófagos marcados com rodamina foram contados para cada condição, 

para a determinação do porcentual de fagossomos fundidos com lisossomos, o que é 

caracterizado pela marcação em vermelho de conídios de P. boydii co-localizadas com 

um anel verde fluorescente referente a dextrana (SHI et al., 2008).  

Para avaliar a capacidade dos conídios de P. boydii germinarem e sobreviverem 

em meio ácido, os conídios foram incubados por 4 h em DMEM a pH 7,2 e pH 4,0 e, 

após este tempo de incubação, foram contados para determinação do número de 

conídios apresentando tubo germinativo em formação para cada condição.  

 

3.11. Ensaios de viabilidade de macrófagos J774.16 

 Com o intuito de observar como a presença de conídios de P. boydii e leveduras 

de H. capsulatum, na presença ou ausência de anticorpos monoclonais anti-PRM e 

H1C, respectivamente, poderiam afetar a viabilidade de macrófagos no curso da 

infecção, 1X105 macrófagos J774.16 foram plaqueados. Células fúngicas, opsonizadas 

ou não, foram postas para interação com estes macrófagos na proporção 5:1 

(fungos:macrófago). Após 2 e 4 h, a viabilidade dos macrófagos foi medida através da 
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adição de 50 μL de MTT (solução de 5mg/mL) em cada poço e a placa foi então 

incubada por 2h à 37ºC. Após esse tempo, foram adicionados 100 μL de DMF em cada 

poço para a solubilização do precipitado formado, por 2 h a 37ºC, seguida pela leitura 

da placa em leitor de ELISA (570 nm). Foram realizados controles com IgG irrelevantes 

e de células fúngicas incubadas apenas com PBS, pH 7,2. Este mesmo ensaio foi 

realizado com as células J774.16 apenas na presença dos anticorpos monoclonais 

anti-PRM e H1C, sem a adição da célula fúngica, para a exclusão de qualquer 

possibilidade de um efeito causado nas células imunes que não oriundo da 

opsonização dos fungos com os anticorpos monoclonais. 

 

3.12. Microscopia “Time-lapse” 

5 × 104 macrófagos foram postos em uma placa contendo uma lamínula coberta 

com poli-lisina (MatTek plates) para adesão “overnight”. O meio DMEM foi removido 

após este período e substituído por meio DMEM fresco contendo os conídios de P. 

boydii (na relação 5:1 conídios:macrófago). Este mesmo ensaio foi realizado com 

conídios previamente opsonizados com os anticorpos monoclonais F10, C7 e C11, bem 

como com uma IgG irrelevante (100 μg/mL). Macrófagos e conídios foram incubados 

por 1 h a 37oC em atmosfera de 5% de CO2. Após 1 h de interação, a placa foi lavada 

para a remoção dos conídios extracelulares e adicionou-se meio DMEM fresco. As 

imagens foram feitas a cada 10 min da interação durante 18 h. As imagens foram 

obtidas em um aumento de 10X usando o microscópio invertido Axiovert 200 M e 

fotografadas com a câmera AxiocamMR controlada pelo software Axio Vision 4.4 (Carl 

Zeiss Micro Imaging, NY). Este microscópio apresenta um compartimento isolado onde 

se mantem a placa da interação em ambiente com temperatura de 37ºC e umidade 

estabilizadas, bem como atmosfera de 5% de CO2. As animações que compuseram o 

filme foram criadas usando o software ImageJ software (ALVAREZ & CASADEVALL, 

2007). 

 

3.13. Ensaios de germinação e viabilidade  
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 Conídios de P. boydii (1 x 105/mL) foram incubados em placas de 24 poços na 

presença de meio DMEM a 37°C com 100 μg/mL de cada um dos anticorpos 

monoclonais anti-PRM, uma IgG irrelevante ou PBS, como controles. Nos intervalos de 

1, 2, 3, 4, 5 e 6 h os poços foram analisados e os conídios germinados foram contados 

sob microscópio invertido. Um mínimo de 100 conídios por campo foi contado, e a 

média dos valores de 3 diferentes experimentos foi calculada. O porcentual de 

germinação foi expresso como o número de conídios germinadospelo número total de 

conídios X 100 (MANAVATHU, CUTRIGHT & CHANDRASEKAR, 1999).  

 Após esse tempo, foram adicionados 50 μL de MTT (solução de 5 mg/mL) em 

cada poço e a placa foi então incubada por 2 h a 37ºC. Em seguida, foram adicionados 

100 μL de N,N-dimetilformamida (DMF - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) em cada poço 

para a solubilização do precipitado formado, por 2 h a 37ºC, seguida pela leitura da 

placa em leitor de ELISA (570 nm). 

Como resultado adicional para comprovação de efeitos de anticorpos anti-PRM 

no crescimento fúngico, a taxa de crescimento das leveduras de C. albicans foi 

analisada em YPD líquido, pH 6,5. As leveduras foram adicionadas na concentração de 

5X106 células/poço em placas de 24 poços, na presença de 100 µg/mL de anticorpos 

anti-PRM de P. boydii e IgG irrelevante, bem como na ausência de qualquer anticorpo. 

A densidade celular (DO600) foi lida em um leitor de ELISA (Labsystem Multiskan MS) 

nos tempos de 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 e 96 h. As taxas de crescimento nos 

diferentes tempos foi medida pela DO600 e expressa como porcentual de crescimento. 

Os ensaios foram feitos em duplicata, três vezes. 

 

3.14. Quantificação de óxido nitrico e superóxido liberados por macrófagos 

Macrófagos J774.16 (1 x 105 )foram plaqueados em meio sem a presença de 

vermelho de fenol (Meio DMEM/F12 non-phenol-red medium – Invitrogen, Carlsbad, 

CA). Os conídios de P. boydii foram previamente incubados com os anticorpos 

monoclonais anti-PRM (100 µg/mL), assim como leveduras de H. capsulatum foram 

previamente incubadas com diferentes concentrações de H1C, e como controles, 

incubação com IgG irrelevante ou PBS, por 1 h a 37°C. Após 2 h de interação com os 
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macrófagos, os sobrenadantes foram coletados. Os níveis de óxido nitrico foram 

medidos utilizando um kit Comercial (Griess reagent kit - Promega). A atividade da 

enzima superóxido dismutase foi determinada pela redução do MTT a formazana, 

medida a 570 nm (MADESH & BALASUBRAMANIAN, 1998).  

 

3.15. Modelos experimentais de pseudallescheriose e histoplasmose murinas 

Para os estudos in vivo com P. boydii, grupos de seis camundongos Balb/c 

fêmeas de 6 a 8 semanas de idade, oriundos do National Cancer Institute (NCI - 

Frederick, MD) foram injetados intraperitonealmente com 250 µg de cada um dos três 

anticorpos monoclonais contra PRM, IgG irrelevante ou PBS. O anticorpo monoclonal 

F10 também foi utilizado nas concentrações de 100 e 500 μg/por camundongo em 

alguns ensaios murinos. Após 2 h da injeção intraperitoneal, os camundongos foram 

desafiados com 2,5 x 107 conídios de P. boydii, por inoculação intratraqueal. Um 

modelo similar de infecção intravenosa foi desenvolvido, mas neste caso o inóculo 

fúngico utilizado foi de 1,25 x 106 conídios de P. boydii. Os camundongos foram 

acompanhados por um periodo de 60 dias e a sobrevivência nestes modelos de 

infecção experimental foi determinada. 

Para uma melhor avaliação dos efeitos dos anticorpos monoclonais anti-PRM, 

estudos de infecção experimental usando outro modelo fúngico experimental, como 

leveduras de C. albicans, foram realizados utilizando grupos de 5 camundongos A/J 

fêmeas de 6 a 8 semanas de idade (NCI - Frederick, MD). Os camundongos foram 

inoculados intraperitonealmente com 250 µg do anticorpo monoclonal F10, uma IgG 

irrelevante ou PBS, 2 h antes da infecção intravenosa com 1 x 106 de leveduras de C. 

albicans. Os animais foram sacrificados no sétimo dia de infecção e os rins foram 

removidos, pesados, homogenizados e plaqueados em ágar YPD, e incubados a 30ºC 

por 48 h para a contagem do número de UFC (GUIMARAES et al., 2009). Para os 

ensaios de infecção animal com H. capsulatum, grupos de 10 camundongos C57BL/6 

fêmeas de 6 a 8 semanas de idade, oriundos do National Cancer Institute (NCI - 

Frederick, MD) foram injetados intraperitonealmente com 250 µg de H1C, IgG 

irrelevante ou PBS. Após 2 h, os camundongos foram infectados intranalsamente com 
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5 × 106 (dose subletal para os ensaios de UFC) ou 1,25 × 107 (dose letal para os 

estudos de sobrevivência) de leveduras de H. capsulatum. Também foram testadas as 

doses de 100 e 500 μg de H1C para a dose letal de H. capsulatum para estudo em 

modelo de sobrevivência dos camundongos infectados (GUIMARAES et al., 2009). 

