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RESUMO

A histoplasmose é uma infecdo flngica causada pelo fungo H. capsulatum. Ocorre
principalmente em &reas com solo contaminado por excrementos de aves ou morcegos,
como grutas ou edificios abandonados. A transmissdo da-se pela inalacdo dos esporos
presentes no ar contaminado. A maioria das infeccBes € assintomaética, o que significa
que ndo necessita de cuidados médicos, e manifesta-se em muito poucos doentes. A
extensdo da doenca depende do numero de conidios inalados e funcdo do sistema
imunitario celular do hospedeiro. A infecdo pulmonar é a principal manifestacdo da
histoplasmose, variando desde uma pneumonia ligeira até a sindrome de dificuldade
respiratoria na forma crénica progressiva da histoplasmose. Embora as pessoas com
imunidade forte possam apresentar uma infecdo ligeira ou assintomatica infecdo,
imunocomprometidos nomeadamente aqueles com VIH/SIDA, com diabetes, individuos
que tomam imunossupressores e receptores de transplantes de érgdos, apresentam, em
muitos casos, uma manifestacdo mais grave da doenca, caracterizada por histoplasmose
pulmonar aguda e, em alguns casos, crénica, outras manifestacdes pulmonares e
histoplasmose disseminada, que pode ser fatal. As complicacGes que surgem em pessoas
com imunidade comprometida incluem doenca pulmonar cronica que progride para
doenca pulmonar, disseminacdo grave, que afecta negativamente o figado e o baco, e
fibrose mediastinica. Os resultados sugerem que a compreensdo da patogénese e das
complicacBes da histoplasmose conduzird ao desenvolvimento de estratégias de
diagndstico, terapéuticas e preventivas eficazes. Essa compreensdo resultara em
melhores resultados para a populacao vulneravel.

PALAVRAS-CHAVE: Histoplasma capsulatum , VIH, SIDA, imunocomprometidas, doenca



ABSTRACT

Histoplasmosis is a fungal infection caused by the fungus H. capsulatum. It occurs
mainly in areas with soil contaminated by bird or bat faeces, such as caves or abandoned
buildings. Transmission occurs through the inhalation of spores found in polluted air.
Most infections are asymptomatic, requiring minimal medical intervention and affecting
a limited number of people. The severity of the disease depends on the amount of
conidia inhaled and the effectiveness of the host's cellular immune response. Lung
infection is the main manifestation of histoplasmosis, ranging from mild pneumonia to
respiratory distress syndrome in its persistent and recurrent form. Although people with
strong immunity can present with a mild or asymptomatic infection,
immunocompromised individuals, particularly those with HIV/AIDS, diabetes, those
under and organ transplant recipients, often present with a more severe manifestation of
the disease, characterised by acute and, in some cases, chronic pulmonary
histoplasmosis, other pulmonary manifestations and disseminated histoplasmosis that
can be fatal. Complications that arise when people have compromised immunity include
chronic lung disease that progresses to lung disease, severe dissemination that
negatively affects the liver and spleen, and mediastinal fibrosis. The results suggest that
understanding the pathogenesis, complications of histoplasmosis in immunodeficient
individuals and the clinical manifestation of the conditions is essential for developing
effective diagnostic, therapeutic and preventative strategies. Such an understanding will
result in better outcomes for the vulnerable population.

KEY WORDS: Histoplasmose capsulatum, VIH, SIDA, Immunocompromised, disease.

VI



INDICE

AGRADECIMENTOS . .c.ttttatiesteste sttt bbb e see s eseesbesbe bbbt beeseeseenbenbesbesbesbe st e et e e neene e e s "
o] ro N g1 (=] [0 ST SR PP PR v
RESUIMO ...ttt b e e e s b e n e s e e e n e e e e enne e V
AADSTIACT ...ttt bbb VI
ACRONIMOS E ABREVIATURAS .....ceitttiariaseasiestestestessessessessessessessessessessessssssssssssessessessessesses X
1Y/ 1<3 (oo 0] (o] | F- USSP PP PRUPOPRP 1
P2 @ o] 1= 1YL SRRSO 1
2.1, ODJELIVO GEIaAL......iiiiieiiee e 1
2.2. ODjJECtiIVOS ESPECITICOS ....cuveivieiiieie ettt ans 1
K |1 (0o U o%: T TS PSS 2
O TSy 0] o] Fo ] 110 = SR RPS 4
I B 1= 1o ot o J PSSR 4
4.2, BUHOIOGIA ... vttt b 5
O I o1 [T a g o] [ | T WSS 7
4.3.1. Epidemiologia MOIECUIAr............ccvoiiiiiie e 10
O | (0] [0 1= - TSSOSO SPOSPSRT 13
4.5. Patogénese e factores de risco em doentes infectados pelo VIH..............cccce..... 15
4.6. FACIOreS e VIFUIBNCIA.........oiieeeiie ettt nneas 17
4.7. Factores de riSCO ambIBNTAIS ..........eieererriereeeeie e sie e e see e nreas 18
4.8, TTANSITHSSAD ..vveuveitieiresieeseesteetesseestaeeesseesteeseesseessaesseaseesseesseaneesseesseaseesseeseaneessens 19
4.9. Manifestagies ClINICAS .......cveveiiieie it 22
4.10. Aspectos clinicos da histoplasmOse ...........ccceveiieii i 22
5. TIP0S de NIStOPIASIMOSE ......veiuiieiiii ettt ae e 23
5.1. Classificacdo com base nas manifestacGes clinicas e na gravidade....................... 23
5.1.1. Histoplasmose asSiNtOMALICA...........c.ccueeeeiieiiieie e 23
5.1.2. Histoplasmose pulmonar aguda............cccoeiireiiiininieeieee e 23

5.1.3. Histoplasmose pulmonar CrONICA. .........ccoveiviriiininesieiee e 24



5.1.4. Histoplasmose disseminada progressiva (PDH) ........ccccoocviieiininneencsinneenn 26

5.1.4.1. Grupos de doentes em risco de histoplasmose disseminada........................ 27

5.2. Classificagdo com base em factores eSpecifiCos...........coeriieinineniincrcees 31
5.2.1. HistoplasmoSe OPOITUNISTA..........ccvveieiierieiiecieesie e se e 31
5.2.2. Histoplasmose affiCana.............cevveieiieieiie e 31
5.2.2.1. Epidemiologia da histoplasmose africana.............c.cccecveverieeieciesecsecieennn 32
5.2.2.2. Vias de infecdo da histoplasmose afficana...........c.cceeveveereereciiesecsesiiesnenn 34
5.2.2.3. Manifestacdo clinica da histoplasmose africana............c.ccccceoveveiveieaviennn, 35

6. Diagndstico da hiStOPIaSMOSE ..........civieiiiiieiiece e 38
6.1. Diagnostico laboratorial da histoplasmose...........ccccviievieveiiie s, 38
6.1.1. Diagndstico da histoplasmose afficana ............ccccoveveeveiieevieese e 40
6.1.2. Diagndstico da histoplasmose do sistema nervoso central..............c.cccoevenee. 43

6.2. EXame direto € CUlTUral .........coooviiiiiii et 44
6.2.1. Diagndstico hiStopatolOgiCO .........ccceiririeiiiiiieeeee e 48
6.2.2. DiagnOStiCO SEIOIOGICO ......euvereiiieieiisie et 51
6.2.3. Diagndstico MOIECUIAT ............coviii e 55
6.2.4. Pesquisa de eX0aNtIgENIOS. .........cveieerieiieiee e eeste e sre e sre e sres 57

6.3. Melhorias nos métodos de diagndstico da histoplasmose ...........c.ccocevevieieieennne. 58

7. PrevenGao € tratamento .........ccoeiieierieniesii et 60
L (== o (o SO PR PP 60
A I L 1011 o PP 60

8. Esforgos efectuados na luta contra a histoplasmose............coovveiiiiienniniceee 63
0. CONCLUSAD ...ttt iuteeitie et etee ettt et e b et e st e et e ehe e e bt e eab e e be e e st e e nbeeanbeenbeeenbeenreeanbeenseens 65

10, BIBLIOGRAFIA . ..ottt e et e e e e e e e e ee e e e e e e ee e e e e e e e e e eeeeeee e e eeeeeereeennnaaaeeeaeees 67



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Areas endémicas de histoplasmose nos EUA(3):(4). Fonte: (CORREIA, 2015)(5).(3).

Figura 2. Distribuicdo geogréafica do H. capsulatum. Fonte: (NELSON, 2017)(2) --------- 8

Figura 3 - Principais receptores envolvidos no reconhecimento de H. capsulatum pelos fagécitos(g)
TP 14

Figura 4 - Ciclo de infecdo por H. capsulatum. Fonte: (Minuto Saudével)(Gl) ----------- 20
Figura 5 Padrbes moleculares associados aos agentes patogénicos de H. capsulatum(z). Fonte:

(VILANCULDO, 2017)(2) ................................................................................................. 21
Figura 6. histoplasmose pulmonar aguda grave num homem que foi exposto a um
grande in6culo de H. capsulatum enquanto limpava aves e guano acumulados de uma
num pilar ponte(19). Fonte: (KAUFFMAN, 2007)(19)-+-vvvvviiissiievvviviiiiiissniniiiins 24
Figura 7. Radiografia lateral do térax de um paciente enfisema grave e gravemente com
doente com histoplasmose pulmonar cavitéaria crénica(l9). Fonte: (KAUFFMAN,
2007)(19)

25 Figura 8: Distribuicdo dos casos notificados de histoplasmose em Africa (1952-
2017).

Fonte: (OLADELE, et. al., 2018) .......c.ccoeiieiiiie et 33

Figura 9. Mulher de 36 anos, seronegativa para o VIH, com nddulos de tamanhos

variados, com umbilicago e Glcera. Fonte: (OCANSEY, 2022)(86) -ovvvvvevivvinnniinann. 36
Figura 10. Tamanhos variaveis de papulas e nédulos hipopigmentados carnudos como
coalescentes lesdes Fonte: (OCANSEY, 2022).......ccccoveiieiieiieieeiee e 37

Figura 11. H. capsulatum var. capsulatum, leveduras intracelulares(4). Fonte:

(NELSON, 2017(B) v 39

Figura 12. H. capsulatum em forma de levedura no interior do neutréfilo. Fonte:

(OLIVEIRA et. al., 2020(14) oovvvveiiiiins 45
Figura 13. Aspeto macro e micromorfologico de H. capsulatum: a) macromorfologico
em SDA, mostrando uma colonia branca; b) micromorfolégico aspeto em lactofenol
azul de algoddo, mostrando os macroconidios tuberculados (estalagmosporos);

c¢) forma de levedura a 35°C em agar BHI suplementado com 5% de sangue de carneiro,
mostrando colonias de aspeto himido, de cor branco-amarelada; d) aspeto



micromorfologia em azul de algoddo com lactofenol, mostrando uma estrutura

semelhante a uma levedura com geminago. Fonte: (RIBEIRO, 2012)(72) cevvvvvrevvvnnne. 46
Figura 14. Cultura de H. capsulatum em agar Sabouraud. (A) - Coldnia branca,

cotonosa a 25°C. (B) - A levedura forma-se a 37°C como col6nias de cor

creme/acastanhada e himidoaspeto (14). Fonte: (FURUIE, 2014)(31)-vvvveveviinniinnnne, 48



ACRONIMOS E ABREVIATURAS

ARV
APC
BHE
BHIA
CARTAO
CD

CDC

CE
CMV
CrAg
ADN
dsDNA
AlE
EUA
ELISA
GMS
GAFFI
HAART
VIH
VIH-1

VIH-2
HPA

Retrovirus associado a SIDA
Célula apresentadora de antigénios
Barreira hemato-encefélica

Agar de infus&o cérebro-coragéo
Terapia antirretroviral combinada
Clausulas de diferenciacao

Centros de Controlo e Prevencao de
Doencas

Candidose esofagica

Citomegalovirus

Antigénio capsular de Cryptococcus

Acido desoxirribonucleico

ADN de cadeia dupla

Imunoensaio enzimatico

Estados Unidos da América

Ensaio de imunoabsorgéo enzimatica
Mancha de prata de metenamina de Grocott
Acéo global contra as infec¢des fungicas
Terapia antirretroviral altamente ativa
Virus da Imunodeficiéncia Humana

Virus da Imunodeficiéncia Humana tipo 1

Virus da Imunodeficiéncia Humana tipo 2

Antigeénio polissacarido de Histoplasma



VHS
H
Hc

HTLV-III

LAV
LCR
LBA
LFA

MHC

NNRT
NAO
NRTI
OMS
PAS

PCP

PCR

Virus do herpes simples
Histoplasmose
Histoplasma capsulatum

Virus linfotropico de células T humanas
tipo 11

Interleucina

Interferéo

Interferdo alfa

Interferéo beta

Interferdo gama

InfeccBes oportunistas
Imunodifusdo dupla
Linfadenopatia associada ao virus
Liquido cefalorraquidiano
Lavagem bronco-alveolar
Teste de fluxo lateral

Complexo Principal de
Histocompatibilidade

Inibidores da néo transcriptase Reserva
Oxido nitrico

Inibidores da transcriptase reversa
Organizacdo Mundial de Saude

Acido periddico de Schiff

Pneumonia por Pneumocystis

Reacdo em cadeia da polimerase



PDA

RIA

ARN

RM

ROS

SAP

SIDA

SIvV

SNC

B

Tc

Td

0]

TMP

TMP-SMX

TNF

Ts

ONUSIDA

Agar dextrose de batata
Radioimunoensaio
Acido ribonucleico
Imagem por Ressonancia Magnética
Espécies reactivas de oxigénio
Aspartil protease segregada

Sindrome de Imunodeficiéncia
Adquirida

Virus da imunodeficiéncia simia
Sistema Nervoso Central
Tuberculose

Linfocito T citotdxico

Linfocito T (hipersensibilidade
retardada)

Linfécito T helper
Trimetroprime
Trimetroprime-Sulfametoxazol
Fator de Necrose Tumoral

Linfocito T supressor

Programa das Nac¢des Unidas para o
VIH/SIDA



Metodologia

Trata-se de um estudo qualitativo com carateristicas descritivas. E composto por
artigos selecionados por meio de busca em bases de dados nacionais e
internacionais, tais como: National Libary of Medicine (PUBMED), Medical
Liretaure Anakysisand Retrieval Sistem Online (MEDLINE), Biblioteca Virtual em
Saude (BVS) e Scientific Electronic Library Online (SciELO), Google Scholar;
dissertacdes e teses de doutorado disponiveis gratuitamente online publicadas até
2023, e que incluam as palavras-chave (H. capsulatum , causas, tipos e

complicagdes).

