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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi analisar a diversidade genéti-
ca de isolados de H. capsulatum no Brasil. Foram selecio-
nadas amostras sequenciadas de H. capsulatum para os
genes arf (Fator de ribosilagdo ADP) e ole (delta-9 fatty acid
desaturase), provenientes de diversos estados do pais. Os
dados foram obtidos no Centro Nacional de Informacao
Biotecnolégica (NCBI - National Center for Biotechnology
Information). Foram incluidas 79 amostras de H. capsula-
tum sendo que destas, 45 (57%) eram sequéncias do gene
arf e 34 (43%) eram sequéncias do gene ole. Dentre as 45
amostras do gene arf, 29 (64,4%) eram de origem clinica,
12 (26,7%) de origem ambiental e quatro (8,9%) de origem
veterinaria. As 34 (100%) amostras do gene ole eram de
origem clinica. A analise do gene arf demonstrou que simi-
laridade das amostras variou de 61 a 99%. Entretanto,
observamos uma similaridade menor (44%) entre quatro
amostras provenientes do Rio de Janeiro. De acordo com a
analise filogenética, as sequéncias parciais do gene ole de-
monstraram elevados niveis similaridade, variando de 62 a
99%. Os isolados de H. capsulatum demonstraram grande
semelhanca entre si quando analisamos o gene ole assim
como o gene arf, independente da regido geogrifica do pais.

PALAVRAS-CHAVE: Histoplasma; Fator 1 de Ribosilagio

do ADP, variag@o genética.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the genetic diversity of H.
capsulatum samples sequenced to arf (ribosylation factor ADP)
and ole (delta-9 fatty acid desaturase) gene from different re-
gions of Brazil. The data about arf and ole sequences were
obtained after reviewing the National Center for Biotechnology
Information (NCBI) for further phylogenetic analysis. A total
of 79 H. capsulatum samples were included and of these, 45
(57%) were sequences of the arf gene and 34 (43%) were se-
quences of the ole gene. Among the 45 samples of the arf gene,
29 (64.4%) were clinical origin, 12 (26.7%) were environmen-
tal origin and four (8.9%) were veterinary origin. All the 34
(100%) ole gene samples were from clinical samples. The
analysis of arf gene showed similarity of 61 to 99%. However,
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a lower similarity (44%) was detected among four samples
from Rio de Janeiro. According to the phylogenetic analysis of
the ole gene, was observed a higher (62% to 99) similarity
among the samples. The samples of H. capsulatum are similar
when analyzed the ole gene as well as the arf gene, regardless
of the geographic region of the country.

KEYWORDS: Histoplasma; ADP-Ribosylation Factor 1,
genetic variation.

1. INTRODUGAO

Histoplasma capsulatum ¢ um fungo saprofita en-
contrado em locais contaminados com excretas de aves ¢
morcegos como cavernas, galinheiros, ocos de arvores,
minas, parques publicos, edificagdes antigas e forros de
casas"?. No Brasil, foi isolado pela primeira vez em
1939 a partir do cultivo de fragmentos obtidos por bidp-
sia de uma lesdo de um individuo com cromoblastomi-
cose, entretanto, foi a partir das décadas de 80 e 90 que a
histoplasmose passou a ser observada em pessoas porta-
doras da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS). Estudos demonstraram que 95% dos pacientes
portadores do virus HIV e com histoplasmose apresen-
tavam a forma disseminada desta doenca®.

A histoplasmose ¢ adquirida através da inalagdo de
microconideos encontrados em solo contaminado com o
fungo. O surgimento da infec¢do assintomatica ou sin-
tomatica ¢ diretamente dependente da competéncia
imunoldgica do hospedeiro, da viruléncia da cepa infec-
tante e/ou da carga parasitaria adquirida, sendo, o inicio
da infec¢@o resultante de uma complexa relagdo entre o
fungo e seu hospedeiro®.