Para os ensaios de análise de UFC em tecidos infectados, grupos de 3 animais foram 

sacrificados no terceiro e no sétimo dias de infecção e os pulmões foram removidos, 

pesados, homogenizados e plaqueados em ágar BHI-sangue, e incubados por sete 

dias a 37ºC para a contagem de UFC (GUIMARAES et al., 2009). 

 

3.16. Análises estatísticas.  

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 

versão 5.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego CA). A análise de variância 

one-way foi utlizada para comparar diferença entre grupos, e comparações individuais 

de grupos foram feitas utlizando o teste de Boferoni (Bonferoni posttest). O teste  t  de 

Student foi usado para comparer o número de UFC para diferentes grupos. Um 

intervalo de confiança > 95% foi determinado em todos os experimentos. Os resultados 

dos testes de sobrevivência in vivo foram analisados pelo teste de Kaplan-Meyer, para 

determinar possíveis diferenças significativas entre os grupos.  
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4. Resultados 

Parte I: Pseudallescheria boydii 

 

4.1. Anticorpos anti-PRM se ligam a superfície celular de P. boydii 

 Através da técnica de ELISA indireto, foi possível evidenciar e quantificar a 

reatividade dos anticorpos monoclonais anti-PRM de P. boydii F10, C7 e C11 tanto com 

a molécula de PRM purificada, como com conídios de P. boydii (Figuras 12A e B). 

Observou-se variações no perfil de ligação dos diferentes anticorpos monoclonais anti-

PRM (Figura 9A). Os anticorpos monoclonais reconheceram tanto a molécula nativa 

de PRM, bem como conídios de P. boydii fixados, o que demonstrou que estes 

anticorpos são capazes de reconhecer a estrutura de PRM na superfície de conídios de 

P. boydii (Figuras 9A e B). 

 A técnica de imunofluorecência permitiu localizar a molécula de PRM na 

superfície de conídios de P. boydii (Figuras 9C-H). A microscopia de fluorescência 

revelou diferentes perfis de marcação, de acordo com o anticorpo monoclonal anti-PRM 

utilizado. O anticorpo monoclonal F10 (Figuras 9C e D) marcou o corpo celular de 

conídios germinados (seta na Figura 9D) e a porção apical do tubo germinativo 

(cabeça de seta na Figura 9D), enquanto C7 (Figuras 9E e F) e C11 (Figuras 9G e 

H) marcaram o corpo celular de conídios não germinados (setas nas Figuras 9C-H).   
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Figura 9: Anticorpos anti-PRM se ligam a superfície celular de P. boydii. Análises 

de ELISA indireto mostrando a ligação dos anticorpos monoclonais F10, C7 e C11 na 

molécula de PRM purificada (A) e em conídios de P. boydii (B). Os ensaios foram 

realizados em triplicada, três vezes cada. Imagens de microscopia de fluorescência e 

campo claro mostrando ligação dos anticorpos monoclonais F10 (C e D), C7 (E e F) e 

C11 (G e H) (100 µg/mL) nos conídios de P. boydii. Barra: 10 m. 
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4.2. Anticorpos F10, C7 e C11 competem por epítopos similares  

Para a determinação da ligação com a PRM de P. boydii, os anticorpos 

monoclonais anti-PRM F10, C7 e C11 foram biotinilados e os ensaios foram realizados 

na presença de um par de anticorpos monoclonais. Os ensaios de ELISA de 

competição revelaram que os três anticorpos monoclonais anti-PRM se ligaram em 

epítopos extremamente similares ou epítopos sobrepostos (Figuras 10 A-C), como 

demonstrado pela competição pelo antígeno, observada em todos os três pares de 

anticorpos usados nos diferentes experimentos (Figuras 10 A-C). 
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Figura 10: Anticorpos F10, C7 e C11 competem por epítopos similares ou 

extremamente próximos. Anticorpos monoclonais anti-PRM foram biotinilados e 

ensaios de ELISA de competição foram realizados. Os resultados mostraram a 

competição dos anticorpos monoclonais anti-PRM na molécula desta glicoproteína. 

Curvas representando a competição pela ligação entre os anticorpos C7 e F10 (A), C7 

e C11 (B) e C11 e F10 (C). 
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4.3. Anticorpos monoclonais se ligam na porção carboidrato da molécula de PRM 

 Um ensaio de ELISA indireto foi usado para analisar qual porção da PRM era 

reconhecida pelos três anticorpos monoclonais anti-PRM. Para isto, a molécula 

purificada de PRM passou por tratamentos específicos para a remoção das porções 

carboidrato e proteína, respectivamente. Os valores de absorbância mostraram que, 

após a remoção da porção carboidrato da molécula através do tratamento com 

PNGase, a ligação com os anticorpos monoclonais anti-PRM diminuiu 

significativamente, como observado para F10 (Figura 11A), C7 (Figura 11B) e C11 

(Figura 11C) (P<0,05), indicando a importância da porção carboidrato no 

reconhecimento pelos anticorpos. Em contraste, não foi observada uma diferença 

significativa quando a porção proteica da molécula foi removida pelo tratamento com 

proteinase K, mostrando que os epítopos reconhecidos pelos anticorpos não eram de 

natureza proteica (Figura 11A), C7 (Figura 11B) e C11 (Figura 11C) (P>0,05). 
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Figura 11: Anticorpos monoclonais se ligam na porção carboidrato na molécula 

de PRM. Os gráficos de ELISA mostram os valores de absorbância quando a molécula 

de PRM sofreu tratamento com uma endoglucosidade e tratamento com protease, 

seguidos de incubação com os monoclonais F10 (A), C7 (B) e C11 (C). Estes 

resultados indicaram que os anticorpos monoclonias se ligaram a porção carboidrato 

da molécula. Os ensaios de ELISA foram realizados em triplicata, três vezes cada. 
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4.4. Anticorpos monoclonais anti-PRM se ligam em diferentes espécies fúngicas 

 Os ensaios de ELISA indireto foram realizados usando diferentes espécies 

fúngicas com a finalidade de observar a possibilidade de ligação dos anticorpos 

monoclonais anti-PRM em fungos relacionados ou não com P. boydii. Foi possível 

observar que os três anticorpos monoclonais foram capazes de se ligar aos conídios de 

S. apiospermum (Figura 12A) e S. prolificans (Figura 12B), bem como em leveduras 

de H. capsulatum (Figura 12C), C. albicans (Figura 12D) e C. parapsilosis (Figura 

12E). Com este resultado, parece haver então estruturas contendo manose na 

superfície celular de diferentes fungos que se mostram conservadas ao longo da 

evolução. 
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Figura 12. Anticorpos monoclonais anti-PRM se ligam em diferentes espécies 

fúngicas. Ensaios de ELISA mostrando a ligação e reconhecimento dos monoclonais 

F10, C7 e C11 em conídios de S. apiospermum (A) e S. prolificans (B), e leveduras de 

H. capsulatum (C), C. albicans (D) e C. parapsilosis (E). Estes dados demonstraram a 

posiibilidade de estruturas conservadas entre as diferentes espécies fúngicas ao longo 

da evolução. Os ensaios foram realizados em triplicata, três vezes cada.  
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4.5. Anticorpos monoclonais podem afetar o destino intracelular de P. boydii 

Conídios de P. boydii foram efetivamente fagocitados por macrófagos J774.16. A 

adição de PRM solúvel reduziu significativamente a fagocitose em 25% (Figura 13A). 