1. Objectivos
1.1. Objetivo geral

Um estudo descritivo da histoplasmose em pacientes imunocomprometidos,

especificamente as causas, tipos e complicacdes.

1.2. Objectivos especificos

1. Analisar a etiologia do Histoplasma capsulatum ;

2. Compreender a epidemiologia da histoplasmose;

3. Compreender as manifestacGes clinicas da histoplasmose;
4. Analisar os métodos de diagndstico da histoplasmose;

5. Estudar os tipos de histoplasmose.



2. Introducéo

O H. capsulatum (H. capsulatum) é o agente causador da histoplasmose, uma
infecdo fungica que pode afetar tanto pessoas vulneraveis como imunocompetentes.
Inicialmente documentada em 1905 por S. T. Darling, dizia respeito a um caso
semelhante a uma tuberculose generalizada num doente da Martinica empregado na
construcdo do Canal do Panama. Desde entdo, a histoplasmose tem sido documentada
nos cinco continentes, com regides de prevaléncia tanto moderada como grave. Por
conseguinte, estdo disponiveis dados epidemiologicos, clinicos e terapéuticos de centros

de referéncia de zonas ndo endémicas .

A histoplasmose, considerada por alguns autores como a infecdo fungica
respiratéria inicial, tem consequéncias varidveis em termos de saude publica,
dependendo do estado de deficiéncia do individuo. Em individuos imunocompetentes,
para além das iniciativas de despistagem do histoplasma, foram efectuados poucos
estudos de prevaléncia serolégica na comunidade em geral. No entanto, alguns
academicos estimam que centenas de milhares de casos ocorrem anualmente nas regides
dos rios Ohio e Mississipi. A histoplasmose é predominantemente assintomatica e
autolimitada, resultando em doenca minima e morte em pessoas com imunidade
debilitada @,

Nas ultimas décadas, a incidéncia e as taxas de mortalidade da histoplasmose
aumentaram devido a crescente populacao de individuos imunocomprometidos. Embora
0s imunossupressores administrados a receptores de transplantes ou a individuos com
doencas inflamatdrias cronicas contribuam para este aumento, o problema predominante
deve-se principalmente a proliferacdo da epidemia de VIH. A acessibilidade dos precos
da HAART e das composic@es lipidicas da anfotericina B, uma maior sensibilizacdo por
parte de algumas equipas e procedimentos de diagnéstico rapidos e ndo invasivos
reduziram consideravelmente a mortalidade por histoplasmose. Os avangos foram té&o
notaveis que alguns investigadores ja ndo consideram a histoplasmose como uma
preocupacdo no contexto da infecdo pelo VIH, recomendando que a investigacdo dé

prioridade a tipos alternativos de imunossupressdo associados a histoplasmose .

Apesar da acessibilidade da HAART, a histoplasmose em individuos infectados
pelo VIH continua a ser um problema de salde publica negligenciado em certas regifes
endémicas, particularmente na América do Sul. A abordagem desta questdo requer

2



requisitos essenciais para a compreensdo e consciencializagdo demogréfica entre os
profissionais de saude, o avango das ferramentas de diagndstico e a acessibilidade de
terapias eficientes a precos razoaveis. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) informa
que os dados da ONUSIDA indicam um declinio global nas novas infec¢Ges por VIH
em 2021, com uma queda de cerca de 3,6% em compara¢do com 2020, marcando a

diminuicdo anual mais fraca desde 2016 (127,

Consequentemente, quatro mil pessoas, incluindo 1.100 jovens com idades
compreendidas entre os 15 e 0s 24 anos, contraem o VIH diariamente. Se as tendéncias
actuais se mantiverem, 1,2 milhdes de pessoas contrairdo o VIH até 2025, o que
representa o triplo do objetivo de 370.000 infecgbes adicionais para 2025. As
consequéncias humanas de impedir os avancos na resposta ao VIH sdo alarmantes. Em
2021, 650 000 pessoas sucumbiram a causas relacionadas com o VIH, ou seja, uma
morte por minuto. Dada a acessibilidade de medicamentos anti-retrovirais avangados e
métodos eficientes de prevencdo, detecdo e tratamento de doencas infecciosas, estas
mortes sdo evitaveis. Na auséncia de medidas rapidas para travar a proliferacéo do virus,
as mortes relacionadas com o VIH continuardo a ser uma causa predominante de morte

em muitos paises 127,

Em doentes imunocomprometidos com deficiéncias imunitarias celulares
hereditarias ou genéticas, a histoplasmose causa uma morbilidade e mortalidade
consideraveis. Em qualquer idade, é predominantemente letal sem tratamento adequado.
Em 1987, o tipo extrapulmonar ou disseminado do VIH/SIDA surgiu como uma doenca
distinta apds os primeiros casos terem sido relatados em 1982 nos EUA M. O objetivo
desta dissertacdo € estudar a histoplasmose em pessoas imunocomprometidas,
nomeadamente as suas causas, tipos e complicacdes, e alertar as autoridades de salude

para que a histoplasmose passe a ser uma doenca de declaracdo obrigatoria.



3. Histoplasmose

3.1. Definicéo

A Histoplasmose € uma infecdo causada por um fungo dimorfico que tem
afinidade pelo sistema reticuloendotelial e sobrevive numa ampla gama de temperaturas
ambientais entre (18° e 37°C) ©). Existem duas variedades de Histoplasma,
nomeadamente: H. capsulatum var. capsulatum - que causa a doenca de Darling ou
doenca das cavernas; e H. capsulatum var. duboisii (Hcd) associado a histoplasmose
africana3. A infecdo por H. capsulatum e endémica no sul e centro dos Estados Unidos
da América (EUA), especialmente no Ohio e nos vales do rio Mississipi, e na América
Latina, enquanto H. capsulatum var. duboisii ¢ endémico em Africa (principalmente na

Africa subsariana e em Madagascar) (Figura 1).

Figura 1: Areas endémicas de histoplasmose nos EUA @ @, Fonte: (CORREIA, 2015) 6).G),

A histoplasmose é considerada uma zoonose (morcegos e aves). Os dejectos
destes animais melhoram as condigdes para o crescimento do microrganismo no solo,
acelerando a esporulacdo ®). O Histoplasma prefere solo himido enriquecido com azoto
proveniente de matéria organica em decomposicdo ®). O processo de contaminagdo
ocorre através da inalacdo de esporos que passam para 0s pulmdes e a temperatura do
hospedeiro permite-lhes passar a forma de levedura. As leveduras podem passar através
dos ganglios linfaticos e espalhar-se para outros 6rgéos através da corrente sanguinea. E

comum a propagacdo assintomatica da doenca para alem dos pulmdes. Quando a
4



imunidade celular diminui, pode haver reativacdo do foco silencioso de infecdo
adquirido anos antes, 0 que € um dos mecanismos propostos para justificar a ocorréncia

de infecdo em &reas nao endémicas ©): ),

A introducdo da terapia antirretroviral altamente eficaz (HAART) diminuiu a
incidéncia de sintomas clinicos associados a histoplasmose; no entanto, esta continua
documentada em 25-61% dos casos de infecdo por VIH. Nas regides endémicas, a taxa
de prevaléncia anual deste tipo de infecdo é de aproximadamente 5% entre os doentes
seropositivos, particularmente quando as contagens de células CD4+ descem abaixo das
150 células/mms3, uma condi¢do que aumenta a probabilidade de progressdo para uma
doenca sintomatica grave ®. A histoplasmose continua a ser uma das doencas mais
comuns na Ameérica Latina entre os individuos com VIH, sendo responsavel por uma

taxa de mortalidade superior a 30% ©). ©),

A histoplasmose é uma doenca moderadamente prevalente em Africa; no
entanto, a sua frequéncia exacta permanece indeterminada. A subestimacdo resulta
principalmente da crenca clinica insuficiente e do acesso restrito a testes adequados em
areas endémicas 8, Como parte desta investigacdo, sera discutido que a histoplasmose
africana tende a manifestar-se através de lesdes na pele, tecidos subcutaneos e nddulos
linfaticos (86), Estas carateristicas contrastam com a histoplasmose convencional, que
apresenta principalmente sintomas pulmonares. A histoplasmose africana ndo esta
geralmente ligada de forma significativa a imunodeficiéncias ou predisposi¢Oes
genéticas e ocorre frequentemente em pessoas imunocompetentes. Em individuos com
VIH/SIDA avancado, os casos documentados sdo tipicamente generalizados e
frequentemente associados a um mau resultado. A manifestacdo cléssica da
histoplasmose esta mais frequentemente associada a fases graves da infecdo por
VIH/SIDA (6),

3.2. Etiologia

Em 1905, o patologista Samuel Darling foi responséavel pela identificacdo e
nomeacdo do agente causador da doenga, designando-o por H. capsulatum. Desde
entdo, a doenca ficou também conhecida como "doenca de Darling”. Cerca de duas
décadas mais tarde, foi possivel isolar a levedura associada a histoplasmose,
confirmando a sua natureza dimérfica ). O fungo H. capsulatum é dimorfico,

adaptando-se como uma levedura quando exposto a temperatura do corpo humano e



assumindo a forma de um bolor em ambientes com temperaturas proximas de 25°C.
Este microrganismo desenvolve-se em solos hdmidos, particularmente aqueles
enriquecidos com guano em decomposicdo. Enquanto os morcegos podem albergar o
fungo no seu trato gastrointestinal, as aves sdo imunes aos seus efeitos devido a sua
elevada temperatura corporal de cerca de 40°C. Nas zonas endémicas, 0s surtos da
doenca tém sido frequentemente associados a actividades de construcdo intensivas ().

Histoplasma capsulatum, um membro da familia dos ascomicetos, tem dois tipos
distintos de reproducdo sexual, conhecidos como tipos de acasalamento "+" e "-". Na
natureza, estes tipos mantém geralmente um racio de equilibrio préximo de 1:1. No
entanto, em amostras clinicas isoladas de pacientes, o tipo "-" tende a predominar, e as
causas dessa assimetria ainda ndo sao totalmente compreendidas. Na sua forma micelial,
o fungo apresenta dois tipos de esporos que podem ser observados ao microscépio: o0s
macroconidios, que tém entre 8 e 15 micrometros de tamanho, e os microconidios, que
medem entre 2 e 5 micrometros. Estes Gltimos, devido ao seu pequeno tamanho, sdo
considerados os principais agentes infecciosos, pois podem ser inalados e atingir os
alvéolos pulmonares, iniciando o processo de infecdo ().

Geneticamente, o H. capsulatum tem entre cinco e sete cromossomas, com
variacfes genéticas que influenciam as manifestacbes clinicas da doenca. Foram
identificados oito clados principais, associados a diferentes regides geograficas do
mundo. Estas diferencas genéticas tém implicagdes clinicas relevantes. Os clados norte-
americanos, por exemplo, raramente estdo associados a manifestagdes cutaneas
primarias, enquanto os clados sul-americanos estdo frequentemente relacionados com
essas manifestacbes. No caso do clado africano, destaca-se a variedade H. capsulatum
duboisii, conhecida pelas suas -carateristicas especificas, incluindo uma maior
predisposicdo para afetar os tecidos cutaneos e subcutaneos ().

Apos a inalagdo, os microconidios atingem os alvéolos pulmonares onde, devido
a temperatura corporal, se transformam em leveduras unicelulares com um diametro
entre 2 e 5 micrometros. Este processo de transicdo, essencial para a sobrevivéncia do
fungo no hospedeiro, é regulado por genes como 0 Rypl, Ryp2 e Ryp3. Uma vez nos
alvéolos, os conidios aderem a proteinas integrinas, como as da familia CD11-CD18, o
que facilita a sua fagocitose por macrofagos e neutrofilos. A conversdo para a forma de
levedura pode ocorrer dentro destas células fagociticas e varia em duragdo, de algumas
horas a varios dias. A fase de levedura, caracterizada pela reproducdo por gemulagéo de
base estreita e, ocasionalmente, numa forma multipolar, ¢ fundamental para a
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patogenicidade da levedura.