A infec¢do por H. capsulatum ¢é cosmopolita com
ampla distribuicdo geografica. H4 predominio no Cen-
tro-Oeste ¢ Sudeste dos Estados Unidos, regides endé-
micas da América do Norte. Possui elevada prevaléncia
no Equador, Uruguai, Paraguai, Brasil, Venezuela e Ar-
gentina na América Latina. Tém sido relatados casos
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esporadicos na Africa, Asia e Europa®’. Ja no Brasil, as
areas endémicas estdo situadas no Centro-Oeste e parte
do Sudeste do pais, sendo que casos da infec¢do t€m
sido relatados em S&do Paulo, Rio de Janeiro, Rio Grande
do Sul, Minas Gerais, Parana, Santa Catarina, Goias,
Amazonas, Bahia, Pard e Pernambuco. Em geral, as
condi¢cdes ambientais existentes nesses lugares de alta
endemicidade sdo climas subtropicais e tropicais®.

Embora as manifestagdes clinicas da histoplasmose
sejam bem descritas, o diagnostico dessa doenga ndo
pode ser feito apenas por informagdes clinicas, uma vez
que existe uma sobreposigao significativa da histoplas-
mose com outras doengas. Assim o diagnostico definiti-
vo ¢ baseado em técnicas laboratoriais como as técnicas
micolégicas, citologicas, soroldgicas, radiologicas e
moleculares, sendo estas aliadas ao historico clinico e
epidemioldgico do paciente™.

Diferentes técnicas moleculares tém sido utilizadas
como alternativa para o diagnostico da histoplasmose.
Os ensaios sdo baseados na detec¢do de sequéncias es-
pecificas de DNA e RNA para identificagdo do fungo®.
Apesar do perfil molecular circulante de H. capsulatum
nas regides Sul e Sudeste estar bem caracterizado, existe
uma escassez de dados nos gendtipos circulantes em
outras regides do pais. A falta de dados epidemiologicos
dos gendtipos circulantes nas diferentes regides do Bra-
sil demonstra a importancia de estudos mais detalhados
sobre a epidemiologia molecular de H. capsulatum uma
vez que permite o estabelecimento do diagnostico pre-
coce assim como auxilia em uma melhor conduta para
tratamento da infeccao®'0.

Neste sentido, o objetivo do presente estudo foi ava-
liar a diversidade dos genes arf (fator de ribosilagdo
ADP) e ole (delta-9 fatty acid desaturase) de isolados de
H. capulatum provenientes de diversas regides do Brasil.

2. MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas amostras sequenciadas de H.
capsulatum para os genes arf (fator de ribosilagdo ADP)
e ole (delta-9 fatty acid desaturase) provenientes de di-
versos estados do Brasil. Esses dados foram obtidos no
Centro Nacional de Informagao Biotecnologica (NCBI -
National Center for Biotechnology Information) pelo site
http://www.ncbi.nlm.nih.gov. As amostras selecionadas
foram incluidas em um banco de dados e foram reno-
meadas para padronizagdo dos dados e posterior analise
filogenética.

Inicialmente, foi realizado o alinhamento multiplo
das amostras selecionadas pelo software Clustal W'
A andlise filogenética para cada marcador génico (arf e
ole) foi realizada no software MEGA 5.0® com o mé-
todo de Agrupamento de Vizinhos (Neighbour Joining,
NIN'213 sob 0 modelo Kimura-2-pardmetros (K2P) para
correcdo das distincias nucleotidicas'®. A confiabilidade
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de cada n6 da arvore filogenética foi estimada pelo mé-
todo de Bootstrap com 1000 réplicas’>. O modelo de
Neighbour Joining ¢ simples e rapido, principalmente
quando se analisa um grande volume de dados, e geral-
mente ¢ utilizado em trabalhos que utilizam andlise de
sequéncias de DNA, uma vez que seu objetivo € o de
identificar sequéncias por meio da similaridade existente
entre elas e ndo de fornecer uma hipotese filogenética
definitiva.