Para investigar o envolvimento dos receptores celulares de macrófagos na 

internalização de conídios, bloqueadores específicos para receptores nos macrófagos 

foram usados. Uma redução significativa foi observada usando os anticorpos anti-

CD11b e CD18, indicando um requerimento do receptor CR3 na interação entre 

conídios e macrófagos (Figura 13A) (P < 0,05). A ausência de redução da fagocitose 

frente ao bloqueio dos demais receptores de macrófagos mostrou que o conídio de P. 

boydii não requer os recepores CR4 (CD11c/CD18), LFA-1 (CD11a/CD18) e C14 para 

a sua internalização em células J774.16 (Figura 13A). Ensaios adicionais de fagocitose 

foram realizados opsonizando conídios com os anticorpos monoclonais anti-PRM. Os 

resultados mostraram que, na presença dos três anticorpos monoclonais, foi observado 

um importante decréscimo na fagocitose dos conídios, comparada às fagocitoses nas 

situações-controle (Figura 13B) (P < 0,05), o que sugere um bloqueio da fagocitose por 

estes anticorpos. Somado ao fato da redução da fagocitose na presença dos anticorpos 

monoclonais, a adição de conídios opsonizados com F10, C7 e C11 mostrou um 

aumento de 30 a 40% na sobrevivência no interior dos macrófagos (Figura 13C) (P < 

0,05), sugerindo que, na presença dos anticorpos monoclonais anti-PRM, conídios de 

P. boydii podem resistir mais no interior da célula fagocítica, uma vez que observamos 

menor internalização nos macrófagos do aquela observada nas amostras-controle. 
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Figura 13: Anticorpos monoclonais podem afetar o destino intracelular de P. 

boydii. Efeito da PRM purificada e bloqueio dos receptores CD11 e CD18 diminuíram a 

fagocitose de conídios de P. boydii, indicando a participação da molécula de PRM na 

internalização pelos macrófagos, e o requerimento do receptor CR3 na interação entre 

conídios de P. boydii e macrófagos. A ausência de redução da fagocitose frente ao 

bloqueio dos demais receptores mostrou que o conídio de P. boydii não requer os 

recepores CR4, LFA-1 e C14 para a sua internalização em células J774.16 (A). A 

incubação prévia de conídios de P. boydii com os monoclonais F10, C7 e C11 (100 

µg/mL) também culminaram na diminuição significativa da fagocitose por macrófagos 

J774.16 (B). Efeito dos anticorpos monoclonais anti-PRM (100 µg/mL) na sobrevivência 

no interior de macrófagos J774.16 (C). Em todos os gráficos, os valores representam a 

média de 3 experimentos independentes. Cada experimento foi feito em triplicata. * 

P<0,05 para comparação entre as amostras e os controles. 
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4.6. Co-localização de conídios de P. boydii com fagolisossomos 

 A fusão dos lisossomas com fagossomas foi observada pela detecção do FITC-

dextrana com conídios de P. boydii dentro dos macrófagos, revelada pela coloração 

laranja, devido à sobreposição do verde oriundo da FITC-dextrana e do vermelho 

oriundo da marcação dos conídios de P. boydii com rodamina. A maior parte dos 

fagolisossomas contendo P. boydii continha conídios previamente opsonizados com o 

anticorpo monoclonal F10, o que demonstra que a presença do anticorpo monoclonal 

F10 gerou uma maior fusão entre fagossomos e lisossomos (Figuras 14A e B). As 

imagens de imunofluorescência mostram a fusão dos fagolisossomas em macrófagos 

pela co-localização da FITC-dextrana com a rodamina que marca a superfície celular 

dos conídios, previamente opsonizados ou não com os anticorpos monoclonais F10 

(Figura 14B), C7 (Figura 14C) e C11 (Figura 14D), e com uma IgG irrelevante (Figura 

14E). Com o objetivo de avaliar a capacidade de germinação de conídios de P. boydii 

em meio ácido, estas células foram incubadas em meio DMEM com pH 7,2 e pH 4,0 e 

plaqueadas em meio ágar batata dextrose após um período determinado. Em pH 4,0 foi 

visto um significativo aumento no número de UFC em comparação com o número 

obtido após 4 h de incubação em DMEM pH 7,2 (Figura 14F) (P < 0,05). 
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Figura 14. Co-localização de conídios de P. boydii com fagolisossomos. 

Anticorpos monoclonais foram avaliados quanto ao efeito sobre a fusão fagolisossomal 

com conídios de P. boydii. O anticorpo monoclonal F10 (100 µg/mL) aumentou a fusão 

destes conídios com fagolisossomas de células J774.16. Não foi observado o mesmo 

efeito para os anticorpos monoclonais C7 e C11 (A). As análises de imunofluorescência 

mostram a fusão dos fagolisossomas em macrófagos pela co-localização da FITC-

dextrana com a rodamina que marca a superfície celular dos conídios, resultado em 

uma coloração alaranjada, resultado da sobreposição do FITC com a rodamina. 

Conídios de P. boydii (em vermelho) foram previamente opsonizados com os 

anticorpos monoclonais F10 (B), C7 (C) e C11 (D), e com uma IgG irrelevante (E). 

Germinação de conídios de P. boydii em meios DMEM com pH neutro e com pH ácido 

após 4 h (F) (P<0,05). Ambos os experimentos foram realizados três vezes. Barra: 50 

μm. 
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4.7. Conídios de P. boydii são capazes de destruir os macrófagos durante a 

interação com estas células, e a opsonização destes conídios afeta a viabilidade 

de células J774.16 

Objetivando-se analisar a viabilidade de macrófagos durante a interação de 

conídios de P. boydii opsonizados com anticorpos anti-PRM, ensaios de MTT foram 

realizados. Foi observado que ocorre um dano significativo as células fagocíticas na 

presença de conídios previamente opsonizados com os anticorpos monoclonais F10 e 

C11, não sendo observado o mesmo efeito frente a opsonização das células fúngicas 

com o anticorpo monoclonal C7 (Figura 15A) (P < 0,05). Com o intuito de averiguar 

que este efeito era causado pela opsonização dos conídios com os anticorpos 

monoclonais e não apenas pela presença destes anticorpos, ensaios similares foram 

realizados com macrófagos J774.16 e os três anticorpos monoclonais, na ausência da 

célula fúngica. Nenhum efeito significativo foi observado nestes macrófagos na 

presença dos anticorpos monoclonais anti-PRM (Figura 15B) (P>0,05). Estes 

resultados foram obtidos após 4 h de interação. 

Com o objetivo de avaliar se macrófagos seriam capazes de eliminar a infecção 

por P. boydii, os conídios foram postos para a interação com as células J774.16, e esta 

interação  foi avaliada a cada 10 min, por 18 h. Os resultados mostraram que a célula 

hospedeira não foi capaz de eliminar a infecçao por P. boydii. Os conídios germinaram 

no interior dos macrófagos, com consequente formação das hifas, o que culminou com 

a destruição da célula hopedeira. (Figura 15C – ver material suplementar contido 

em CD). 
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Figura 15. Conídios de P. boydii são capazes de destruir os macrófagos durante a 

interação com estas células, e a opsonização destes conídios afeta a viabilidade 

de células J774.16. Viabilidade de macrófagos durante a interação, por 4 h, de 

conídios de P. boydii opsonizados com anticorpos anti-PRM através de ensaios de 

redução de MTT. Observação de um dano significativo nas células fagocíticas na 

presença de conídios previamente opsonizados com os anticorpos monoclonais F10 e 

C11, não sendo observado o mesmo efeito frente a opsonização das células fúngicas 

com o anticorpo monoclonal C7 (Figura 15A) (P < 0,05). Ensaios similares foram 

realizados com macrófagos J774.16 e os três anticorpos monoclonais, na ausência da 

célula fúngica. Nenhum efeito significativo foi observado nestes macrófagos na 

presença dos anticorpos monoclonais anti-PRM (Figura 15B) (P ˃ 0,05). No filme 

realizado durante a interação de conídios de P. boydii com macrófagos J774.16 é 

possível observar que estes conídios puderam destruir os macrófagos durante o curso 

da infecção. As imagens foram coletadas sob a lente objetiva de 10X, a cada 10 min, 

durante 18 h (Figura 15C – ver material suplementar contido em CD). 
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4.8. Efeitos dos anticorpos monoclonais anti-PRM no crescimento e na 

viabilidade de conídios de P. boydii 

 A atividade metabólica dos conídios de P. boydii, na presença dos três 

anticorpos monoclonais, foi examinada por ensaios de redução de MTT em diferentes 

tempos. O maior aumento na atividade foi observado com 6 h, onde este aumento foi 

de 48%, 49% e 51% para os anticorpos monoclonais F10, C7 e C11, respectivamente, 

em comparação com os controles (Figura 16A).  