H. capsulatum @),

3.3. Epidemiologia
A histoplasmose esta amplamente distribuida no continente americano. Também
foram descritos casos em Africa, onde as duas variedades (capsulatum e duboisii)

coexistem, e no Sudeste Asiatico, particularmente na Tailandia, Malésia, Indonésia,

india e Vietname ©v. @), €2,

Entre 1938 e 2013, foram notificados mais de 100 surtos envolvendo
aproximadamente 3000 casos em 26 estados e no territorio de Porto Rico. Os diferentes
ambientes de exposi¢cdo eram aviarios ou projectos de construcdo. A presenca de aves,
morcegos ou seus excrementos foi relatada em 77% dos cenarios de surto, e 0s
ambientes de trabalho foram relatados em metade dos surtos. Em regides endémicas e
casos esporadicos, os diferentes ambientes sdo dificeis de identificar, uma vez que os

sintomas se devem frequentemente a reativacao da doenca ().

Raramente foi diagnosticada na Europa, com excecdo da Italia, onde foram
observados poucos casos. Como veremos oportunamente nesta investigacao, a variante
duboisii ocorre apenas em areas tropicais de Africa, com 70% dos casos provenientes de
areas endémicas para a micose @D, e ha relatos de casos de histoplasmose na Africa do
Sul, Burkina Faso, Uganda e Tanzania em doentes imunocomprometidos por virus HIV
@, A nivel mundial, existem bolsas de endemicidade em todos os continentes. Mais de
metade da populacdo mundial vive potencialmente na regido endémica de H.
capsulatum @ (Figura 2).
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Figura 2. Distribuicdo geografica do H. capsulatum. Fonte: (NELSON, 2017) @,

Histoplasma var. capsulatum (violeta) e duboisii, areas sobrepostas (violeta +
sombreado). Os circulos indicam o nimero de casos publicados de histoplasmose
associada a SIDA. A maioria dos casos de doentes positivos de Africa sdo

diagnosticados fora do continente (adaptado de WHEAT et. al., 2016) ©.

Tem uma elevada prevaléncia em certas zonas dos Estados Unidos (regibes
central e sul do pais, ao longo dos vales dos rios Mississipi € Ohio), México, Honduras,
Guatemala, Nicaragua, Panama, varias ilhas das Caraibas (Jamaica, Porto Rico,
Martinica e Cuba) e varios paises da América do Sul, principalmente Venezuela,

Colémbia, Peru, Brasil, Argentina e Uruguai (Figura 2).

Em Portugal, entre 2009 e 2015, foram descritos na literatura 10 casos de
histoplasmose, a maioria dos quais diagnosticados na regido de Lisboa e Vale do Tejo.
Cinco casos correspondem a variedade africana (H. capsulatum duboisii) e os restantes
a variedade americana (H. capsulatum). As publicacfes encontradas sdo sobretudo
apresentacgdes clinicas de interesse cientifico, algumas das quais referem casos com um
periodo de laténcia de 40 anos ap6s exposicio em Africa €3,

A histoplasmose ndo € uma doenca de notificacdo obrigatoria em Portugal, o que
significa que os dados de internamento registados nos GDH reflectem principalmente

casos graves resultantes de infeccdes primarias ou morbilidade associada. Embora 0s
8



GDH captem episodios de hospitalizacdo em vez de dados de doentes individuais e
apresentem alguma variabilidade na codificagcéo entre hospitais, pode inferir-se que o
namero de hospitalizagdes por histoplasmose em Portugal permaneceu relativamente
estavel entre 2009 e 2015, com uma ligeira tendéncia decrescente durante este periodo

(83).

A histoplasmose é causada pelo fungo H. capsulatum, que entra no organismo
através da inalacdo de particulas contendo o fungo liberadas no ar durante 0 manuseio
do solo ou de excrementos de animais, principalmente morcegos e aves como pombos e
galinhas (€0, Essa doenca é mais comum em trabalhadores rurais, pois eles entram em
contato frequente e direto com solo, principalmente se tiverem alguma alteracdo no
sistema imunol6gico, como um transplante ou HIV/AIDS, por exemplo, pois nesses

casos o fungo consegue se multiplicar mais facilmente (60,

Em ambientes infectados, o microrganismo € inalado e afecta 0 corpo humano.
Quando inalado, o fungo atinge os alvéolos pulmonares e entra na corrente sanguinea,
espalhando-se pela circulacdo, o que permite que a infecdo atinja varios 6rgdos, como o
figado, o baco e a medula éssea ©2),

Os solos ricos em excrementos de aves e morcegos tém um elevado teor de
azoto, que serve como fonte de nutrientes para o fungo H. capsulatum crescer na sua
forma de micélio na natureza. Quando conidios ou fragmentos destes micélios
presentes no solo sdo inalados pelo hospedeiro, aderem ao epitélio pulmonar, passando
para a forma de levedura e iniciando assim a infecdo, causando subsequentemente a

doenca conhecida como histoplasmose (62,

Actividades como a jardinagem, a limpeza de s6tdos ou celeiros, a demoli¢do de
edificios antigos e o revolvimento do solo estdo associadas a infecdo por H. capsulatum
e contribuem para a disseminacdo das suas particulas infectantes. As correntes de ar
podem transportar conidios durante quilometros, expondo mesmo individuos que néo

estiveram perto ou tiveram contacto direto com areas contaminadas ©2),

Uma vez que esta doenca apresenta, na maioria das vezes, um quadro
clinico semelhante ao de outras infecgdes respiratérias, a interpretacdo do nimero de
casos de histoplasmose notificados deve ter em conta a possibilidade de subdiagnostico
desta infe¢do fungica. Por outro lado, uma vez que a cultura € o0 método de diagndstico

mais comum, a
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frequentemente utilizado em diferentes unidades hospitalares, pode levar a resultados
falsos negativos, possivelmente devido ao ndo cumprimento do tempo de incubacédo

recomendado ®3),

Outros métodos de diagndstico, como a pesquisa de anticorpos ou antigénios,
bem como a detecdo por métodos moleculares, ainda ndo sdo utilizados na maioria dos
hospitais e tém de ser enviados para laboratorios de referéncia. Além disso, a falta de
informacdo sobre micologia dada aos profissionais de saude nas diferentes
especialidades foi também apontada como uma das razfes para o subdiagnostico desta e
de outras infec¢des fungicas. De acordo com os ultimos dados publicados pelo Grupo
de Trabalho da Confederacdo Europeia de Micologia Médica, apenas 118 casos de
histoplasmose foram notificados na Europa entre 1995 e 1999, o que sugere uma
possivel subnotificacdo ou subdiagnéstico (83). (84),

3.3.1. Epidemiologia molecular

Em 1986, VINCENT et al efectuaram estudos epidemioldgicos de H. capsulatum
utilizando o método RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism). Vinte e uma
amostras de H. capsulatum isoladas de seres humanos e animais foram agrupadas em
trés clados, com base no polimorfismo do seu ADN mitocondrial (mtDNA) e ADN
ribossémico (rDNA). O clado 2 foi formado por 14 amostras de H. capsulatum var.
capsulatum isoladas da América do Norte e duas amostras de H. capsulatum var.

duboisii de Africa; o clado 3 inclui 4 isolados da América Central e do Sul 1),121).

Em 1992, KEATH e colaboradores alargaram o0s conhecimentos sobre a
epidemiologia molecular da histoplasmose em individuos imunocomprometidos. Foram
estudados isolados de um surto epidémico de histoplasmose em individuos com
VIH/SIDA em Nova lorque, EUA, onde a histoplasmose ndo € endémica, com o
objetivo de determinar se a histoplasmose destes doentes era o resultado da reativagao
enddgena de uma infecdo previamente adquirida. Para classificar os isolados, os autores
utilizaram padrdoes RFLP do DNA mitocondrial (mtDNA) e outro de um fragmento de
1,85 kb obtido pela digestdo do gene YPS-3 com a enzima hindlll. Tanto os isolados
obtidos de doentes com VIH como o0s provenientes de outras fontes foram agrupados

em diferentes clados (124). (41),

SPITZER e colaboradores alargaram os estudos de tipagem de estirpes de H.
capsulatum através de RFLP do seu mtDNA e rDNA, agrupando os isolados clinicos e
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do solo em quatro clados (122 #1), Os clados 1 e 3 correspondem a classificacdo de
VINCENT e colaboradores (121, enquanto os isolados do solo, provenientes de sete
localizacBes geograficas diferentes nos EUA, apresentaram perfis indistinguiveis da
maioria dos H. capsulatum de doentes e foram, por conseguinte, incluidos no clado

2(22) Apenas um isolado do solo da Florida representou o clado 4¢1),

Louis, Missouri, mostrou padrdes de RFLP do mtDNA hibridizados com a sonda
yps-3 idénticos aos observados na estirpe Down (Clade 1), isolada do mesmo local ha
varios anos 1. Este fenémeno foi confirmado pelas carateristicas fenotipicas destes
isolados, tais como a incapacidade deste isolado de causar histoplasmose pulmonar
disseminada ou cronica em doentes imunocomprometidos, mas ndo em doentes
seropositivos, foram agrupados no Clade 2, que também inclui a maioria dos isolados

clinicos de diferentes regides dos EUA(123),(41).

Muniz e colaboradores, 2010, tiveram como objetivo explorar a diversidade dos isolados de
H. capsulatum no Brasil, analisou isolados de solo, animais e humanos usando trés
métodos moleculares diferentes: M13 PCR fingerprinting, PCR-RFLP e andlise da
sequéncia parcial de quatro genes codificadores de proteinas (Arf- ADP ribosylation
fator, H -anti-H antigenpercursor, Ole-delta-9 fatty desaturase e Tubl-alpha-tubulin)
para analise filogenética. Estas metodologias permitiram agrupar os isolados nos trés
principais grupos moleculares (tipos I, Il e 1lI), onde foi possivel observar 85% de
concordancia por regido “1. Com os 15% restantes, ndo foi possivel demonstrar um
gendtipo exclusivo para uma determinada regido geogréafica, sugerindo que a migracdo e
viagens por outros estados foi uma provavel fonte de infe¢do priméaria. No entanto, os
isolados do estado do Rio de Janeiro foram agrupados em um clado, sugerindo um unico
grupo clonal circulando nesse estado. Neste estudo, as trés metodologias utilizadas

tiveram sensibilidades semelhantes ). (1),

Os isolados do Panama também foram incluidos no Clade 5, mas mostraram uma
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perfil de mtDNA que constituiu o subclado 5% Cinco amostras de isolados de H.
capsulatum de doentes com VIH residentes em Nova lorque e provenientes de Porto Rico
foram agrupadas no clado 5, com base no polimorfismo revelado pela sonda yps-3. Estes
isolados deram origem a dois padrdes diferentes de mtDNA designados como subclados
5b e 5c. Além disso, um isolado de um doente residente no Missouri e proveniente da
América Central foi subclassificado como 5d (124. 1), Este estudo permitiu alargar as
classificagdes anteriores. Foi também adicionado um sexto clado, obtido de um doente
com VIH do Panama que apresentava um perfil Gnico. Além disso, foi sugerida a
existéncia de reativagdo enddgena em casos de histoplasmose associada ao VIH

diagnosticados em areas ndo endémicas 1),

Varias andlises filogenéticas por técnicas moleculares da ordem Onygenales
forneceram dados sobre a relacdo taxondmica entre fungos dimorficos. Estudos iniciais
baseados em genes que codificam a subunidade 18S do RNA ribossomico
demonstraram uma relacdo filogenética muito proxima entre H. capsulatum e
Blastomyces dermatitidis, utilizando trés métodos moleculares, sequenciacdo de DNA
ribossomico, avaliacdo de perfis de DNA nuclear ("melting profiles") e hidridizacao
DNA/DNA, com a construcdo de uma arvore filogenética para esta ordem, em que um
ramo abrange apenas 0 género Histoplasma, separando-o dos outros agentes de micoses
sistémicas. Um estudo de 46 amostras do género Histoplasma, baseado na sequenciacéo
de quatro genes que codificam as proteinas ARF, H ANTI, OLE e TUB, sugere que o H.

capsulatum poderia ser considerado como 6 espécies em vez de 3 variedades 1.

