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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 ribosilação ADP) e ole (delta-9 fatty acid
desaturase), provenientes de diversos estados do país. Os
dados foram obtidos no Centro Nacional de Informação
Biotecnológica (NCBI - National Center for Biotechnology
Information). Foram incluídas 79 amostras de H. capsula-
tum sendo que destas, 45 (57%) eram sequências do gene
arf e 34 (43%) eram sequências do gene ole. Dentre as 45
amostras do gene arf, 29 (64,4%) eram de origem clínica,
12 (26,7%) de origem ambiental e quatro (8,9%) de origem
veterinária. As 34 (100%) amostras do gene ole eram de
origem clínica. A análise 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
análise filogenética, as sequências parciais do gene ole de-
monstraram elevados níveis similaridade, variando de 62 a
99%. Os isolados de H. capsulatum demonstraram grande
semelhança entre si quando analisamos o gene ole assim
como o gene arf, independente da região geográfica do país.

PALAVRAS-CHAVE: Histoplasma; Fator 1 de Ribosilação
do ADP, variação 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,

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. INTRODUÇÃO
Histoplasma capsulatum é um fungo saprófita en-

contrado em locais contaminados com excretas de aves e
morcegos como cavernas, galinheiros, ocos de árvores,
minas, parques públicos, edificações antigas e forros de
casas1,2. No Brasil, foi isolado pela primeira vez em
1939 a partir do cultivo de fragmentos obtidos por bióp-
sia de uma lesão de um indivíduo 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 Síndrome da Imunodeficiência Adquirida
(AIDS). Estudos demonstraram que 95% dos pacientes
portadores do vírus HIV e com histoplasmose apresen-
tavam a forma disseminada desta doença3.

A histoplasmose é adquirida através da inalação de
microconídeos encontrados em solo contaminado com o
fungo. O surgimento da infecção assintomática ou sin-
tomática é diretamente dependente da competência
imunológica do hospedeiro, da virulência da cepa infec-
tante e/ou da carga parasitária adquirida, sendo, o início
da infecção resultante de uma complexa relação entre o
fungo e seu hospedeiro4.

A infecção por H. capsulatum é cosmopolita com
ampla distribuição geográfica. Há predomínio no Cen-
tro-Oeste e Sudeste dos Estados Unidos, regiões endê-
micas da América do Norte. Possui elevada prevalência
no Equador, Uruguai, Paraguai, Brasil, Venezuela e Ar-
gentina na América Latina. Têm sido relatados casos



Santos et al. / Uningá Review V.28,n.2,pp.52-55 (Out - Dez 2016)

ISSN online 2178-2571

esporádicos na África, Ásia e Europa2,5. Já no Brasil, as
áreas endêmicas estão situadas no Centro-Oeste e parte
do Sudeste do país, sendo que casos da infecção têm
sido relatados em São Paulo, Rio de Janeiro, Rio Grande
do Sul, Minas Gerais, Paraná, Santa Catarina, Goiás,
Amazonas, Bahia, Pará e Pernambuco. Em geral, as
condições ambientais existentes nesses lugares de alta
endemicidade são climas subtropicais e tropicais6.

Embora as manifestações clínicas da histoplasmose
sejam bem descritas, o diagnóstico dessa doença não
pode ser feito apenas por informações clínicas, uma vez
que existe uma sobreposição significativa da histoplas-
mose com outras doenças. Assim o diagnóstico definiti-
vo é baseado em técnicas laboratoriais como as técnicas
micológicas, citológicas, sorológicas, radiológicas e
moleculares, sendo estas aliadas ao histórico clínico e
epidemiológico do paciente5,7.

Diferentes técnicas moleculares têm sido utilizadas
como alternativa para o diagnóstico da histoplasmose.
Os ensaios são baseados na detecção de sequências es-
pecíficas de DNA e RNA para identificação do fungo8.
Apesar do perfil molecular circulante de H. capsulatum
nas regiões Sul e Sudeste estar bem caracterizado, existe
uma escassez de dados nos genótipos circulantes em
outras regiões do país. A falta de dados epidemiológicos
dos genótipos circulantes nas diferentes regiões do Bra-
sil demonstra a importância de estudos mais detalhados
sobre a epidemiologia molecular de H. capsulatum uma
vez que permite o estabelecimento do diagnóstico pre-
coce assim como auxilia em uma melhor conduta para
tratamento da infecção9,10.

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

2. MATERIAL E MÉTODOS

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

Inicialmente, foi realizado o alinhamento múltiplo
das amostras selecionadas pelo software Clustal W11.
A análise filogenética para cada marcador gênico (arf e
ole) foi realizada no software MEGA 5.0® com o mé-
todo de Agrupamento de Vizinhos (Neighbour Joining,
NJ)12,13 sob o modelo Kimura-2-parâmetros (K2P) para
correção das distâncias nucleotídicas14. A confiabilidade

de cada nó da árvore filogenética foi estimada pelo mé-
todo de Bootstrap com 1000 réplicas15. O modelo de
Neighbour Joining é simples e rápido, principalmente
quando se analisa um grande volume de dados, e geral-
mente é utilizado em trabalhos que utilizam análise de
sequências de DNA, uma vez que seu objetivo é o de
identificar sequências por meio da similaridade existente
entre elas e não de fornecer uma hipótese filogenética
definitiva.

3. RESULTADOS
Foram incluídas 79 amostras de H. capsulatum sendo

que destas, 45 (57%) eram sequências do gene arf e 34
(43%) eram sequências do gene ole. Dentre as 45 amos-
tras do gene arf, 29 (64,4%) eram de origem clínica, 12
(26,7%) eram de origem ambiental e quatro (8,9%) eram
de origem veterinária. Das 34 amostras do gene ole, to-
das eram de origem clínica correspondendo a 100%.