A influência dos anticorpos monoclonais F10, C7 e C11 foi analisada na 

germinação de conídios in vitro.  Esta avaliação foi feita baseada na observação da 

formação do tubo germinativo. Após 4 h de incubação, aproximadamente de 77-80% 

dos conídios germinaram na presença dos três anticorpos monoclonais, comparada 

com uma germinação de 59% nos controles (Figura 16B). As imagens de microscopia 

em campo claro mostram a diferença de germinação de conídios de P. boydii na 

presença de um anticorpo irrelevante (Figura 16C), bem como na presença dos 

anticorpos monoclonais F10 (Figura 16D), C7 (Figura 16E) e C11 (Figura 16F). 
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Figura 16. Efeitos dos anticorpos monoclonais anti-PRM no crescimento e na 

viabilidade de conídios de P. boydii. Viabilidade de P. boydii na presença de F10, C7 

e C11 (100 µg/mL) foi demonstrada por ensaios de MTT após 6 h de incubação (A). 

Efeito dos anticorpos monoclonais F10, C7 e C11 (100 µg/mL) na morfogênese de P. 

boydii (B-F). Percentual de células com a pesença de tubo germinativo após 4 horas de 

incubação com os anticorpos monoclonais e uma IgG irrelevante (B). A morfologia de 

conídios de P. boydii foi observada por microscopia óptica após incubação com um 

anticorpo irrelevante (C) e com os monoclonais F10 (D), C7 (E) e C11 (F). É possível 

observar um estímulo na germinação, quando na presença dos anitcorpos monoclonais 

anti-PRM. * P<0,05. Barra: 100 m. Os experimentos foram realizados três vezes. 
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4.9. Impacto dos anticorpos monoclonais anti-PRM na liberação de espécies 

reativas de oxigênio por macrófagos J774.16 

 A adição de conídios de P. boydii, previamente opsonizados com os anticorpos 

monoclonais anti-PRM, ao meio de interação com os macrófagos, alterou a produção 

de superóxido por estas células fagocíticas. Uma diminuição significativa ocorreu na 

presença dos anticorpos F10, C7 e C11 em comparação com os controles (P<0,05) 

(Figura 17A). Já a produção de óxido nítrico pelas células J774.16 não foi afetada pela 

presença ou ausência dos anticorpos monoclonais anti-PRM opsonizantes (Figura 

17B).  
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Figura 17. Impacto dos anticorpos monoclonais anti-PRM na liberação de 

espécies reativas de oxigênio. Opsonização de conídios de P. boydii com os 

monoclonais F10, C7 e C11 (100 µg/mL) suprimiu a liberação de superóxido por células 

J774.16 (* P<0,05) (A). A produção de óxido nítrico por macrófagos não foi afetada pela 

presença ou ausência dos anticorpos monoclonais anti-PRM (B). Os experimentos 

foram realizados três vezes. 
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4.10. Anticorpos monoclonais anti-PRM afetam a pseudallescheriose 

experimental murina 

 Com o intuito de determinar o efeito dos anticorpos monoclonais anti-PRM na 

pseudallescheriose, diferentes grupos de camundongos foram tratados inicialmente 

com os anticorpos F10, C7 e C11, e uma IgG irrelevante, ou PBS, e em seguida 

desafiados com conídios de P. boydii administrados intravenosa ou intratraquealmente. 

No modelo intravenoso, a administração de 250 g dos monoclonais F10, C7 e C11, 2 

h antes da infecção, diminuiu significantemente a sobrevivência de camundongos 

infectados com conídios de P. boydii, culminando com a morte de todos os animais em 

torno do dia 12, para os anticorpos F10 e C7 (Figura 18A) (P0,05). Com o objetivo de 

avaliar a possibilidade de um efeito prozona, o anticorpo monoclonal F10 foi 

administrado aos camundongos em doses de 100 e 500 g. Resultados similares, no 

que concerne à ausência de proteção, foram observados com a dose 500 g do 

anticorpo monoclonal F10. A dose de 100  g mostrou tendência a uma maior proteção, 

quando comparada às doses de 250 e 500 g, porém este resultado não foi 

considerado estatisticamente significativo (Figura 18B) (P>0,05). A infecção 

intratraqueal com conídios de P. boydii causou 100% de mortalidade em todas as 

condições testadas, mas na presença do anticorpo monoclonal F10, na concentração 

de 250 g, os camundongos morreram mais rápido, quando comparado aos grupos-

controle (Figura 18C) (P0,05). O anticorpo monoclonal C7 também mostrou uma 

aceleração na morte dos camundongos, bem como o anticorpo C11 mostrou tendência 

à proteção, mas os resultados não foram considerados estatisticamente diferentes dos 

encontrados nos grupos-controle (Figura 18C) (P>0,05). 
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Figura 18. Anticorpos monoclonais anti-PRM afetam a pseudallescheriose. A 

injeção intraperitoneal com 250 g dos monoclonais F10, C7 e C11 2 horas antes da 

infecção diminuiu significantemente a sobrevivência de camundongos infectados com 

conídios de P. boydii no modelo intravenoso (A) (*P0,05). Resultados similares foram 

obtidos com 500 g do monoclonal F10. A dose de 100 g mostrou tendência a uma 

maior proteção, quando comparada às doses de 250 e 500 g, porém este resultado 

não foi considerado estatisticamente significativo (B). Infecção intratraqueal com 

conídios de P. boydii mostrou 100% de mortalidade em todas as condições testadas, 

mas na presença do anticorpo monoclonal F10 na concentração de 250 g os 

camundongos morreram mais rápido, quando comparado aos grupos-controle. O 

anticorpo monoclonal C7 também mostrou uma aceleração na morte dos 

camundongos, bem como o anticorpo C11 mostrou tendência à proteção, mas os 

resultados não foram considerados estatisticamente significativos quando 

comparadados aos grupos-controle (C) (*P0,05). Os experimentos com animais foram 

realizados duas vezes. 
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4.11. Anticorpos monoclonais anti-PRM de P. boydii podem afetar o crescimento, 

a fagocitose e a infecção experimental de C. albicans 

 O crescimento de C. albicans aumentou 31%, 10% e 18% nos tempos de 12, 24 

e 36 h, respectivamente, na presença do anticorpo monoclonal F10, quando 

comparado ao crescimento obtido nos controles (Figura 19A) (P0,05). Os anticorpos 

monoclonais C7 e C11 não apresentaram efeito no crescimento de C. albicans (Figura 

19A) (P>0,05). Em ensaios de fagocitose, a opsonização com os anticorpos 

monoclonais anti-PRM de P. boydii diminuiu o índice fagocítico em 15%, 40% e 50% 

para F10, C7 e C11, respectivamente, em comparação com os controles (Figura 19B). 

Em modelo de candidíase experimental, os rins de camundongos infectados foram 

removidos, e o número de UFC foi determinado. Em camundongos que receberam 

tratamento prévio com o anticorpo monoclonal F10, o número de colonias de C. 

albicans foi significativamente maior ao daqueles que receberam apenas PBS ou IgG 

irrelevante (Figura 19C) (P0,05). 
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Figura 19. Anticorpos monoclonais anti-PRM de P. boydii podem afetar o 

crescimento, a fagocitose e a infecção experimental de leveduras de C. albicans. 

O crescimento de C. albicans aumentou significativamente na presença do monoclonal 

F10, quando comparado aos controles, nos tempos de 12, 24 e 36 h. Os anticorpos 

monoclonais C7 e C11 não apresentaram efeito significativo no crescimento de C. 

albicans (A). A fagocitose de C. albicans foi reduzida na presença de leveduras 

previamente opsonizadas com os 3 anticorpos monoclonais anti-PRM, F10, C7 e C11 

(100 µg/mL) (B).Os experimentos foram realizados três vezes. (* P0,05). Número de 
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Parte II: Histoplasma capsulatum 

 

4.12. Ligação do anticorpo monoclonal H1C na superfície celular de H. 

capsulatum 

 Ensaios de ELISA, usando como antígeno as leveduras de H. capsulatum, foram 

realizados com o intuito de observar a ligação do anticorpo monoclonal H1C em células 

fúngicas intactas. Foi possível observar um perfil significativo de ligação do anticorpo 

com as leveduras, o que ocorreu em concentrações de H1C > 1 g/mL (Figura 20A). 