Um estudo realizado no Rio de Janeiro utilizando a técnica RAPD (Random
amplification of polymorphic DNA) comparando cepas locais com cepas da América do
Norte mostrou menos de 70% de similaridade entre os grupos. As cepas provenientes da
mesma darea geografica apresentaram 100% de similaridade, sugerindo que o0s
microconidios ecoldgicos desempenham um papel importante na adaptacdo e
diferenciacdo do Histoplasma. Neste mesmo estudo, isolados de pacientes HIV+, em
diferentes coleccdes de espécimes clinicos, mostraram 0s mesmos genotipos,
possivelmente estes individuos foram parasitados por uma Unica populacdo genética
(125),

Parametros demograficos e clinicos de pacientes com HIV e histoplasmose de um estado
brasileiro foram comparados com uma populacdo similar nos EUA e com isolados sul-
americanos. Neste estudo, a tipagem molecular do gene nuclear YPS-3 revelou que os
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isolados brasileiros se agruparam entre os clados 5 e 6 da América do Sul, e 0 RAPD
mostrou perfis genéticos distintos em 20 isolados. Como os isolados dos Clados 5 e 6
estavam mais associados a lesdes cuténeas na histoplasmose do que os isolados do Clado
2, sugeriu-se que as diferencas genéticas poderiam estar correlacionadas com a
manifestacdo “1,
18 Foi efectuado um estudo filogenético de 137 espécimes de trés espécies de seis
continentes, utilizando a variacdo da sequéncia de ADN de genes que codificam quatro
proteinas distintas. Foram descobertos oito clados. (i) Clado Norte-Americano 1; (ii)
Clado Norte-Americano 2; (iii) Clado Latino-Americano Grupo A, (iv) Clado Latino-
Americano Grupo B; (v) Clado Australiano; (vi) Clado Holandés (Indonésio?); (vii)
Clado Eurasiatico; e (viii) Clado Africano. O reconhecimento filogenético de espécies é
possivel para sete dos dois ramos devido ao seu isolamento genético. A Unica excecao

foi a clade eurasiatica, que foi incluida no grupo A do ramo latino-americano “1),

Em todos os oito clados, foram detectadas estirpes distintas de H. capsulatum. Foram
encontradas variedades de Helicobacter capsulatum, incluindo H. capsulatum var.
duboisii, no clado africano. Verificou-se que trés espécies filogenéticas albergavam
treze isolados de farciminosum. Estes resultados lancam duvidas sobre o significado
evolutivo das trés estirpes de Histoplasma. A importancia de identificar populacGes
distintas ou numerosos taxa taxondmicos ndo pode ser exagerada. A integracdo das
taxas médias de substituicdo de genes codificantes com a analise filogenética indica que
a radiacdo de H. capsulatum comecou entre 3 e 13 milhdes de anos atrds na América
Latina (D,

3.4. Patogénese

A transmissdo do H. capsulatum comeca quando os microconidios ou particulas
miceliais do fungo sdo ingeridos pelo hospedeiro. Quando estas particulas penetram nos
alvéolos pulmonares, transformam-se em leveduras, uma forma mais adequada ao
ambiente do corpo humano, devido a uma temperatura interna de 37°C. O processo de
mudanca pode ocorrer dentro do trato respiratorio ou dentro das células do hospedeiro.
A progressdo da doenca é influenciada pela capacidade do fungo de se adaptar ao
ambiente do corpo humano e de se envolver com as capacidades do sistema imunitario

inato ©)
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Ap0s ser fagocitado pelos macrofagos, o H. capsulatum demonstra a capacidade
de persistir e proliferar no interior dessas células, neutralizando as defesas imunolégicas
do hospedeiro. Posteriormente, o fungo pode atingir os ganglios linfaticos e entrar na
corrente sanguinea, facilitando a sua disseminacdo para outros tecidos e 0rgaos,
caracterizando a forma sistémica e invasiva da histoplasmose. Sua disseminagdo é
sustentada por mecanismos de viruléncia que interferem tanto na resposta imune inata

quanto na adaptativa ©).

a Histoplasma capsulatum
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Fonte: (VALDEZ et. al., 2022) ©),

A interacdo do H. capsulatum com os fagocitos envolve multiplos receptores e
mecanismos que desempenham papéis essenciais no reconhecimento e na resposta
imunitaria. Nos macrofagos, receptores como TLR2, CR3, CR4, Dectina-1 e LacCer
reconhecem o fungo leveduriforme, activando diferentes vias de sinalizagdo. Em

particular, 0 TLR2 e a Dectina-1 sdo fundamentais para a ativacdo do NF-kB, resultando
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na producdo de citocinas pro-inflamatérias como a IL-6 e 0 TNF-o. Durante a
fagocitose, o recetor CR3 é dirigido para areas especificas da membrana celular
enriquecidas com lipidos.

Por outro lado, as células dendriticas utilizam receptores como o0 VLA-5, o CR3,
a Dectina-1 e a Dectina-2 para mediar a interacdo com o fungo. O recetor VLA-5 é
crucial no processo de fagocitose da levedura, enquanto o CR3 também contribui para a
ingestdo do fungo. Além disso, a Dectina-1 e a Dectina-2 activam o inflamassoma
NLRP3, promovendo uma resposta inflamatoria robusta.

Nos neutrdfilos, o reconhecimento do H. capsulatum varia de acordo com a
forma do fungo. Quando opsonizado, ele é identificado pelos receptores CR1 e CR3,
enquanto a versao ndo opsonizada ¢ reconhecida pelo FcyRIII. Um aspeto importante ¢
a liberacdo de NETs extracelulares de neutréfilos (NETS), que depende do recetor

CD18, um elemento essencial na resposta imune ao fungo (Figura 3).

3.5. Patogénese e factores de risco em doentes infectados pelo VIH

O H. capsulatum tem uma ampla distribuicdo global e encontra-se especialmente
em solos ricos em azoto, frequentemente enriquecidos com excrementos de aves e
morcegos. Embora as aves ndo sejam susceptiveis de infe¢do ou colonizagdo pelo fungo
devido & sua elevada temperatura corporal, 0s seus excrementos proporcionam
condic¢des nutricionais ideais para o crescimento do fungo. Estudos indicam que o solo
contaminado em locais anteriormente habitados por aves pode manter a presenca do

fungo durante mais de uma década, mesmo em ambientes urbanos (- (),

Na maioria dos casos, a infecdo por H. capsulatum comecga com a inalacdo de
microconidios ou fragmentos de hifas encontrados no solo contaminado. Quando
chegam aos pulmdes, estas estruturas convertem-se em leveduras devido as condicdes
ideais proporcionadas pelo ambiente pulmonar. Em pessoas imunodeprimidas, a infecéo
também pode surgir através da reativacdo de focos latentes previamente estabelecidos
(56). (1), No interior do organismo, o fungo interage com diferentes células do sistema
imunitario, incluindo macréfagos, neutrofilos e células dendriticas. Embora os
neutrofilos e as células dendriticas sejam capazes de controlar ou eliminar o fungo, os
macrofagos proporcionam um ambiente onde o H. capsulatum pode sobreviver e
multiplicar-se. Este fungo adapta-se ao interior dos macréfagos, alterando o pH do

ambiente intrafagossomico, assegurando a sua replicacdo. Este mecanismo permite
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disseminacdo do fungo para 6rgaos como o figado, o baco, a medula 6ssea e os ganglios
linfaticos. A defesa contra esta infecdo depende de uma resposta imunitaria celular
eficaz, sendo a imunidade celular particularmente importante para limitar a
disseminacéo do fungo. Em individuos com imunossupresséo grave, como 0s portadores
de VIH, o risco de disseminacdo sistémica e de um desfecho fatal aumenta

significativamente @),

Nas &reas endémicas, permanece a questdo de saber se a histoplasmose
sintoméatica € causada principalmente por uma nova exposicdo ao fungo ou pela
reativacdo de infeccOes latentes. Ambas as situacBes sdo possiveis, embora algumas
provas sugiram que o0s surtos em comunidades expostas estdo frequentemente
associados a reinfeccbes. Este facto é apoiado por radiografias ao térax que revelam
frequentemente ganglios linfaticos calcificados, um sinal de infeccbes anteriores.
Estudos temporais, que incorporaram dados climaticos, indicaram que cerca de 70% dos
casos de histoplasmose em pessoas com VIH em regibes endémicas podiam ser
antecipados com base nas condi¢fes ambientais. Este padrdo € reforcado pela clara
sazonalidade observada nos casos notificados, sugerindo que, em areas endémicas, as
infeccbes sintomaticas resultam principalmente de novas exposi¢des ao fungo, em vez

de reactivacOes de infeccOes latentes ().

Foram identificados varios factores de risco para a histoplasmose, incluindo

aspectos ambientais e profissionais e carateristicas individuais @.

A exposicdo a areas contaminadas com guano de morcego ou de ave representa
um risco significativo para a populacdo em geral. Actividades como a exploracdo de
grutas, o corte de madeira, o trabalho em locais de escavacdo ou a frequéncia de quintas
e galinheiros estdo entre as mais associadas a infecdo. Em pessoas com VIH, foi
demonstrada uma ligacdo significativa entre a exposicdo a galinheiros e o
desenvolvimento de histoplasmose ")), Além disso, as profissdes ou actividades que
implicam o contacto com solo contaminado por excrementos de aves ou morcegos

aumentam substancialmente o risco de contrair a infecdo ©8),

Os factores do hospedeiro que aumentam o risco de desenvolver histoplasmose
incluem uma contagem de células CD4 inferior a 200/mms3, niveis minimos de CD4
(NADIR) inferiores a 50/mm3, contagens reduzidas de CD8 inferiores a 650/mm3 e a

auséncia ou inicio recente (menos de seis meses) de terapéutica antirretroviral. Alem
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disso, a presenca de infecgOes concomitantes, como o herpes simplex, e a auséncia de
terapia antifangica sistémica, como o fluconazol, estdo também associadas a um risco
acrescido, sendo o sexo masculino frequentemente identificado como um fator
predisponente 8. (), Embora existam registos de transmissdo de H. capsulatum através
de transplantes de 6rgdos de dadores infectados, ndo existem provas que apontem para a

transmissdo direta de pessoa para pessoa 9. (@),

3.6. Factores de viruléncia

O H. capsulatum é um fungo patogénico primario, capaz de causar desde
infeccbes assintoméaticas ou doengas pulmonares autolimitadas em individuos
imunocompetentes  até  formas  disseminadas  graves em  hospedeiros
imunocomprometidos. Estas manifestagdes graves podem surgir ap6s a inalacao inicial
do fungo ou através da reativacdo de infecgdes latentes, especialmente em individuos
com imunossupressdo grave, como aqueles com contagens de CD4 inferiores a 50
células/uL. No entanto, a doenca disseminada também pode ocorrer em doentes com
contagens de CD4 inferiores a 100 células/uL, sendo factores de risco adicionais

condicdes como a D4 idiopatica e a sindrome de imunodeficiéncia do adulto (¢3).

Entre os principais factores de viruléncia do H. capsulatum encontra-se o
pequeno tamanho dos seus esporos (2-3 um), que facilita a sua entrada nos alvéolos
pulmonares. Este fungo dimdrfico adapta-se ao ambiente do hospedeiro, mudando da
forma filamentosa presente no ambiente para a forma de levedura no corpo humano.
Essa transicéo, essencial para a sobrevivéncia e multiplicagdo do fungo, ocorre quando
ele é fagocitado por macréfagos, permitindo sua replicacdo intracelular e eventual lise

celular®.

A forma parasitaria do fungo, observada em tecidos ou em cultura laboratorial a
37 °C, consiste em leveduras unicelulares com uma forma oval e uma Unica geminacéo,
medindo entre 1 e 5 um. Esta morfologia ¢ crucial para a capacidade do fungo de

sobreviver e proliferar no interior das células do hospedeiro ©.

O H. capsulatum utiliza varios factores de viruléncia para escapar ao sistema
imunitario do hospedeiro. O termodimorfismo desempenha um papel central na
transicdo para a forma de levedura, enquanto as proteinas adesinas, como a HPS60 e a
HPS82, facilitam o reconhecimento pelo macréfago e a fagocitose subsequente. Além

disso, moléculas como Engl ajudam a impedir que 0,3-glucano da parede celular
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interaja com o recetor Dectin-1 nos macréfagos, suprimindo assim a resposta. Outras
moléculas, como a AGS1, regulam a produgdo de a-1,3-glucano, conferindo ao fungo
protecdo contra os mecanismos de defesa do hospedeiro ©).

As catalases (Cat B) e as superdxido dismutases (SOD3) desempenham um
papel fundamental na neutralizacdo das espécies reactivas de oxigénio geradas pelos
fagdcitos, enquanto os sider6foros permitem a absorcdo eficiente de ferro, que é
essencial para o crescimento intracelular do fungo. Estes factores de viruléncia ndo sé
garantem a sobrevivéncia do H. capsulatum em ambientes hostis, como também
modulam a resposta imunitaria, tornando o fungo mais dificil de eliminar pelo
organismo hospedeiro ®). Ao mascarar a sua presenca e ao reduzir a eficacia das defesas
imunitérias, o H. capsulatum assegura a sua replicacdo e propagacdo, constituindo um

desafio significativo para o controlo das infec¢6es flngicas em individuos vulneraveis.