3. RESULTADOS

Foram incluidas 79 amostras de H. capsulatum sendo
que destas, 45 (57%) eram sequéncias do gene arf ¢ 34
(43%) eram sequéncias do gene ole. Dentre as 45 amos-
tras do gene arf, 29 (64,4%) eram de origem clinica, 12
(26,7%) eram de origem ambiental e quatro (8,9%) eram
de origem veterinaria. Das 34 amostras do gene ole, to-
das eram de origem clinica correspondendo a 100%.
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Figura 1. Analise filogenética dos isolados de H. capsulatum constru-
ida pelo software MEGA 5.0 pelo método Neighbour Joining para o
gene arf. A porcentagem de replicatas da arvore nas quais os clados
foram agrupados no teste de Bootstrap (1000 replicatas) esta demons-
trada proximo aos bragos. A arvore foi desenhada para escala, com o
tamanho dos bragos nas mesmas unidades daquelas da distancia evolu-
cionaria (calculada pelo método Kimura 2 pardmetros) utilizada para
inferir a arvore filogenética.

Considerando as amostras do gene arf, 27 (60%)
eram provenientes do estado do Rio de Janeiro (RJ),
cinco (11%) eram provenientes do Rio Grande do Sul
(RS), quatro (8,9%) eram provenientes do Espirito Santo
(ES), dois (4,4%) eram provenientes do Mato Grosso do
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Sul (MS), Pernambuco (PE), Goias (GO) e Sao Paulo
(SP) e somente um (2,2%) era proveniente do estado do
Ceara (CE). Ja as amostras do gene ole 16 (47%) eram
provenientes do estado do RJ, cinco (14,7%) eram pro-
venientes do RS, quatro (11,7%) eram provenientes do
ES, dois (5,8%) eram provenientes de MS, PE, GO e SP
e um (3%) era proveniente do estado do CE.

Quando analisamos o gene arf, observamos que as
amostras sdo parecidas, com similaridade que variou de
61 a 99%. Entretanto, observamos uma similaridade
menor (44%) entre quatro amostras do RJ. As amostras
dos estados brasileiros avaliados (RS, RJ, PE, CE, GO,
MS, ES, SP) se agruparam em um mesmo clado e de-
monstraram 55% de similaridade entre si, com excecao
de algumas amostras do RJ e uma amostra do MS que se
agruparam em clados diferentes (Figura 1). De acordo
com a analise filogenética das sequéncias parciais do
gene ole, foi observado um elevado nivel de semelhanga
entre as amostras, com similaridade variando de 62 a
99%, com excecdo de quatro amostras do RJ que de-
monstraram similaridade de 6% apenas (Figura 2).
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Figura 2. Analise filogenética dos isolados de H. capsulatum constru-
ida pelo software MEGA 5.0 pelo método Neighbour Joining para o
gene ole. A porcentagem de replicatas da arvore nas quais os clados
foram agrupados no teste de Bootstrap (1000 replicatas) estd demons-
trada proximo aos bragos. A arvore foi desenhada para escala, com o
tamanho dos bragos nas mesmas unidades daquelas da distancia evolu-
cionaria (calculada pelo método Kimura 2 pardmetros) utilizada para
inferir a arvore filogenética.
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4. DISCUSSAO

A histoplasmose ¢ uma das micoses sistémicas de
grande importincia nas Américas®. Na América Latina,
ocorre com maior frequéncia na Venezuela, Equador,
Brasil, Uruguai e Argentina. No Brasil, apresenta ampla
distribuicdo em todas as regides, com areas endémicas
relatadas nas regides Centro-Oeste e Sudeste!®!7.