As análises de imunofluorescência (Figura 20C) e microscopia de campo claro (Figura 

20D) demonstraram que H1C reagiu difusamente sobre a superfície celular fúngica, 

apresentando regiões da superfície celular fúngica onde o anticorpo H1C apresentou 

uma marcação mais pontual (Figura 20C e D). 
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Figura 20. Anticorpo monoclonal contra uma proteína de 70KDa da superfície 

celular de H. capsulatum (H1C). ELISA com leveduras de H. capsulatum mostraram 

reatividade de H1C com células fúngicas intactas, a partir da concentração de  1 g/mL 

(A). Análises de imunofluorescência (B) e campo claro (C) demonstraram que H1C 

reagiu difusamente sobre a superfície celular fúngica. Em (D) vemos a sobreposição de 

ambas as imagens (A e B). Os experimentos foram repetidos três vezes. 
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4.13. O anticorpo monoclonal H1C pode alterar as interações macrófago-H. 

capsulatum 

 Os ensaios de fagocitose foram analisados por microscopia confocal e citometria 

de fluxo. Foi possível observar que o anticorpo H1C aumentou a adesão das leveduras 

de H. capsulatum com os macrófagos, opsonizadas previamente com o anticorpo 

monoclonal H1C, nas concentrações de 25 e 50 μg/mL deste anticorpo (Figura 21A), 

enquanto a fagocitose teve seus índices aumentados em todas as concentrações 

usadas de H1C (12,5 a 100 μg/mL) (Figura 21B) (P<0,05). Nos ensaios de viablidade 

fúngica no interior do macrófago foi possível determinar que H1C aumentou 

significativamente a sobrevivência intracelular destas leveduras em células J774.16 

(Figura 21C) (P<0,05). 
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Figura 21. H1C pode alterar as interações macrófago-H. capsulatum. H1C altera a 

associação entre células J774.14 e leveduras. Os efeitos da opsonização de leveduras 

de H. capsulatum com H1C foi analisado em ensaios de adesão (A) e fagocitose (B). A 

adesão aumentou significativamente nas concentrações de 25 e 50 μg/mL de H1C.  Já 

o aumento da fagocitose foi observado em todas as concentrações de H1C testadas 

(12,5 a 100 μg/mL) (A e B). A opsonização com H1C nas concentrações de 12,5, 25, 

50, 75 e 100 µg/mL aumentou significativamente a sobrevivência intracelular destas 

leveduras (C). O símbolo Hc significa leveduras de H. capsulatum sem opsonização 

com anticorpos, e na presença de macrófagos. Em todos os gráficos, os valores 

representam a média de 3 experimentos independentes. Cada experimento foi feito em 

triplicata. * P<0,05 para comparação entre as amostras e os controles. 
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4.14. Efeito do anticorpo monoclonal H1C na viabilidade de macrófagos 

Com o intuito de averiguar a possibilidade de efeitos do anticorpo monoclonal 

H1C sob macrófagos J774.16, ensaios de redução de MTT foram realizados para 

avaliar a viabilidade da célula fagocítica apenas na presença do anticorpo monoclonal 

H1C, na ausência da célula fúngica, após 4 h de incubação. Nenhum efeito significativo 

foi observado nestes macrófagos na presença de H1C, usando concentrações de 12,5, 

25, 50, 75 e 100 µg/mL (Figura 22A) (P>0,05). A viabilidade das células J774.16 após 

a exposição de leveduras de H. capsulatum, previamente opsonizadas ou não com 

diferentes concentrações do anticorpo monoclonal H1C, foi medida por ensaios 

similares, após 2  (Figura 22B) e 4 (Figura 22C) h de interação. Em concentrações 

acima de 12,5 μg/mL do anticorpo monoclonal H1C, na presença de leveduras, foi 

observado um aumento na toxicidade dose-dependente em macrófagos J774.16 

(P<0,05). Como controle, este mesmo teste foi realizado apenas na presença do 

anticorpo H1C, sem as leveduras de H. capsulatum, e apenas o anticorpo monoclonal 

não apresentou qualquer efeito sobre os macrófagos.  
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Figura 22. Efeito de H1C na viabilidade de macrófagos. Ensaios de redução de MTT 

foram realizados para avaliar a viabilidade da célula fagocítica apenas na presença do 

anticorpo monoclonal H1C, na ausência da célula fúngica. Nenhum efeito significativo 

foi observado nestes macrófagos na presença de H1C, usando concentrações de 12,5, 

25, 50, 75 e 100 µg/mL (A) (P ˃ 0,05). Os resultados de toxicidade em macrófagos 

foram realizados por 2 (B) e 4 (C) horas de interação com leveduras de H. capsulatum 

opsonizadas com H1C. Resultados em triplicata, e os dados expressam a média de 

três experimentos diferentes. 
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4.15. Efeito dos anticorpos monoclonais anti-PRM na liberação de espécies 

reativas de oxigênio 

 Após comprovação do aumento da viabilidade de leveduras de H. capsulatum, 

foi examinada a produção de óxido nítrico e superóxido pelas células J774.16 em co-

cultura com as leveduras expostas a diferentes concentrações do anticorpo monoclonal 

H1C, bem como expostas a uma IgG irrelevante ou ao PBS. A opsonização por H1C de 

leveduras levou a um decréscimo da liberação de óxido nítrico por estas células 

imunes, em concentrações de H1C ≥ 25 g/mL, medido após 2 h de co-cultura (Figura 

23A) (P<0,05). Em contraste, não foi observada nenhuma diferença significativa na 

liberação dos radicais superóxido pelos macrófagos, em nenhuma das concentrações 

de H1C testada (Figura 23B) (P>0,05). 
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Figura 23. Impacto dos anticorpos monoclonais anti-PRM na liberação de 

espécies reativas de oxigênio. Opsonização de leveduras de H. capsulatum 

opsonizadas com o monoclonal H1C suprimiu a liberação de óxido nítrico por células 

J774.16 em concentrações de H1C ≥ 25 g/mL, medido após 2 h de co-cultura (A) (* 

P<0,05). A produção de superóxido por macrófagos não foi afetada pela presença ou 

ausência dos anticorpos monoclonais anti-PRM (B). Os experimentos foram realizados 

em triplicata, duas vezes cada. 
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4.16. Anticorpo monoclonal H1C e histoplasmose experimental murina 

 O anticorpo monoclonal H1C (250 g) foi administrado  intraperitonealmente em 

camundongos C57BL/6 2 h antes da inoculação das formas de  levedura de H. 

capsulatum. Controles usando IgG irrelevante e PBS foram realizados. Os estudos de 

recuperação de UFC de tecidos pulmonares infectados mostraram uma tendência ao 

aumento de UFC recuperadas de tecidos de camundongos tratados com H1C após 3 

dias de infecção, porém os resultados das UFC obtidas destes tecidos após 3 e 7 dias 

de infecção não foram estatisticamente significativos (Figura 24A) (P>0,05). Quanto 

aos estudos de letalidade, mais uma vez observou-se uma tendência a uma menor 

sobrevivência nos camundongos previamente tratados com o anticorpo monoclonal 

H1C, porém as análises estatísticas não indicaram diferenças significativas quando 

comparados aos resultados dos grupos-controle, uma vez que nos animais tratados os 

óbitos ocorreram no dia 10±1, enquanto no grupo controle os óbitos foram observados 

no dia 11±1 após o desafio com H. capsulatum (Figura 24B) (P>0,05). 
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Figura 24. H1C e histoplasmose experimental murina. Pré-tratamento com injeções 

intraperitoneais com 100 g de H1C não alterou a infecção e recuperação de unidades 

formadoreas de colônias (UFC) em tecidos pulmonares infectados (A), assim como não 

prolongou a sobrevivência de camundongos infectados com dose letal de H. 

capsulatum (B). Os estudos de recuperação de UFC foram realizados com três 

camundongos por grupo para cada dia de análise (dia 3 e dia 7). Os estudos de 

sobrevivência foram realizados utilizando grupos de 10 camundongos, em dois ensaios 

independentes. 
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5. Discussão 

Com o surgimento de quadros que levam à imunossupressão, como a AIDS e 

tratamentos que utilizam quimioterapia, as infecções fúngicas têm se expandido por 

todo o mundo, ganhando importância na clínica e, consequentemente, nas pesquisas 

(STEINBACH et al., 2003a). Inúmeros estudos foram e têm sido realizados de forma a 

buscar um maior entendimento dessas infecções e do processo de patogênese desses 

fungos emergentes, dentre os quais se destaca os fungos do complexo 

Scedosporium/Pseudallescheria (CORTEZ et al., 2008), bem como a espécie H. 

capsulatum e suas variantes (HOLBROOK & RAPPLEYE, 2008). 