3.7. Risco ambiental

O desenvolvimento do H. capsulatum é fortemente condicionado por factores
ambientais como a humidade, a temperatura e a composi¢do quimica do solo. Este
fungo desenvolve-se em ambientes com temperaturas medias anuais entre 22°C e 29°C,
associadas a regides tropicais e subtropicais, com humidade relativa entre 60% e 80%, e
elevada precipitacdo anual entre 800 e 1200
mm. No entanto, foram documentados casos autoctones de histoplasmose em locais
com carateristicas climaticas diferentes das condi¢Bes consideradas ideais, 0 que sugere
a adaptabilidade do fungo a novos contextos ecoldgicos ). 65)

Os solos onde o H. capsulatum é mais frequentemente encontrado tém um pH
acido, geralmente entre 5 e 10, e sdo ricos em compostos de azoto e fosfato,
frequentemente associados a presenca de matéria organica em decomposi¢cdo, como 0
guano. A concentracdo do fungo ocorre em microfocos, localizados a profundidades de
5 a 15 centimetros abaixo da superficie do solo, em vez de se distribuir uniformemente
©). A sua dispersdo no ambiente ¢ facilitada por actividades humanas, como escavagdes,
construcdo e actividades recreativas, que geram particulas aerossolizadas contendo
esporos de fungos. Estas particulas podem ser transportadas pelo vento, permitindo que
0s esporos sejam inalados mesmo por pessoas que ndo tenham tido contacto direto com

a fonte de infegao (6%,

Os habitats naturais do fungo incluem ambientes humidos e quentes, como
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grutas, galinheiros, minas, edificios abandonados e caves. Estudos realizados no século
XX, incluindo as investigagdes de Emmons (1949) e Ajello (1964), estabeleceram uma
ligacdo clara entre a presenca do fungo e areas habitadas por aves, especialmente
galinhas. Embora as aves ndo sejam infectadas pelo fungo devido a sua elevada
temperatura corporal, 0s seus excrementos proporcionam condicdes ideais para o

crescimento do fungo no solo (). (65), (69), (67),

Outras espécies, como 0s pombos, também desempenham um papel importante
na propagagdo do H. capsulatum. Nas zonas urbanas, estas aves podem transportar
particulas fangicas em partes do seu corpo, como as asas, as patas e os bicos, enquanto
os seus locais de nidificacdo acumulam excrementos que favorecem a proliferagdo do
fungo. Locais como telhados, parques urbanos e areas préximas de edificios

abandonados tém frequentemente concentracGes significativas do fungo (9:(68),

Os morcegos, por sua vez, sdo considerados os principais reservatdrios urbanos
do fungo, principalmente em ambientes como cavernas e areas urbanizadas. Estes
mamiferos, que vivem em grandes coldnias e tém um ciclo de vida longo (com algumas
espécies a viverem até 20 anos), tém a capacidade de dispersar esporos viaveis a longas
distancias. O seu curto trato gastrointestinal permite que 0s esporos sejam excretados
rapidamente e em grandes quantidades, facilitando a contaminacdo de ambientes como

s6tdos, lajes e parques urbanos, bem como de zonas periféricas com vegetacéo € ) ©8),

3.8. Transmissao

O principal habitat do H. capsulatum é o solo, onde pode persistir durante longos
periodos de tempo. Além disso, 0s morcegos sdo importantes repositérios persistentes do
fungo, uma vez que os seus excrementos, tal como os das aves, criam um ambiente rico em
nutrientes propicio a proliferacdo da bactéria. O principal modo de transmissdo é a absor¢ao
de microconidios presentes no ar, resultando na primeira contaminacéo dos pulmdes (Figura
4). Em pessoas imunocompetentes, a infecdo é tipicamente assintomética ou apresenta
sintomas ligeiros e temporarios, semelhantes aos da constipacdo comum ou da gripe®. Em
alguns casos, podem permanecer calcificagdes residuais nos pulmdes, formando nodulos
semelhantes aos observados nas infecgdes por tuberculose.

No entanto, grupos demograficos especificos apresentam uma maior vulnerabilidade
a variante disseminada da doenca, incluindo bebés com menos de um ano, individuos com

mais de 60 anos de idade e pessoas imunocomprometidas, como as que recebem tratamento
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com corticosterdides, quimioterapia, receptores de transplantes de 6rgdos ou individuos
contaminados com VIH (10).
Vaérios elementos afectam o avanco e a intensidade da infecdo, incluindo a
quantidade de esporos ingeridos e a condi¢cdo imunoldgica do hospedeiro. Geralmente, a

maioria das infecgbes é assintomatica, particularmente em pessoas com um sistema

imunitario forte e com uma exposi¢do minima ao fungo (19). (1),

INUTOSAUDAVEL
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Figura 4 - Ciclo de infecdo por H. capsulatum. Fonte: (Minuto Saudavel)®D,
(A). Contaminacdo do solo com guano de aves e morcegos, um ambiente favoravel ao

crescimento dos fungos. (B). Inalagdo de microconidios infectados no ar.

Apos a inalagdo, os conidios atingem os pulmdes, onde desencadeiam uma
resposta inflamatdria inicial. Para escapar & acdo dos fagocitos e sobreviver no meio
intracelular, o H. capsulatum desenvolveu mecanismos adaptativos que asseguram a sua
persisténcia e replicagdo @,

3.8.1. Resposta do hospedeiro devido & acdo dos conidios:

Quando inalados, os conidios de H. capsulatum passam pelas vias respiratorias

superiores, onde encontram as primeiras barreiras defensivas do organismo. Estas

barreiras fisicas e mecanicas incluem a retencdo pelos cilios do epitélio respiratorio, a

producéo e eliminacdo de muco nasal e o reflexo da tosse, que actuam para impedir a
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entrada de particulas nocivas. No entanto, devido ao pequeno tamanho dos conidios e a
possiveis deficiéncias nestes mecanismos - especialmente em individuos
imunocomprometidos - os propagulos conseguem chegar aos alvéolos pulmonares, onde

desencadeiam a ativagdo da resposta celular inata (2,

Em individuos imunodeprimidos, como o0s portadores do virus da
imunodeficiéncia humana (VIH), a eficicia das barreiras mecénicas e imunologicas é
reduzida. Nestas condi¢Bes, os conidios sobrevivem e atingem os pulmdes, onde
germinam entre 12 e 15 horas apds a inalacdo, transformando-se na forma

leveduriforme que é essencial para a patogenicidade do fungo @.

Os padrGes moleculares associados aos agentes patogénicos (PAMPS) sdo
moléculas que se encontram na superficie dos fungos, como o H. capsulatum. A
histoplasmose baseia-se no B-glucano como o seu principal antigénio. Este desencadeia
uma resposta inflamatdéria precoce quando € detectado pelos receptores de
reconhecimento de padrbes (PRRs) do sistema imunitario inato. Mas, para evitar esta
identificacdo imunoldgica, o H. capsulatum concebeu um plano inteligente: produz uma
camada extra de a-1,3-glucano para cobrir o antigénio. Esta camada, como se mostra na
Figura 5, inibe a eficiéncia da defesa do hospedeiro ao impedir que os receptores PRR

detectem adequadamente o antigénio.

A B
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Figura 5 Padrdes moleculares associados aos agentes patogénicos de H. capsulatum @, Fonte:
(VILANCULO, 2017) @,
A figurailustra os padrées moleculares associados aos agentes patogénicos de H. capsulatum,

quando se ligam ao 1,3-glucano ().

3.9. Manifestacdes clinicas
A histoplasmose pode apresentar diferentes quadros clinicos, desde infeccdes

assintomaticas a doencas graves, dependendo da extensdo da infecdo e da resposta
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imunitaria do hospedeiro. Os sintomas mais comuns incluem febre, tosse persistente,
fadiga, mialgia, cefaleias e desconforto toracico. Em casos mais graves, podem ocorrer
complicagdes como inflamacdo do pericardio, obstrugcdo dos bronquios, formacéo de
nodulos pulmonares e fibrose mediastinal. Na forma disseminada, 0s sintomas
dependem do orgdo afetado, podendo atingir o sistema nervoso central, o trato
gastrointestinal ou a pele, estando frequentemente associada a uma elevada taxa de
mortalidade

(5).(6),

3.10. Aspectos clinicos da histoplasmose

A infecdo por H. capsulatum ocorre através da inalacdo de particulas do fungo
no ar de ambientes contaminados, como solos ricos em matéria organica. Uma vez
inalados, os conidios chegam aos pulmdes e sdo fagocitados por células do sistema
imunitario, como os macrofagos e os neutréfilos. Sob a influéncia de uma temperatura
corporal de 37°C, o fungo converte-se na sua forma de levedura, desencadeando

alteracdes inflamatorias que iniciam o processo de infecdo @4,

A histoplasmose é classificada como uma micose granulomatosa, caracterizada
por diferentes manifestacbes clinicas que dependem da carga fungica inalada e da
capacidade de resposta imunitaria do individuo. Estas manifestacbes podem variar
desde formas assintomaticas, que sdo comuns em hospedeiros imunocompetentes, até
formas pulmonares cronicas ou disseminadas, que afectam predominantemente
individuos imunocomprometidos. As complicacbes mais graves incluem a inflamacéo
do mediastino e a formacdo de tecido fibroso, que pode levar a disfungbes graves do

sistema respiratério (4. (16),
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4. Tipos de histoplasmose
4.1. Classificagdo com base nas manifestacdes clinicas e na gravidade

4.1.1. Histoplasmose assintomatica

A histoplasmose assintomética é a forma mais comum de infecdo em individuos
com sistemas imunitarios competentes. Nesta condicdo, o doente ndo apresenta
sintomas e o diagnostico é muitas vezes feito por acaso, através de exames
complementares como a TAC pulmonar, que pode mostrar reac¢des locais. Esta forma é
geralmente identificada pela combinagdo de testes micoldgicos, histopatologicos e
serologicos, que mostram uma resposta tecidular granulomatosa as particulas fungicas
(14.17)- A elevada frequéncia desta forma assintomatica reflecte a capacidade do sistema

imunitério para conter a infecdo sem sinais clinicos 6bvios (14),

4.1.2. Histoplasmose pulmonar aguda

Quando o H. capsulatum infecta hospedeiros imunocompetentes, o resultado ¢ a
histoplasmose pulmonar aguda. Ap6s um periodo de incubacédo de 7-21 dias, algumas
pessoas podem apresentar sintomas ligeiros semelhantes aos da gripe, mas a maioria
ndo os apresenta. Febre, calafrios, tosse seca, dor de cabeca, letargia e, em raras
ocasides, dispneia estdo entre os sintomas mais prevalentes. Embora estes sintomas
desaparecam frequentemente por si proprios no espaco de um ou dois meses, podem

persistir ou mesmo agravar-se em casos raros (8)-

Particularmente em pessoas que residem em regides endémicas, as radiografias
do térax tiradas por doentes com este tipo de doenca podem revelar uma coloracéo
especifica da pneumonite ou infiltracdo intersticial. Nos casos mais graves, pode
formar-se uma infiltracdo reticulo-nodular difusa como resultado de uma infecdo
pulmonar, que normalmente afecta as por¢oes apical e posterior dos pulmdes. Nos casos
mais graves, a infiltracdo pode transformar-se em nddulos de maiores dimensdes com
padrdes de "vidro despolido™ e calcificacdo posterior. No entanto, o envolvimento

pleural é raro(1®)

Quando expostos a uma carga flngica elevada, os sintomas podem progredir
rapidamente para a sindrome de dificuldade respiratoria aguda. Nestas situacdes, é
essencial o diagnostico diferencial com doengas como a pneumonia adquirida na
comunidade, a gripe, a pneumonite alérgica, a sarcoidose e as infecgbes por

Pneumocystis jirovecii. A historia clinica do doente desempenha um papel crucial no
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diagndstico e deve incluir informagfes sobre a exposi¢do recente a solo contaminado,
limpeza de galinheiros, contacto com excrementos de morcego ou manuseamento de
fertilizantes orgéanicos nédo tratados. A identificagdo de surtos em &reas endémicas
também pode ser um indicador importante para suspeitar desta forma de histoplasmose

(18),

Figura 6. histoplasmose pulmonar aguda grave num homem que foi exposto a um

grande in6culo de H. capsulatum enquanto limpava guano de aves e morcegos

acumulado num pilar de uma ponte (9. Fonte: (KAUFFMAN, 2007)9).

4.1.3. Histoplasmose pulmonar crénica
A histoplasmose pulmonar cronica distingue-se de outras infec¢fes fungicas pela

sua maior prevaléncia em pessoas idosas, frequentemente associada a presenca de
enfisema pulmonar. Esta condicdo raramente se desenvolve em individuos sem doengas
pulmonares prévias. Estudos classicos, como os realizados por Goodwin et al.,
identificaram que a inflamacéo intersticial causada pela infe¢do tende a ocorrer em areas
enfisematosas (9. Uma carateristica marcante é o espessamento das paredes
pulmonares, muitas vezes seguido de necrose e fibrose, que pode resultar na formacéo
de grandes cavidades persistentes. Em casos avancados, estas alteracdes fibrosas podem
levar a perda de volume nos lobos superiores, acabando por consumir um lobo inteiro
devido ao processo de necrose continua. Nos lobos inferiores, presume-se que a fibrose
intersticial seja causada pela disseminacgéo de antigénios fungicos para areas adjacentes,
embora esta hipotese ainda ndo esteja totalmente comprovada (Figura 7).
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A perda de volume nos lobos superiores devido ao aumento da fibrose €
exclusiva da histoplasmose crénica, na qual a necrose continua aumenta o tamanho da
cavidade, que pode consumir um lobo inteiro @9, A libertacdo de antigénio flingico em
por¢cbes do pulmdo é o mecanismo presumido, mas ndo verificado, para o

desenvolvimento de fibrose intersticial nos lobos inferiores (9,

d

Figura 7. Radiografia lateral do térax de um doente com enfisema grave e doenca grave

de histoplasmose pulmonar cavitaria crénica 9. Fonte: (KAUFFMAN, 2007) (19),

O espessamento pleural junto as lesdes cavitarias nos apices pulmonares é uma
carateristica frequente da histoplasmose pulmonar crénica, embora os derrames pleurais
sejam raros @0, Em alguns casos, podem ser identificados ganglios linfaticos
calcificados no mediastino. No entanto, a presenca de linfadenopatia mediastinica ou
hilar visivel em radiografias é pouco frequente tipo de histoplasmose. De acordo com 0s
dados de GooDIN et al @9, num estudo que envolveu 228 doentes, ndo foi observada

disseminacéo para outros 0rgaos.