Devido ao aumento da histoplasmose no mundo, di-
versos estudos tentam tracar o perfil epidemiologico e
molecular de amostras circulantes de H. capsulatum, por
meio de técnicas moleculares, para melhor entendimento
da distribuigdo e patogenicidade dessa doenga®. Em 1986,
pesquisadores realizaram estudos epidemiologicos de H.
capsulatum pelo método de Restriction Fragment Lenght
Polymorphism (RFLP). Vinte e uma amostras do fungo
de humanos e animais foram agrupadas em trés classes,
com base no polimorfismo de seu DNA mitocondrial
(mtDNA) e DNA ribossomal (rDNA). A classe I foi
constituida de um tnico membro formado por uma cepa
de H. capsulatum da América do Norte, tendo sido iso-
lada da vagina de uma paciente com uma apresentagao
clinica incomum. A maioria dos isolados pertenceu a
classe II. Esse grupo incluiu amostras norte-americanas e
amostras africanas, sendo 14 amostras de H. capsulatum
var. capsulatum e dois pertencentes a variedade H. cap-
sulatum var. duboisii. A classe III, por sua vez, foi com-
posta de quatro amostras de H. capsulatum isoladas da
América Central e América do Sul'8.

Spitzer et al. (1989)!° ampliaram os estudos de tipa-
gem de amostras de H. capsulatum através de RFLP de
seus mtDNA e rDNA, agrupando os isolados clinicos e
de solo em quatro classes. As classes I e III correspon-
dem a classificagdo de Vicent e colaboradores (1986),
enquanto que os isolados de solo, procedentes de sete
sitios geograficos diferentes nos EUA, mostraram perfis
indistinguiveis da maioria de H. capsulatum provenien-
tes de pacientes e por isso foram incluidas na classe II.
Somente um isolado na Flérida representa a classe I'V.

Atualmente o sequenciamento tem se tornado rele-
vante no que diz respeito a identificacdo de microrga-
nismos, entretanto a sua aplica¢@o na rotina diagnostica
ainda ¢ limitada e distante devido ao elevado custo
quando comparado com outros métodos. Os resultados
do presente estudo demonstraram que as amostras de H.
capsulatum no Brasil variam de acordo com a regido,
mas sdo parecidas entre si. Uma similaridade de 100%
foi detectada entre isolados de H. capsulatum brasileiros
e de outros paises latino-americanos apos a analise de
sequéncias de um banco de dados ptblico®.

H. capsulatum ¢ constituido por genes codificantes
de proteinas entre eles arf e ole. O gene arf participa da
transducdo de sinais intracelular, além de ser importante
para o crescimento das hifas e participagdo da montagem
de vesiculas e do transporte destas, entre organelas. O
gene ole esta envolvido na regulacdo da fluidez da
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membrana, expressa em resposta ao aumento da tempe-
ratura (25°C -37°C) e na alteragdo de fase (micélio para
levedura). Esses genes contribuem para explorar a diver-
sidade fungica, por meio de técnicas moleculares que
auxiliam no estudo da epidemiologia da infecgdo®.

No presente estudo, avaliamos a filogenia de 79 iso-
lados geograficamente diversificados de H. capsulatum e
as analises filogenéticas ndo revelaram diferencas em NJ
e até mesmo demonstraram que houve agrupamento de
isolados que estavam intimamente relacionadas na ana-
lise. O nivel de similaridade genética entre os isolados
sugere que as amostras circulantes no Brasil, em sua
maioria, sdo semelhantes entre si. Cabe ressaltar que a
migragdo, viagens e turismo de pacientes para outros
locais geograficamente distintos, sdo fatores que podem
explicar a diversidade genética observada em algumas
amostras de ambos os genes arfe ole'%%.

A utilizagdo da andlise da sequéncia de DNA é um
método utilizado que permite avaliar a variabilidade
genética de microrganismos, sendo importante uma vez
que quanto maior a variabilidade, maior as chances de
aparecimento de amostras resistentes aos tratamentos
antimicrobianos, e ainda, fornecem informagdes uteis
para a compreensdo de disseminacdo do fungo e evidén-
cias para casos importados®.

5. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram que
de forma geral, as amostras brasileiras de H. capsulatum
possuem uma similaridade genética, tanto para o gene
arf quanto para o gene ole, sugerindo a presenca de
amostras circulantes semelhantes entre si, independente
da regido geografica do pais.
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