Figura 1. Análise filogenética dos isolados de H. capsulatum constru-
ída pelo software MEGA 5.0 pelo método Neighbour Joining para o
gene arf. A porcentagem de replicatas da árvore nas quais os clados
foram agrupados no teste de Bootstrap (1000 replicatas) está demons-
trada próximo aos braços. A árvore foi desenhada para escala, com o
tamanho dos braços nas mesmas unidades daquelas da distância evolu-
cionária (calculada pelo método Kimura 2 parâmetros) utilizada para
inferir a árvore 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 Espírito Santo
(ES), dois (4,4%) eram provenientes do Mato Grosso do
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Sul (MS), Pernambuco (PE), Goiás (GO) e São Paulo
(SP) e somente um (2,2%) era proveniente do estado do
Ceará (CE). Já 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 são 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 exceção
de algumas amostras do RJ e uma amostra do MS que se
agruparam em clados diferentes (Figura 1). De acordo
com a análise filogenética das sequências parciais do
gene ole, foi observado um elevado nível de semelhança
entre as amostras, com similaridade variando de 62 a
99%, com exceção de quatro amostras do RJ que de-
monstraram similaridade de 6% apenas (Figura 2).

Figura 2. Análise filogenética dos isolados de H. capsulatum constru-
ída pelo software MEGA 5.0 pelo método Neighbour Joining para o
gene ole. A porcentagem de replicatas da árvore nas quais os clados
foram agrupados no teste de Bootstrap (1000 replicatas) está demons-
trada próximo aos braços. A árvore foi desenhada para escala, com o
tamanho dos braços nas mesmas unidades daquelas da distância evolu-
cionária (calculada pelo método Kimura 2 parâmetros) utilizada para
inferir a árvore filogenética.

4. DISCUSSÃO
A histoplasmose é uma das micoses sistêmicas de

grande importância nas Américas2. Na América Latina,
ocorre com maior frequência na Venezuela, Equador,
Brasil, Uruguai e Argentina. No Brasil, apresenta ampla
distribuição em todas as regiões, com áreas endêmicas
relatadas nas regiões Centro-Oeste e Sudeste16,17.

Devido ao aumento da histoplasmose no mundo, di-
versos estudos tentam traçar o perfil epidemiológico e
molecular de amostras circulantes de H. capsulatum, por
meio de técnicas moleculares, para melhor entendimento
da distribuição e patogenicidade dessa doença8. Em 1986,
pesquisadores realizaram estudos epidemiológicos de H.
capsulatum pelo método de Restriction Fragment Lenght
Polymorphism (RFLP). Vinte e uma amostras do fungo
de humanos e animais foram agrupadas em três classes,
com base no polimorfismo de seu DNA mitocondrial
(mtDNA) e DNA ribossomal (rDNA). A classe I foi
constituída de um único membro formado por uma cepa
de H. capsulatum da América do Norte, tendo sido iso-
lada da vagina de uma paciente com uma apresentação
clínica incomum. A maioria dos isolados pertenceu à
classe II. Esse grupo incluiu amostras norte-americanas e
amostras africanas, sendo 14 amostras de H. capsulatum
var. capsulatum e dois pertencentes à 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 Sul18.

Spitzer et al. (1989)19 ampliaram os estudos de tipa-
gem de amostras de H. capsulatum através de RFLP de
seus mtDNA e rDNA, agrupando os isolados clínicos e
de solo em quatro classes. As classes I e III correspon-
dem à classificação de Vicent e colaboradores (1986),
enquanto que os isolados de solo, procedentes de sete
sítios geográficos diferentes nos EUA, mostraram perfis
indistinguíveis da maioria de H. capsulatum provenien-
tes de pacientes e por isso foram incluídas na classe II.
Somente um isolado na Flórida representa a classe IV.

Atualmente o sequenciamento tem se tornado rele-
vante no que diz respeito à identificação de microrga-
nismos, entretanto a sua aplicação na rotina diagnóstica
ainda é 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 região,
mas são parecidas entre si. Uma similaridade de 100%
foi detectada entre isolados de H. capsulatum brasileiros
e de outros países latino-americanos após a análise de
sequências de um banco de dados público8.

H. capsulatum é constituído por genes codificantes
de proteínas entre eles arf e ole. O gene arf participa da
transdução de sinais intracelular, além de ser importante
para o crescimento das hifas e participação da montagem
de vesículas e do transporte destas, entre organelas. O
gene ole está envolvido na regulação da fluidez da
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membrana, expressa em resposta ao aumento da tempe-
ratura (25°C -37°C) e na alteração de fase (micélio para
levedura). Esses genes contribuem para explorar a diver-
sidade fúngica, por meio de técnicas moleculares que
auxiliam no estudo da epidemiologia da infecção8.

No presente estudo, avaliamos a filogenia de 79 iso-
lados geograficamente diversificados de H. capsulatum e
as análises filogenéticas não revelaram diferenças em NJ
e até mesmo demonstraram que houve agrupamento de
isolados que estavam intimamente relacionadas na aná-
lise. O nível de similaridade genética entre os isolados
sugere que as amostras circulantes no Brasil, em sua
maioria, são semelhantes entre si. Cabe ressaltar que a
migração, viagens e turismo de pacientes para outros
locais geograficamente distintos, são fatores que podem
explicar a diversidade genética observada em algumas
amostras de ambos os genes arf e ole10,20.

A utilização da análise da sequência 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 informações úteis
para a compreensão de disseminação do fungo e evidên-
cias para casos importados8.

5. CONCLUSÃO
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 presença de
amostras circulantes semelhantes entre si, independente
da região geográfica do país.
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