WHEAT et. al. 13). (33) descreveram casos de doenga pulmonar apés um surto
significativo de histoplasmose em Indianapolis, Indiana, na década de 1970. Nem todas
as pessoas afectadas tinham antecedentes de doenca pulmonar obstrutiva cronica

(DPOC) e 11% dos doentes apresentaram resolucdo das lesdes cavitérias e alivio dos
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sintomas apés tratamento antifingico. Apenas um doente desenvolveu histoplasmose
disseminada, um desfecho raro nesta forma clinica. As diferencas entre os casos
descritos por GOODIN et. al. (29 e WHEAT et. al. (1333 podem estar relacionadas a época
da infecdo e ao acesso aos servicos de saude. Enquanto os pacientes estudados por
Goodwin foram atendidos num hospital especializado em doencas do torax e tinham
condicBes pulmonares pré-existentes, os casos relatados por Wheat surgiram logo apos

um surto, o que pode ter levado a diagnésticos em fases mais precoces (19,

Os sintomas mais comuns desta forma clinica incluem fadiga, febre, suores
noturnos, perda de peso, tosse persistente e, em alguns casos, hemoptise. Esta ultima
pode ser ligeira, mas em situacfes graves, como o desenvolvimento de aspergilomas,
pode tornar-se mais grave. Sem intervencdo, a doenca pode levar a uma insuficiéncia
respiratoria progressiva e, eventualmente, a morte. No entanto, a mortalidade esta mais
frequentemente relacionada com complicaces estruturais pulmonares do que com a

infecdo ativa (19).

O diagnostico diferencial desta patologia deve incluir infeccdes como a tuberculose e as
micobacterioses ndo tuberculosas (Mycobacterium avium e Mycobacterium kansasii),
bem como outras micoses endémicas como a blastomicose e a coccidioidomicose, para

além de doencas néo infecciosas como a sarcoidose (19).

4.1.4. Histoplasmose disseminada progressiva (PDH)

A histoplasmose disseminada progressiva (HDP) é uma manifestagdo grave e
potencialmente fatal do Histoplasma capsulatum. E reconhecida como uma infego
oportunista no contexto do VIH/SIDA, e foi classificada pela Organizacdo Mundial de

Salide como uma das condicGes definidoras da sindrome desde 1987 ©4),

Esta forma ocorre devido a disseminacdo sistémica do fungo para além do
pulméo, afectando multiplos Orgéos e tecidos. Pode resultar da reativacdo de uma
infecdo latente ou da disseminacdo de uma infecdo recente. Os individuos mais
vulneraveis incluem doentes imunocomprometidos, tais como doentes transplantados,
individuos sob terapéutica prolongada com corticosteréides ou tratamento com agentes

imunossupressores, bem aqueles com contagens de CD4 inferiores a 150 células/uL D,

O curso clinico da HDP pode ser classificado de acordo com o seu tempo de

evolucdo e as suas manifestacdes clinicas e patologicas da seguinte forma forma aguda
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com manifestacbes com menos de 15 dias de evolugao, com faléncia maltipla de érgéos,
coagulopatia, infiltracdo macica dos tecidos pelo fungo e morte; forma subaguda com
envolvimento principalmente da mucosa do trato intestinal e glandula adrenal, sintomas
de aproximadamente 30 dias de evolucdo; e no outro extremo, uma forma cronica com
diminuicdo da levedura contida em granulomas que muitas vezes sdo encontrados no

figado, com aproximadamente 3 meses de evolucdo(2).(21),

A infecdo do Sistema Nervoso Central (SNC) ocorre em 5 a 10% dos doentes
com histoplasmose disseminada 9. O reconhecimento, o diagnéstico e o tratamento da
histoplasmose do SNC néo estdo bem caracterizados (9. As carateristicas clinicas, os
testes de diagndstico adequados e os regimes de tratamento recomendados para a
avaliagdo e tratamento da histoplasmose do SNC baseiam-se em relatos de casos e
pequenas séries de casos de doentes (70 (9). Estes estudos mostraram que as
carateristicas clinicas mais comuns da histoplasmose do SNC consistem em meningite
crénica ©9), lesdes focais no cérebro ou na medula espinal, sindromes de AVC,

encefalite e doentes imunocompetentes (69,

A morbilidade e a mortalidade parecem ser elevadas em doentes com
histoplasmose do SNC, com elevadas taxas de recaida. Apesar de cursos prolongados de
tratamento, a letalidade foi de 39%, com metade dos sobreviventes do SNC, 3 de 5
doentes morreram e 1 recidivou apesar do tratamento com desoxicolato de anfotericina
B (AMB-D) seguido de fluconazol ou itraconazol (/9. Esta experiéncia mostra que o
resultado pode ser mau nalguns doentes (69),

4.1.4.1. Grupos de doentes em risco de histoplasmose disseminada

O inicio da histoplasmose disseminada estd diretamente relacionado com o
estado imunitario do hospedeiro. Se um doente com H. capsulatum ndo montar uma
resposta imunitaria celular eficaz contra o H. capsulatum, € mais provavel que
desenvolva sintomas durante a fase de disseminacdo aguda (9. Este grupo inclui
pessoas com VIH/SIDA, receptores de transplantes, doentes com neoplasias

hematoldgicas e pessoas tratadas com corticosterdides 44

Os bebés, devido a imaturidade do seu sistema imunitario, sdo um grupo
particularmente vulneravel, com um risco mais elevado de desenvolver formas graves
da infecdo. Além disso, os individuos que adquirem condi¢Ges imunossupressoras anos

depois de deixarem as areas endémicas podem reativar uma infecdo latente, resultando
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em casos graves de histoplasmose disseminada45) (19),

Os individuos que adquirem condi¢Ges imunossupressoras muitos anos depois
de terem estado em regides endémicas podem reativar infeccbes latentes por
Histoplasma capsulatum, o que pode levar ao desenvolvimento de histoplasmose

disseminada em formas graves (s), (19).

A epidemia de VIH/SIDA veio acrescentar uma nova dimensdo a gama de
doencas associadas a histoplasmose disseminada ©“7. 19, O risco é particularmente
elevado em doentes com contagens de CD4 inferiores a 150 células/uL 9. Antes da
introdugdo de terapias anti-retrovirais eficazes, 0s estudos mostraram taxas
significativas de histoplasmose subclinica em populagdes com VIH que vivem em &reas
endémicas. Entre os doentes com SIDA, a doenca representava frequentemente um
marco na progressdo clinica da infecdo. Com o advento da terapia antirretroviral, 0s
casos de histoplasmose disseminada tornaram-se menos comuns em paises como 0S
Estados Unidos, embora ainda sejam uma preocupacdo em regides como a América

Central, onde continua a ser uma infecdo oportunista relevante 48).(19),

Outras condi¢bes imunossupressoras também sublinham o papel critico da
imunidade celular na protecdo contra a histoplasmose disseminada. Foram notificados
casos graves em doentes tratados com antagonistas do fator de necrose tumoral, como o
etanercept (Enbrel) e o infliximab (Remicade)((9), As deficiéncias no recetor do
interferdo gama tém sido associadas a formas persistentes e recorrentes da doenca.
Além disso, a sindrome da hiperimunoglobulina M, caracterizada por alteracbes nas
células T e na producdo de imunoglobulinas, também foi identificada como um fator de

risco significativo para a histoplasmose disseminada 19,

A histoplasmose cronica progressiva disseminada refere-se a uma infecdo
lentamente progressiva e, sem tratamento, frequentemente fatal, causada pelo H.
capsulatum. Esta forma da doenca € mais comum em pessoas idosas que, embora nédo
tenham imunossupressdo aguda, mostram uma incapacidade dos macrofagos para
eliminar eficazmente o fungo (9. 49, Suspeita-se de um defeito especifico na resposta
imunitaria celular a este agente patogénico. Ao contrario da forma aguda, que é
rapidamente fatal em bebés e em doentes imunodeprimidos, a evolucdo da infecdo
cronica pode durar varios meses, mas continua a ser fatal sem intervencdo terapéutica

19),
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Os sintomas comuns incluem febre, cansaco, perda de apetite e de peso. Durante
0 exame fisico, podem ser observados sinais como o aumento do figado e do baco
(hepatoesplenomegalia), linfadenopatia, palidez e petéquias em casos de pancitopenia.
Para além disso, é possivel identificar ulceragdes na mucosa oral, lesdes cutdneas como

Ulceras, nédulos ou papulas (19,

As analises laboratoriais mostram frequentemente niveis elevados de fosfatase
alcalina, pancitopenia, aumento da velocidade de sedimentacdo de Westergren, proteina
C-reactiva elevada, niveis elevados de desidrogenase lactica e ferritina elevada.
Nenhum destes resultados € especifico da histoplasmose disseminada, mas séo
indicativos da doenca em doentes com factores de risco conhecidos. A hipercalcemia é

rara, mas pode ocorrer, semelhante a observada noutras doencas granulomatosas (9),

Nas radiografias de torax, os achados podem variar de normais a infiltrados
reticulonodulares difusos. Devido as semelhancas de algumas manifestacbes com a
sarcoidose, € crucial excluir a possibilidade de histoplasmose antes de estabelecer o

diagnostico definitivo de sarcoidose (9.

O trato gastrointestinal é frequentemente afetado na histoplasmose disseminada,
como indicado por estudos de autépsia, mas em muitos casos permanece assintomatico
ou manifesta-se com sintomas vagos, como desconforto abdominal (19, Em doentes com
VIH, os sintomas tendem a ser mais 6bvios, incluindo dor abdominal recorrente e
diarreia grave que pode levar a ma absorcdo 1. Estas manifestacdes podem simular
outras infecces oportunistas relacionadas com a SIDA. O diagnéstico geralmente s6 é
confirmado apds a andlise de bidpsias obtidas por laparotomia ou colonoscopia, onde
sdo identificadas leveduras tipicas de Histoplasma capsulatum. O célon é o mais
frequentemente afetado, seguido do intestino delgado, e as lesGes incluem ulceracdes,

formacoes polipoides, estenoses e, em casos graves, perfuragdes (19,

Certas complicagbes sdo mais comuns na histoplasmose disseminada do que
noutras infeccdes fangicas. A doenca de Addison, por exemplo, ocorre quando as
glandulas supra-renais sofrem uma destruicdo extensa em consequéncia da infecdo. Os
sintomas incluem febre, mal-estar, hipotensdo postural, nduseas e vémitos,
frequentemente acompanhados de hipercalemia, hiponatremia e eosinofilia. Os exames
imagioldgicos, como a tomografia computorizada, podem revelar glandulas supra-renais

aumentadas com areas de necrose. A insuficiéncia suprarrenal, embora menos frequente
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atualmente, era uma causa comum de mortalidade nas décadas passadas @9

As lesdes mucocuténeas sdo outro achado tipico, especialmente em areas como a
lingua, as gengivas, os labios, a mucosa oral e a faringe. Estas lesbes podem variar
desde ulceras superficiais a massas verrucosas. Embora raras, foram relatadas lesdes
orais isoladas em pacientes sem outros sinais de infe¢do disseminada, mas séo incomuns
e devem ser tratadas como potenciais indicadores de doenga disseminada@®. Por
exemplo, o envolvimento do trato genitourinario € frequente em autopsias de doentes
com infecdo disseminada, mas os sintomas clinicos séo raros. Em casos isolados, foram
registados abcessos testiculares e prostaticos, epididimite e ulceracdes da bexiga. Muitas
vezes, 0 diagndstico s6 é confirmado ap6s anélise histoldgica ou biopsia, que revela as

leveduras carateristicas 2.