Recentemente, vários estudos vêm sendo realizados para o maior conhecimento 

dos fatores de virulência que permitem aos fungos infectarem, se adaptarem e 

colonizarem o hospedeiro humano. No complexo Pseudallescheria/Scedosporium, 

algumas moléculas de superfície, como glucanas, glicoproteínas e glicolipídeos, além 

de enzimas proteolíticas já foram descritas, assim como a sua importância para a 

célula fúngica (SANTOS et al., 2009). 

Sabe-se que a superfície fúngica é rica em glicoconjugados, em especial os que 

contêm em sua composição unidades de manose, que são moléculas importantes para 

a interação com o hospedeiro (RUIZ-HERRERA et al., 2006a,b). Sabe-se também que 

diversos fungos são capazes de aderir e invadir células epiteliais e que este 

mecanismo pode ser essencial no curso da infecção pelos microrganismos (PINTO et 

al., 2004). Todavia, a complexidade das interações que ocorrem entre fungos 

patogênicos e seus hospedeiros nos sugerem que estes microrganismos apresentam 

um grande número de mecanismos de aderência (KARKOWSKA-KULETA, RAPALA-

KOZIK & KOZIK, 2009, RAPALA-KOZIK et al., 2009). 

 A relevância do presente estudo mostra-se diretamente associada com o 

crescente número de casos de pacientes imunocomprometidos e com a falha no 

tratamento destes pacientes. Este quadro claramente facilita a infecção do hospedeiro 

por espécies previamente tidas como não patogênicas, como alguns fungos 
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filamentosos e leveduriformes (VAN BURIK & MAGEE, 2001), o que demonstra a 

importância da procura de novos alvos terapêuticos bem como de novos compostos 

com ação antifúngica. O número de relatos de infecção oportunista por P. boydii tem 

aumentado consideravelmente, o que é associado ao difícil tratamento, principalmente 

explicado pela resistência do fungo a antifúngicos clássicos, como a anfotericina B. 

Para histoplasmose, classicamente, a infecção vem sendo tratada com anfotericina B, 

por longos períodos. Atualmente, esta droga é usada para casos de infecção severa e 

apenas por algumas semanas, seguida por uma terapia com azóis. O itraconazol é 

normalmente a droga de escolha para seguir a terapia com anfotericina B e para o 

tratamento de casos de histoplasmose com classificações de leve a moderado. Dessa 

forma, estudos que visem à descoberta de substâncias capazes de inibir processos 

vitais associados à biologia celular bem como à interação de fungos com células 

hospedeiras, podem revelar compostos promissores a serem utilizados numa futura 

quimioterapia para o tratamento de infecções clínicas. 

Neste contexto específico, P. boydii aparece como um patógeno humano 

emergente com uma expressão importante, bem como H. capsulatum se apresenta 

como a espécie fúngica responsável pelo maior número de acometimentos sobre 

doenças pulmonares fúngicas (VAN BURIK & MAGEE, 2001, HOLBROOK & 

RAPPLEYE, 2008). Um grande número de estudos vem mostrando que uma grande 

gama de drogas antifúngicas, dentre elas, anfotericina B, nistatina, nistatina lipossomal, 

itraconazol, flucitosina, fluconazol, terbinafrina e cetoconazol, apresentam um baixo 

grau de atividade contra fungos presentes no complexo 

Scedosporium/Pseudallescheria (HENNEQUIN, 1996; DEL POETA, SCHELL & 

PERFECT, 1997; RADFORD, JOHNSON & WARNOCK, 1997; ESPINEL-INGROFF, 

1998a,b; MCGINNIS et al., 1998; OHNSON et al., 1998; PFALLER et al., 1998; 

CUENCA-ESTRELLA et al., 1999; UCHIDA; CARRILLO & GUARRO,  2001, 

MELETIADIS et al., 2002; MINASSIAN et al., 2003; ODABASI et al., 2004; GUARRO et 

al., 2006). Os novos compostos triazólicos, como voriconazol (CARRILLO & GUARRO,  

2001, MELETIADIS et al., 2002) e ravuconazol (CARRILLO & GUARRO, 2001, 

GONZALEZ et al., 2005) se mostram promissores, enquanto posoconazol apresenta 
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um espectro de atividade variável (MELETIADIS et al., 2002, CARRILLO & GUARRO, 

2001). Já as drogas que fazem parte do grupo das equinocandinas apresentam baixa 

atividade. 

A implementação de terapias baseadas no uso de anticorpos ainda permanece 

empírica e necessitando de maiores estudos, uma vez que fatores que influenciam a 

eficácia destas terapias ainda são pouco entendidos e a ativação de vias inflamatórias 

pode ter um efeito deletério para o organismo hospedeiro (WEISER et al., 1996; 

SAVOY et al., 1997; LENDVAI et al., 2000, HALL, DIACONU & PEARLMAN, 2001). 

Baseado nisto, este trabalho decidiu investigar se anticorpos monoclonais poderiam 

proteger contra dois tipos de infecções fúngicas, e como estes anticorpos poderiam 

influenciar a biologia e a patogenicidade dos fungos utilizados no estudo. 

Os anticorpos monoclonais anti-PRM reconheceram componentes na superfície 

de conídios de P. boydii. A análise por fluorescência permitiu imunolocalizar a PRM em 

toda a superfície celular de conídios de P. boydii, e mostrou uma diferença significativa 

no reconhecimento da PRM pelo anticorpo monoclonal F10, demonstrando um perfil 

diferenciado de marcação, uma vez que se ligou também a região mais apical da 

formação do tubo germinativo, e não somente ao corpo celular do fungo, demonstrando 

então a presença da molécula de PRM nesta região em formação para o futuro 

desenvolvimento em hifas. Além disso, o reconhecimento de diferentes espécies 

fúngicas pelos anticorpos monoclonais anti-PRM de P. boydii evidenciou a existência 

de epítopos comuns reconhecidos por estes anticorpos entre fungos relacionados ou 

não com P. boydii, como C. albicans, C. parapsilosis, H. capsulatum, S. apiospermum e 

S. prolificans. S. apiospermum e S. prolificans possuem uma peptidoramanomanana 

em suas superfícies apresentando pequenas diferenças estruturais quando 

comparadas à molécula de PRM de P. boydii (BARRETO-BERGTER et al., 2008). 

Estudos estruturais na PRM de P. boydii já demonstraram que unidades manosil α 

(1→2)-ligadas estão localizadas nas cadeias laterais que apresentam -manosil ou -

ramnosil como terminais não-redutores (LIMA et al., 2001), provavelmente localizadas 

em glicanas N-ligadas (PINTO et al., 2005). De forma semelhante, anticorpos 
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monoclonais H1C foram capazes de se ligar na superfície de leveduras de H. 

capsulatum, o que demonstrou um perfil significativo de ligação do anticorpo com estas 

leveduras, inclusive em concentrações acima de 1 g/mL do anticorpo H1C. Ainda, a 

marcação de H1C mostrou a capacidade de ligação deste anticorpo por todo o corpo 

celular da levedura de H. capsulatum, com possíveis regiões onde esta proteína de 70 

kDa se apresenta concentrada na superfície celular, observado pelo perfil de marcação 

pontual encontrado. 

 Para P. boydii e os anticorpos anti-PRM foi demonstrado ainda que a porção 

carboidrato da molécula de PRM era essencial para o reconhecimeno dos anticorpos 

F10, C7 e C11, uma vez que o tratamento com PNGase-F, que permitiu a remoção de 

glicanas N-ligadas, reduziu significantemente a ligação da PRM com os anticorpos 

monoclonais. Somado a isto, os três anticorpos monoclonais anti-PRM reconheceram 

epítopos similares ou sobrepostos, como observado em ensaios de ELISA de 

competição.  