A infecdo osteoarticular, embora rara, € uma manifestacdo possivel da
histoplasmose. Pode envolver articulagdes nativas ou protéticas, causando artrite
séptica, ou apresentar-se como osteomielite. Também foram documentados casos como
a sindrome do tanel carpico, devido ao envolvimento dos tenddes. O diagnostico €
geralmente estabelecido por cultura de material colhido durante a cirurgia ou de fluidos
sinoviais
(53). 19), Por Gltimo, as infecgdes em locais menos comuns, como a vesicula biliar, a
mama, o0 timo ou as glandulas salivares, sdo raras e, na maioria das vezes, apenas
diagnosticadas em autopsias

(54), (19),

Os sintomas pulmonares ndo sdo geralmente a principal manifestacéo clinica na
histoplasmose disseminada progressiva. Em alguns casos, pode haver uma tosse seca
acompanhada por um padrao reticulo-nodular de tipo miliar nos exames imagiol6gicos,
embora os estudos radiolégicos possam mostrar resultados normais em quase metade
dos casos @1,

Entre os factores de risco associados a histoplasmose disseminada em doentes
com VIH contam-se a hepatomegalia, contagens de CD4 inferiores a 75 células/uL e
niveis de desidrogenase lactica cinco vezes superiores ao normal. O reconhecimento
desta condicdo é crucial para melhorar as hipdteses de sobrevivéncia, especialmente em
regibes com poucos recursos, onde o diagndstico presuntivo é essencial. Nestes
contextos, o diagnostico diferencial deve incluir outras doencas, como a tuberculose

disseminada e a leishmaniose visceral (23 (21), Nas pessoas que vivem com VIH/SIDA,
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0s sinais e sintomas da histoplasmose sdo inespecificos, o que requer atencdo a
possibilidade de infec¢des oportunistas concomitantes. Entre as infec¢cbes mais comuns
estdo a tuberculose, a criptococose e a pneumocistose, que muitas vezes ocorrem

simultaneamente (21,

4.2. Classificacdo com base em factores especificos

4.2.1. Histoplasmose oportunista

Em regides onde a doenca é endémica, a infecdo pode manifestar-se em
associacdo com patologias como o VIH, lGpus eritematoso sistémico, leucemia,
linfossarcoma, doenga de Hodgkin ou qualquer outra condigdo que comprometa a
imunidade celular, incluindo casos de doentes transplantados. O uso de corticosterdides
e drogas citotoxicas aumenta significativamente o risco de desenvolvimento de
histoplasmose disseminada. Nestes cenarios, a micose pode surgir quer por reinfecéo
endogena, quer por uma nova infecdo exdgena. A febre é um sintoma constante e, em
areas endémicas, a possibilidade de micose deve ser considerada em individuos
imunossuprimidos que apresentem febre de origem indeterminada. Outros sinais
clinicos podem incluir uma tosse improdutiva ou inexistente, dispneia e alteracGes
radioldgicas nos pulmdes, tais como infiltrados intersticiais difusos. Para além disso,
sdo comuns a hepatomegalia, a esplenomegalia, a anemia, a leucopenia e a

trombocitopenia “1),

4.2.2. Histoplasmose africana

Esta infecdo fungica, conhecida como histoplasmose africana, € causada pelo
Histoplasma capsulatum var. duboisii. A micologia médica avancou rapidamente em
Africa nos Gltimos 20 anos, o que pode explicar o facto de terem sido registados mais
casos de histoplasmose em varios paises africanos. A histoplasmose classica € mais
comum na Africa Austral e do Norte, enquanto a histoplasmose africana é mais
comum na Africa Ocidental e Central. Embora ambas sejam prevalentes em Africa, a
distribuicdo geografica da histoplasmose africana limita-se principalmente ao
continente. Os casos fora de Africa estdo normalmente associados a um historial de

viagens a regiao.

Embora existam diferencas clinicas e laboratoriais entre a histoplasmose

africana e a classica, a distin¢do entre as duas pode ser dificil (86).
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Atualmente, a compreensdo da histoplasmose em Africa enfrenta lacunas
significativas, como o conhecimento limitado sobre a verdadeira prevaléncia, a
diversidade genética das estirpes, 0s mecanismos de transmissdo e as carateristicas
genéticas especificas da histoplasmose africana. H& uma necessidade urgente de
instrumentos de diagnostico especificos para cada espécie e de uma maior adesdo as
terapias antifingicas recomendadas. Estas questdes representam areas prioritarias para a

investigacdo cientifica (¢6),

4.2.2.1. Epidemiologia da histoplasmose africana

Cerca de 470 casos de histoplasmose africana foram documentados num estudo
que abrangeu os anos 1952-2017. Do total de casos, 61% foram causados pela
histoplasmose africana. Um total de 87% dos casos de histoplasmose africana eram da
Africa Ocidental e Central. Foram notificados menos casos na Africa Oriental e Austral;
nomeadamente, ndo se registaram casos na Africa do Sul, apesar do nimero

significativo de casos de histoplasmose classica no pais (87). (€6),

Em 2020, investigadores de 32 paises africanos registaram 400 casos de
histoplasmose africana, 0 que é consistente com a prevaléncia de H. capsulatum var.
duboisii (Hcd) no continente. (Figura 8). Cerca de 29,8% dos casos foram
diagnosticados fora de Africa, principalmente entre os africanos indigenas ©3:@6), Dois
grandes estudos envolvendo experiéncias retrospectivas centradas na Republica
Democratica do Congo e no Togo registaram 36 (mais de 6 anos) e 17 (mais de 15 anos)
casos, respetivamente (89). (90). 86) Qs testes de sensibilidade cutanea ao Histoplasma
continuam a ser fundamentais para definir areas endémicas ou histoplasmose subclinica
(86), Na Nigéria, um novo inquérito revelou uma positividade cutanea para Histoplasma
de 4%, A endemicidade de Hcc e Hed em Africa e a reatividade cruzada estabelecida
entre Hce e Hed em inquéritos de sensibilidade cutanea com histoplasmina representam

um desafio na descricdo da prevaléncia real das 2 variantes (66),
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Figura 8: Distribuicio dos casos notificados de histoplasmose em Africa (1952-2017).

Fonte: (OLADELE, et. al., 2018).

Diferentes revisdes de casos relataram que a histoplasmose afecta mais o0s
homens, com récios de homens para mulheres em média de 2:1 (89). (92). (88). (86) |stg
também é semelhante para os estudos de sensibilidade da pele a histoplasmina ©9),
Todos os grupos etarios podem ser afectados, tendo sido notificados casos entre os 13
meses e 0s 70 anos de idade ®. A idade média dos casos registados varia entre 21 e 47
anos (84.86).8)  Tradicionalmente, a histoplasmose estd associada a trabalhadores
agricolas, carpinteiros, envolvimento em actividades ao ar livre, tais como galinheiros,
recolha de guano de aves ou de morcegos e viver em casas infestadas de morcegos

(89).(8).

A histoplasmose, especialmente a histoplasmose classica, sobrepde-se
geralmente ao VIH e a tuberculose e é provavel que tenha um peso significativo na
Africa Subsariana ®. Entretanto, a histoplasmose em Africa parece ter uma associacio

minima com o VIH, embora existam dados limitados que o comprovem (93).(94).(86) g
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tenham sido notificados alguns casos entre pessoas com VIH®5).(9).66). todos eles
manifestados como doenca disseminada. Esta observacéo é surpreendente,
especialmente na histoplasmose disseminada progressiva @8, Em apresentacdes pouco
frequentes, a histoplasmose tem sido implicada na sindrome inflamatoria de
reconstituigdo imunitaria em doentes com VIH (95). (92). 97 H4 casos de histoplasmose

disseminada que ocorrem em doentes aparentemente imunocompetentes (98). (86),

A histoplasmose epizoética pode ocorrer em primatas ndo humanos, como
cavalos, cdes, babuinos e gatos. Em Africa, a Etidpia regista uma elevada prevaléncia de
histoplasmose equina (9, Embora a transmissdo de humano para animal ou de animal
para animal ndo tenha sido estabelecida, foi atribuido um caso recente a ocorréncia de
histoplasmose causada por Hcd num babuino na América devido a importacdo de

babuinos do Senegal (190),

A fibrose mediastinal, em que o tecido fibrdtico cresce em resposta a uma
infecdo fangica, é outra consequéncia pouco comum, mas potencialmente devastadora.
Esta doenca pode causar sintomas como tosse persistente, falta de ar progressiva,
dispneia e, em casos mais avangados, hemoptise crénica. Em algumas situacées, podem
também ocorrer granulomas calcificados, colapso pulmonar ou aumento dos ganglios
linfaticos nas regibes hilar e paratraqueal. No entanto, nem todos os doentes com
histoplasmose desenvolvem estas complicacdes. A progressdo da doenca depende de
factores como a resposta imunitaria do individuo, o tempo decorrido até ao diagndstico

correto e a implementacédo do tratamento adequado (4. (25). (26),

4.2.2.2. Vias de infecdo da histoplasmose africana

Como vimos, a via comum de infecdo da histoplasmose é a inalagdo de
microconidios e o0 subsequente desenvolvimento de lesdes pulmonares. O predominio
de manifestagdes cutdneas, subcutaneas e d6sseas da histoplasmose entre os africanos
evidencia alguma incerteza %), No entanto, tem sido amplamente sugerido que a Hcc e
a Hcd partilham uma via de infecdo semelhante com o fendmeno de inalagdo, mas
podem propagar-se a pele, aos ganglios linfaticos ou aos 0ssos por disseminacdo
hematogénea ou linfatica 86.(192) A via transcutanea apés traumatismo também foi
sugerida, especialmente no Hcd, e foi implicada em alguns relatos de casos sobre a
detecdo do desenvolvimento de lesbes em locais de picada de agulha de acupunctura

apos banhos de lama e escarificacdo tribal (93),
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O periodo de incubagdo da levedura Histoplasma ndo é exatamente conhecido,
mas o aparecimento de leses foi relatado semanas ou Varios anos apds a exposicéo
presumida (03, O conhecimento sobre a resposta imunitaria a histoplasmose,
particularmente a infecdo por Hcd, continua a ser pouco explorado e foram efectuados

muito poucos estudos (),

4.2.2.3. Manifestacdo clinica da histoplasmose africana

A infecdo pulmonar aguda ou crénica € um sintoma comum da histoplasmose
classica, de acordo com esta investigagdo. Por outro lado, as infec¢des da pele, dos
ganglios linfaticos e dos 0ssos sdo as manifestagdes mais comuns da histoplasmose
africana, em vez da doenca pulmonar. Os sinais e sintomas podem variar consoante o
sistema imunoldgico do doente e a quantidade de fungos no seu corpo. A histoplasmose
esta associada a elevadas taxas de morbilidade e de mortalidade em doentes
imunocomprometidos. Alguns dos tipos pulmonares mais comuns podem assemelhar-se

a tuberculose ©9),

Existem dois tipos principais de lesbes cutaneas que foram amplamente
documentadas no continente africano. Um é a doenca disseminada, que se manifesta por
maltiplas lesdes cutdneas em diferentes locais, muitas vezes acompanhadas de
envolvimento Gsseo ou, em casos extremamente raros, de envolvimento de 6rgaos
profundos. O segundo tipo sdo as lesGes localizadas, que podem ser isoladas ou
limitadas a certas areas sem envolvimento sistémico. O didmetro das les6es pode variar

entre meio centimetro e oito centimetros (6).

A histoplasmose pode causar complicagdes significativas, como a mediastinite
granulomatosa, caracterizada por uma inflamacdo cronica do tecido mediastinal. Esta
condicdo é atribuida a uma reacdo de hipersensibilidade retardada ao Histoplasma
capsulatum. Embora a maioria dos casos permaneca assintomatica durante anos,
alteracbes como massas mediastinicas e ganglios linfaticos aumentados com necrose e

calcificacdo sdo frequentemente detectadas em radiografias ao torax (4.,

Tal como 0 eczema ou a psoriase, a histoplasmose pode causar lesdes cutaneas
que sdo papulares, nodulares ou ulcerativas (Figura 9). Os ganglios linfaticos inguinais,
axilares e cervicais sdo locais particularmente comuns de envolvimento. Na forma
disseminada da doenca, 0s 0ssos também sdo frequentemente afectados, incluindo o

cranio, as costelas, as vértebras, o fémur, o imero, a tibia e o pulso (93. 86).
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Nos casos de histoplasmose, as lesdes nos 6rgaos internos sdo mais frequentes,
embora possam aparecer isoladamente (04 105 86) Estas lesfes desenvolvem-se
continuamente, surgindo novas lesbes enquanto as antigas cicatrizam, resultando em

diferentes tamanhos e estadios de evolugéo ©3).

E possivel que as lesBes mais pequenas curem sem supuracdo, mas as lesdes
maiores causardo um abcesso frio e mole. Uma Unica lesdo esta associada a um bom
prognostico ©® Se estiver presente linfadenopatia, esta é tipicamente superficial,
limitada a area de drenagem linfatica, ou generalizada em casos de doenca disseminada,
e ocorre frequentemente em conjunto com lesdes cutaneas. Extremamente raramente,

pode imitar o cancro, afectando érgdos internos (6. (101),

Figura 9. Mulher de 36 anos, seronegativa para o VIH, com nodulos de tamanhos

variados, com umbilicacéo e Glcera. Fonte: (OCANSEY, 2022) (€6),
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Figura 10. Tamanhos variaveis de papulas hipopigmentadas carnudas e nddulos como

lesOes coalescentes Fonte: (OCANSEY, 2022).

A Figura 10 mostra uma doente do sexo feminino com HIV, de 43 anos de
idade, que desenvolveu Ulceras secundarias, mais visiveis nos labios superiores, nas
bochechas e no nariz.