Alterações na superfície celular de conídios em repouso (conídios “resting”), 

durante o processo de inchaço (“swelling”) e germinação podem interferir no 

reconhecimento de anticorpos monoclonais. Em P. boydii, estudos com 

glucosilceramidas mostraram que estas moléculas são detectáveis na superfície do 

micélio e da pseudohifa, mas não nas formas conidiais, sugerindo assim uma 

expressão diferenciada deste glicoconjugado, de acordo com a fase morfológica do 

fungo (PINTO et al., 2002). Anticorpos gerados contra glucosilceramidas podem afetar 

a transição conídio-micélio em P. boydii, bem como a diferenciação celular de C. 

albicans (PINTO et al., 2002, TAVARES et al., 2008). No fungo Fonsecaea pedrosoi, 

observou-se uma expressão diferenciada de sialoglicoconjugados e da atividade da 

sialidase de acordo com o estágio morfológico fúngico, mostrando a presença destas 

moléculas em conídios e em micélio, mas não em células escleróticas deste fungo, 

sugerindo que a expressão de ácido siálico em F. pedrosoi varia de acordo com a 

transição morfológica (ALVIANO et al., 2004). Algumas cepas virulentas de H. 

capsulatum possuem α-(1,3)-glucanas na parede celular de leveduras, estando 
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ausentes nas formas miceliais (HOLBROOK & RAPPLEYE, 2008). Este polissacarídeo 

está presente na fase leveduriforme de outros dois patógenos fúngicos dimórficos, 

Paracoccidiodes brasiliensis  (SAN-BLAS & VERNET, 1977) e Blastomyces dermatitidis 

(HOGAN & KLEIN, 1994). Nestas duas espécies, algumas variantes fúngicas podem 

perder, espontaneamente, as α-(1,3)-glucanas, o que culmina também com a perda de 

virulência. A estrutura da PRM em P. boydii, bem como proteínas presentes em H. 

capsulatum, podem ter expressões diferentes de acordo com a fase morfológica em 

que se encontram os fungos em questão. Assim, para o caso de P. boydii e os 

anticorpos monoclonais anti-PRM, a possibilidade de expressão diferenciada de acordo 

com o estágio morfológico estudado (conídios em repouso - “resting”, conídios 

inchados - “swollen”, hifas), poderia explicar a diferença de marcação observada para 

cada anticorpo monoclonal anti-PRM usado. Estes anticorpos foram gerados usando 

células totais de P. boydii, incluindo fungos em diferentes estágios morfológicos. 

 A resposta imune celular tem sido relatada como sendo a principal forma de 

combate do hospedeiro às infecções fúngicas (ROILIDES et al., 2009). No presente 

estudo, decidiu-se investigar o envolvimento da molécula de PRM na fagocitose por 

macrófagos J774.16. Os resultados demonstraram que os anticorpos gerados contra a 

PRM reduziram a internalização de conídios de P. boydii e leveduras de C. albicans, 

opsonizados pelos anticorpos monoclonais anti-PRM. Para evidenciar a importância e a 

eficácia da resposta imune celular no combate às infecções fúngicas e a participação 

dos anticorpos monoclonais neste processo, foi avaliada a eficiência dos macrófagos 

em eliminar estes conídios. A opsonização dos conídios levou a um aumento da 

sobrevivência no interior das céulas fagocíticas. Estudos anteriores usando células 

HEp2 mostraram que, quando conídios de P. boydii foram previamente incubados com 

anticorpos policlonais anti-PRM, os processos de adesão e endocitose foram inibidos 

de uma maneira dose-dependente (PINTO et al., 2004). Assim, estes resultados 

sugeriram a participação ativa deste fungo no processo de interação, uma vez que as 

células HEp2 são consideradas células fagocíticas não-profissionais. Já resultados 

obtidos durante a interação de H. capsulatum com macrófagos J774.16 mostraram que 

o anticorpo H1C aumentou a associação das leveduras de H. capsulatum com os 
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macrófagos, sendo que nos ensaios de adesão este aumento ocorreu nas 

concentrações de 25 e 50 μg/mL de H1C, enquanto que os resultados de fagocitose 

mostraram um aumento do índice fagocítico em todas as concentrações de H1C 

testadas. Resultados similares aos de P. boydii e anticorpos anti-PRM no que concerne 

à sobrevivência fúngica intracelular foi constatado para H. capsulatum e H1C. Foi visto 

que em todas as concentrações deste anticorpo, as leveduras tiveram um aumento no 

índice de sobrevivência no interior acídico dos macrófagos. Estudos prévios com H. 

capsulatum e anticorpos monoclonais anti-Hsp60 mostraram que, na presença destes 

anticorpos também era observado um aumento no índice fagocítico por células J774.16 

(GUIMARAES et al., 2009). No entanto, resultados prévios com anticorpos monoclonais 

protetores anti-glucuronoxilomanana (GXM), um polissacarídeo capsular de C. 

neoformans , não mostratam ser estes anticorpos  mediadores efetivos na fagocitose 

criptocócica (BEENHOUWER et al., 2007). Da mesma forma que estudos prévios já 

demonstraram a dependência do receptor CR3 para internalização de H. capsulatum 

por células imunes (BULLOCK & WRIGHT, 1987; POCKLEY, 2001), conídios de P. 

boydii mostraram a mesma dependência, uma vez que resultados obtidos no presente 

trabalho demonstraram uma diminuição significativa na fagocitose quando houve o 

bloqueio dos receptores CD11b e CD18 por anticorpos específicos. 

A presença do anticorpo monoclonal F10 opsonizando os conídios de P. boydii 

aumentou a sobrevivência intracelular e também a fusão fagolisossomal, o que é 

frequentemente associado com um aumento na morte de microrganismos no interior 

destas estruturas acídicas (WASYLNKA & MOORE, 2003). Conídios de P. boydii, na 

presença ou ausência de opsonização por anticorpos monoclonais anti-PRM, foram 

capazes de crescer e destruir macrófagos durante o curso da infecção. Ainda foi 

observado que condições acídicas parecem atuar como um fator que estimula o 

crescimento pra este fungo. Uma explicação possível para este benefício no 

crescimento é que enzimas proteolíticas de P. boydii, como metalopeptidases, 

requerem um pH ácido para a atividade, e estas peptidases são enzimas-chave 

envolvidas no metabolismo microbiano e virulência (PEREIRA et al., 2009; SILVA et al., 

2009). Fungos patogênicos apresentam diversos mecanismos para a evasão da 
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degradação fagocítica. Fagossomos contendo H. capsulatum apresentam incapacidade 

na acidificação, mesmo mantendo a competência na fusão com lisossomos 

(EISSENBERG, GODMAN & SCHLESINGER, 1993). A. fumigatus consegue 

sobreviver e germinar nos fagossomos acídicos, e os conídios que apresentam tubos 

germinativos em formação podem escapar do fagossomo para formar hifas 

extracelulares, em um mecanismo que envolve lise da célula hospedeira (WASYLNKA 

& MOORE, 2003), um mecanismo similar com o observado para P. boydii neste 

trabalho. A germinação no interior dos fagolisossomos e eventual escape com 

destruição da célula hospedeira também já foi observado em C. albicans (KAPOSZTA 

et al., 1999). A formação do tubo germinativo pode levar à liberação de C. albicans dos 

macrófagos e o grau de germinação é regulado pelo pH lisossomal (KAPOSZTA et al., 

1999). Em contraste com os resultados obtidos para o anticorpo monoclonal F10, os 

monoclonais C7 e C11 não foram capazes de aumentar de maneira significativa a 

fusão de fagossomos com lisosomos, o que pode estar relacionado com as diferentes 

propriedades de ligação previamente observadas entre os três anticorpos monoclonais 

anti-PRM.  H. capsulatum, quando na presença de H1C, é capaz de afetar a viabilidade 

de macrófagos J774.16, em maiores proporções, e este aumento na toxicidade se 

mostrou dose-dependente.  

O efeito de um anticorpo monoclonal depende de diversos fatores, incluindo o 

antígeno alvo e sua função, a densidade da superfície celular e características 

intrínsecas do anticorpo monoclonal, o que inclui especificidade, avidez e isotipo 

(CASADEVALL & PIROFSKI, 1999; CASADEVALL et al., 2002; CASADEVALL, 

DADACHOVA & PIROFSKI, 2004). Quando o esporo fúngico germina e produz a hifa, 

ocorre deposição e acúmulo de novas substâncias formadas na parede celular da hifa 

em crescimento, para que esta se alongue (GRIMM et al., 2005). A prevenção de 

várias infecções fúngicas requer o controle tanto da germinação de esporos quanto do 

crescimento da hifa. Vários estudos já mostraram a capacidade de anticorpos 

monoclonais anti-glicoconjugados de superfície celular fúngica em afetar a 

diferenciação de diversos fungos, incluindo C. albicans, P. boydii e Colletotrichum 

gloesporioides (PINTO et al., 2002, DA SILVA et al., 2004). A presença dos anticorpos 
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monoclonais F10, C7 e C11 aumentou a germinação conidial, quando comparado aos 

controles, indicando que estes anticorpos podem acelerar a modificação da estrutura 

da parede celular. O aumento da atividade metabólica mostrado pelos ensaios de 

redução de MTT em P. boydii e C. albicans expostos aos anticorpos monoclonais é 

consistente com o aumento de processos celulares requeridos para a morfogênese. 

Espécies reativas de oxigênio e nitrogênio podem causar impacto no 

crescimento fúngico. A ação dos macrófagos em eliminar patógenos invasores ocorre 

pela liberação de substâncias que participam da ativação do processo de digestão 

desses conídios no interior dos macrófagos (ROILIDES et al., 2009). Macrófagos 

broncoalveolares ativados e neutrófilos podem matar H. capsulatum por mecanismos 

dependentes de peróxido de hidrogênio e produtos das vias de óxido nítrico sintase, 

enquanto efeitos fungistáticos dependem quase exclusivamente dos produtos das vias 

de óxido nítrico sintase (BRUMMER & STEVENS, 1995). Na criptococose, a 

superóxido dismutase é de extrema importância, uma vez que esta enzima pode 

interferir na virulência fúngica por afetar o crescimento do fungo no interior de 

macrófagos (COX et al., 2003). A liberação de óxido nítrico é um importante fator para 

o ataque oxidativo dirigido contra diferentes patógenos (ROSSI et al., 1999; RIVERA et 

al., 2002). Sendo assim, o presente trabalho decidiu investigar o perfil da produção de 

superóxido e óxido nítrico durante a infecção de P. boydii e H. capsulatum nos 

macrófagos, quando estas células fúngicas foram opsonizadas com anticorpos 

monoclonais anti-PRM e anticorpo monoclonal H1C, repectivamente. Para P. boydii, a 

opsonização de conídios com os monoclonais F10, C7 e C11 levou a um decréscimo 

na produção de superóxido, enquanto os níveis de óxido nítrico não apresentaram 

diferenças significativas em relação aos controles sem opsonização. Para H. 

capsulatum, a opsonização destas leveduras indicou um efeito dose-dependente do 

anticorpo H1C em reduzir a produção de óxido nítrico e favorecer o fungo em 

detrimento das células imunes, enquanto que os níveis de superóxido não foram 

alterados pela presença das leveduras de H. capsulatum opsonizadas com diferentes 

concentrações de H1C, quando comparados aos níveis de produção vistos nos 

controles. 
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Anticorpos monoclonais já foram mostrados com efeito protetor em diversas 

infecções fúngicas, incluindo candidíase, criptococose, aspergilose e pneumocistose 

(CASADEVALL, 1995, CASADEVALL & PIROFSKI, 2007). Em H. capsulatum, estudos 

prévios demonstraram que imunoglobulinas, como IgM, IgG2a, e IgG1 contra histona 

2B (H2B) e Hsp60, protegeram contra a histoplasmose experimental. Na literatura 

também já foram descritos anticorpos monoclonais envolvidos na potencialização da 

doença fúngica sistêmica, como os anticorpos 7B6 (IgG2b contra Hsp60) para H. 

capsulatum (GUIMARAES et al., 2009) e 13F1 (IgM contra cápsula polissacarídica) 

para C. neoformans (MUKHERJEE et al., 1995, TABORDA & CASADEVALL, 2001).  

No atual trabalho foi observado que os anticorpos F10, C7 e C11 foram capazes de 

aumentar a doença em modelos murinos intratraqueal e intravenoso de infecção. Não 

foi possível recuperar unidades formadoras de colônias em tecidos pulmonares 

infectados, após 7 e 10 dias de infecção com P. boydii, na presença de anticorpos 

monoclonais anti-PRM. Porém, experimentos com C. albicans mostraram que houve 

uma maior recuperação de células fúngicas em rins de camundongos após 7 dias de 

infecção quando estes animais foram previamente tratados com o anticorpo 

monoclonal F10. Ainda como resultados obtidos para C. albicans, foi possível observar 

um aumento no crecimento fúngico, bem como um bloqueio na fagocitose por 

macrófagos J774.16, quando estas leveduras foram incubadas com os monoclonais 

F10, C7 e C11.  No modelo intranasal de infecção por H. capsulatum em camundongos 

previamente tratados com H1C, observou-se que este anticorpo monoclonal não é 

eficiente na proteção dos animais frente a um modelo letal de histoplasmose. Quanto à 

recuperação de leveduras de tecidos pulmonares após 3 e 7 dias de infecção, foi 

possível notar uma tendência a uma maior recuperação de fungos quando os 

camundongos receberam H1C intraperitonealmente, previamente à infecção por H. 

capsulatum, mas estes resultados não mostraram significância estatística quando 

analisados. 

Apesar da crescente importância de P. boydii como agente de micoses 

sistêmicas graves, existem poucos grupos estudando os vários aspectos da bioquímica 

e biologia celular neste fungo, o que limita expressivamente o conhecimento sobre 
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mecanismos de patogenicidade e alternativas terapêuticas (SANTOS et al., 2009). 

Sabe-se, entretanto, que P. boydii é um fungo altamente resistente à maioria dos 

antifúngicos atualmente utilizados na clínica médica (CORTEZ et al., 2008). O fungo 

dimórfico H. capsulatum é o maior responsável pelas doenças respiratórias fúngicas, 

infectando aproximadamente 500.000 indivíduos a cada ano (GOODWIN & DES PREZ, 

1978, FERREIRA & BORGES, 2009). Este fungo pode causar uma grande gama de 

doenças, mas pacientes com AIDS (GOODWIN, LOYD & DES PREZ, 1981) ou 

pacientes que fazem uso de imunomoduladores, como inibidores de TNF- (DEEPE, 

2005, 2007; DEEPE & GIBBONS, 2006) apresentam, em geral, uma infecção 

disseminada letal. Sendo assim, a caracterização de moléculas com potencial 

envolvimento na patogênese podem ser alternativas interessantes para o desenho de 

novos compostos com potencial ação antifúngica (SANTOS et al., 2009).  

O entendimento da expressão, função e regulação do grupo total de moléculas 

em um sistema celular é um grande desafio. No caso de patógenos, o conhecimento do 

conjunto de glicoconjugados expressos poderia fornecer importantes informações 

sobre mecanismos de colonização, interações com o hospedeiro, patogênese e 

também novos alvos para agentes antifúngicos. 

Assim, todos os resultados obtidos no presente trabalho demonstraram que 

anticorpos monoclonais se apresentam como não-protetores ou potencializadores das 

doenças, em modelos de pseudallescheriose e histoplasmose experimentais murinas. 

Foi possível observar que os anticorpos monoclonais afetaram a fagocitose fúngica, e 

acabaram por contribuir com a sobrevivência de P. boydii e H. capsulatum no interior 

acídico dos macrófagos, intereferindo inclusive com funções efetoras importantes 

destas células imunes no contexto da defesa hospedeira contra organismos invasores. 

Em conclusão, os anticorpos monoclonais apresentaram vantagens para os fungos 

durante as interações patógeno-hospedeiro. De uma maneira geral, glicoconjugados e 

proteínas presentes na superfície celular fúngica podem ter grande impacto no que diz 

respeito à patobiologia fúngica. Estudos adicionais são necessários para um melhor 

entendimento do comportamento antagonista de anticorpos monoclonais em doenças 

fúngicas e explorar as respostas para estas importantes estruturas celulares. 
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6. Conclusão 

 

- No presente trabalho foram estudadas moléculas presentes na superfície celular 

fúngica, e suas respectivas importâncias para a célula do microrganismo, bem como 

em mecanismos de interação com a célula hospedeira e no desenvolvimento da 

doença fúngica.  

- Foram desenvolvidos anticorpos monoclonais contra tais moléculas de superfície, que 

foram utilizados como ferramentas para um maior entendimento da patobiologia destas 

infecções.  

- Este trabalho mostrou moléculas de superfície fúngica com participação na virulência 

e na patobiologia fúngica, e que os anticorpos monoclonais se mostraram não 

protetores ou ainda foram capazes de potencializar a infecção fúngica.  

- Resultados obtidos com os anticorpos monoclonais contra P. boydii e H. capsulatum 

encontrados nesta tese não excluem a possibilidade de anticorpos protetores serem 

gerados, possivelmente enfocando um diferente isotipo ou um diferente epítopo das 

moléculas em questão.  

- Todos estes resultados demonstram toda a complexidade que envolve as interações 

patógeno-anticorpo e patógeno-hospedeiro.  
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