Os diferentes tipos de lesGes epidérmicas, subcutaneas e, em particular, as lesdes
podem imitar outras doencas cutaneas prevalentes, tornando as manifestacGes clinicas
da histoplasmose complexas. Da mesma forma, as infeccBes que afectam Orgaos
internos podem manifestar-se de forma semelhante a tumores, necessitando de

procedimentos invasivos para confirmagédo do diagndstico (@),
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5. Diagnostico da histoplasmose

5.1. Diagnostico laboratorial da histoplasmose

O diagnostico da histoplasmose € multifacetado, envolvendo a anamnese do
paciente, a avaliacdo das manifestacdes clinicas e a identificacdo da espécie fungica por
meio de diversas técnicas laboratoriais (4 27)- Os dados epidemiol6gicos desempenham
um papel fundamental no processo diagndstico, direcionando os médicos a considerar
determinadas patologias @®- E importante ressaltar que a histoplasmose é uma micose
negligenciada, muitas vezes confundida com a tuberculose, o que contribui para o
aumento da mortalidade associada. Portanto, a identificacdo precisa do agente etioldgico

é essencial para o prognoéstico do paciente (14,

A detecdo do antigénio de Histoplasma na urina, no soro, no liquido
cefalorraquidiano (LCR) e/ou na lavagem broncoalveolar (BAL) é atualmente o0 método
de diagndstico mais utilizado e sensivel para a histoplasmose aguda. Este método tem
maior sensibilidade na urina do que no soro, especialmente em doentes com co-infecéo
por VIH. Outros métodos de diagnostico incluem a detecdo de anticorpos, o exame
direto e o exame cultural. No entanto, a detecdo de anticorpos ndo é eficaz no
diagnostico da histoplasmose aguda, uma vez que estes demoram entre 2 e 6 semanas a

serem produzidos pelo sistema imunitario do hospedeiro 4.

A anédlise de H. capsulatum var. capsulatum revela leveduras intracelulares
pequenas e ovais com um tamanho entre 2 e 5 um, frequentemente localizadas no
interior de macréfagos e mondcitos. Por outro lado, no caso do H. capsulatum var.
duboisii, as leveduras séo redondas ou ovais, significativamente maiores (7-15 pum), e

podem ser encontradas tanto  intra como  extracelularmente )
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Figura 11. H. capsulatum var. capsulatum, leveduras intracelulares ). Fonte: (NELSON,
2017 ™),

A figura 11 mostra leveduras intracelulares na infecdo por H. var. capsulatum. O
exame cultural foi abandonado devido a viruléncia do fungo, o que torna o seu
manuseamento muito perigoso. A PCR pode ser utilizada para a detecdo direta de
colénias de Histoplasma, embora esta técnica ndo seja amplamente utilizada ®. Os
procedimentos laboratoriais convencionais que utilizam histologia e cultura (incluindo
coloracbes especificas) constituem o padrdo de ouro para o diagnéstico da
histoplasmose. Embora muito especifica, a cultura de H. capsulatum tem as suas
limitagGes. O fungo pode demorar vérias semanas a desenvolver-se, € necessaria uma
infraestrutura laboratorial de alto nivel para manipular a cultura (nivel de biosseguranca
3) e 0 desempenho analitico do ensaio pode variar de acordo com a forma clinica (na
histoplasmose pulmonar aguda, os resultados positivos variam entre 10 e 49%, na
histoplasmose pulmonar crénica entre 17 e 40% e na histoplasmose disseminada

progressiva entre 74 e 95% ().

Estudos indicam que a sensibilidade das culturas pode variar significativamente
quando estas ndo sdo processadas corretamente. Por exemplo, a falta de centrifugacéo
de lise nas hemoculturas reduz a eficacia do diagndstico. Em geral, as hemoculturas tém
uma sensibilidade de 77%, com variacGes entre 60% e 90% em doentes com VIH, mas
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os resultados podem ser ainda mais baixos noutras condi¢cbes. Nas amostras
respiratdrias, o desempenho das culturas é bastante limitado, variando entre 0% e 60%
(80). (98), Diferentes investigacbes mostraram diferentes sensibilidades a diferentes
manifestacdes clinicas; por exemplo, na histoplasmose disseminada progressiva, 76%
dos doentes mostram sensibilidade a leveduras com 2-4 Im de forma oval e com um
unico botdo de base estreita. Outras alternativas para o diagnostico da histoplasmose
incluem ensaios para a detecdo de anticorpos especificos do hospedeiro contra
antigénios de Histoplasma; para a detecdo de antigénios de Histoplasma circulantes na

urina, no soro e na lavagem broncoalveolar para a detecdo de ADN fangico ().

A detecdo de anticorpos desempenha um papel importante no diagndstico rapido
de vérias formas de infecdo por H. capsulatum, mas é mais Util em doentes com
histoplasmose pulmonar crénica ou aguda (. Dos diferentes métodos desenvolvidos
para a detecdo de anticorpos, a imunodifusao (ID) e a fixacdo do complemento (FC) sdo
0s mais utilizados e estdo disponiveis em laboratorios de referéncia, bem como em
varios laboratérios comerciais, a imunodifusdo (ID)(. O teste € um método qualitativo
que detecta precipitinas contra os antigénios das glicoproteinas H e M do H. capsulatum
e é altamente sugestivo de histoplasmose ativa. Podem ser utilizados tanto o soro como
o liquido cefalorraquidiano (LCR). As precipitinas do antigénio H sdo indicativas de
doenca ativa, embora sejam identificadas em menos de 20% dos casos (). A presenca de
precipitinas para os antigénios H e M é altamente sugestiva de histoplasmose ativa,
independentemente dos resultados de outros testes seroldgicos (). O teste CF utiliza dois
antigénios separados da histoplasmose e o diagnéstico baseia-se numa alteracdo de
quatro vezes no titulo de anticorpos CF e € util no diagnostico de formas agudas,

crénicas, disseminadas e meningeas de histoplasmose ),

5.1.1. Diagnostico da histoplasmose africana

Os estudos imagiologicos sdo essenciais quando os pulmdes ou 0S 0Ss0s estdo
envolvidos e podem também ser utilizados na monitorizagdo da terapéutica ou na
identificacdo de recaidas 192, Os raios X, a ressonancia magnética (RM) e a tomografia
computorizada (TC) tém sido documentados como (teis e utilizados em Africa (206). (207),
(86), Nos casos que envolvem o pulmdo, os achados radiograficos comuns sdo

opacidades  difusas  bilaterais, infiltrados pulmonares, nddulos, derrame
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e cavitacdo nodular (104). (0), Estes achados sdo comuns na TB e, tendo em conta o
elevado fardo da TB em Africa, podem ser uma receita para um diagnostico errado. A
tomografia computorizada pode ser necessaria para confirmar achados radioldgicos

incertos ou demonstrar carateristicas invulgares, nédulos disseminados (€6). (107),

Os achados radioldgicos que indicam um envolvimento 6sseo precoce incluem
uma diferenciacdo corticomedular reduzida da metafise distal, reacdo periosteal
espiculada, erosdo cortical, maltiplas lesdes calcificadas e ndo calcificadas dos tecidos
moles, bem como mdltiplas lesdes osteoliticas com um bordo esclerético @99, Nas
imagens ponderadas em T2, as lesfes hiperintensas apresentam realce periférico. No
entanto, as lesdes 6sseas aparecem hipointensas nas imagens ponderadas em T1, sem

realce dos bordos apds a administracdo de contraste (©6),

A microscopia direta é 0 método mais simples, mais comum e, na maioria dos
casos, 0 Unico disponivel para diagnosticar a histoplasmose em varios paises africanos
(86), A preparacédo do esfregaco do exsudado ou do corrimento purulento é corada ou ndo
corada com base nos recursos disponiveis ©8). As colora¢@es utilizadas incluem Giemsa,
azul de algoddo lactofenol (LPCB) e prata metanolamina de Gomori (GMS). A
utilizacdo de hidroxido de potassio (KOH) também produz bons resultados (198), As
células de levedura, em particular as hcd, sdo comuns em material supurativo de leses
cuténeas, abcessos, seios nasais e lesdes dsseas. Infelizmente, a microscopia direta pode
ndo detetar com fiabilidade casos de histoplasmose, uma vez que a morfologia do H.

capsulatum é semelhante a de outros fungos (6).

Infelizmente, a maioria dos laboratdrios africanos ndo possui 0 equipamento e 0s
conhecimentos necessarios para isolar H. capsulatum de amostras clinicas, um passo
necessario para confirmar o diagndstico de histoplasmose. Meios enriquecidos como o
agar Sabouraud Dextrose (SDA) e o agar Brain Heart Infusion (BHI) permitem a
cultura, embora o processo de crescimento seja lento e possa demorar até oito semanas
@) E necessaria a utilizacdo de, pelo menos, uma cabina de seguranca bioldgica de
Clade 11, devido ao facto de a histoplasmose ser uma infecdo de Clade 3; no entanto,
ndo foi documentado qualquer caso de histoplasmose adquirida em laboratério. A uma
temperatura normal, as colonias Hcc e Hcd parecem idénticas ao microscopio e a
superficie. Quando estas coldnias sdo inoculadas em meios especificos, as formas
miceliais sdo convertidas em leveduras maiores a 37°C 5. Os meios adequados para a

conversdo incluem &gar sangue ou agar BHI suplementado com cisteina ou glutamina
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©5).H. capsulatum é geralmente considerada urease negativa, mas ocasionalmente também pode ser urease
positiva (109),

As carateristicas histopatoldgicas sdo consideradas semelhantes as da
histoplasmose classica e africana, mas podem assemelhar-se a outras infec¢des fungicas,
como a blastomicose e a criptococose. Em Africa, é o segundo método laboratorial mais
utilizado para diagnosticar a histoplasmose. A analise histologica mostra aglomerados
de células gigantes multinucleadas contendo células de levedura ovais com paredes de
duplo contorno. Estas células de levedura apresentam frequentemente brotamento, com
cicatrizes gemeas frequentemente observadas. Na Hcd, as células de levedura séo
maiores com paredes mais espessas em comparagdo com a Hcc. As células de levedura
podem aparecer isoladas ou, por vezes, formar cadeias de quatro a cinco ©6). Tal como
noutras infeccbes fungicas, a coloracdo com hematoxilina-eosina (HE) pode ser
insuficiente e recomenda-se a utilizacdo de outras coloracdes, como o acido periddico
de Schiff (PAS) ou a prata metenamina de Grocott (GMS), para identificar as células de
levedura. Deve ter-se o cuidado de evitar a identificagdo incorrecta de células de
levedura Hecd como outros fungos, tais como espécies de Cryptococcus deficientes em
capsulas ou pequenas formas de espécies de Blastomyces. Uma reagdo positiva com a
coloracdo de mucicarmina pode distinguir as espécies de Cryptococcus, enquanto as
espécies de Blastomyces sdo caracterizadas por botdes Unicos de base larga e uma

aparéncia multinucleada com coloragdo PAS (€6),

Os imunoensaios desempenham um papel importante no diagnostico da
histoplasmose cléssica, mas a sua utilizacdo continua a ser pouco frequente em Africa.
Testes como a imunodifusdo e a imunofluorescéncia sdo ocasionalmente utilizados, mas
carecem de fiabilidade e sdo frequentemente menos eficazes, particularmente em
individuos imunocomprometidos @10, (111) Estes testes também ndo conseguem
distinguir entre Hcc e Hcd. Os componentes da parede celular fangica, como o
galactomanano (GM) e o beta-D-glucano (BDG), conhecidos pelas suas ligacoes beta-
1,3 e beta-1,6, estdo associados a fase micelial tanto do Hcc como do Hed. No entanto, a
utilidade diagnostica de GM e BDG para a histoplasmose africana € incerta, uma vez
que a sua aplicacdo tem sido limitada em comparacdo com a histoplasmose classica. Em
dois casos documentados de histoplasmose africana testados para a presenca de
Aspergillus GM, um apresentou um resultado positivo, enquanto o outro foi negativo

(104), (112), (86), Embora tenha sido sugerido que os actuais testes LFA e EIA comerciais
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para Histoplasma GM também detectam Hcd, ndo existem atualmente estudos que o

avaliem (86),

As técnicas moleculares para identificar Hce e Hed sdo raramente utilizadas em Africa,
exceto em investigagdo especializada ou em contextos de cuidados de salde tercirios.
Estes métodos incluem PCR e sequenciacdo de produtos PCR. Num caso clinico raro, o
Hcd foi detectado rapidamente - no prazo de 24 horas apds a admissdo hospitalar -

utilizando a PCR e a sequenciacdo do ADN (%6).(86),

Numa revisdo de 110 casos de Hcc e Hcd diagnosticados localmente, a
histopatologia foi utilizada em 96 casos (87,3%) como Unico método de diagnostico ou
combinada com outras abordagens, como a microscopia direta, a cultura ou a PCR. A
microscopia direta foi aplicada em 34 casos (30,9%), sendo que 20 recorreram apenas a
este método. O diagnostico confirmatorio através de cultura foi efectuado em 22 casos
(20,0%), com resultados positivos em 17 através de andlise fenotipica. A identificagcdo
molecular foi registada em apenas um caso, utilizando uma amostra de sangue
periférico. Os diagnosticos histolégicos foram ainda confirmados em quatro casos por
PCR e em 12 casos por imunohistoquimica (8®),

5.1.2. Diagnostico da histoplasmose do sistema nervoso central

O diagndstico é frequentemente atrasado devido ao facto de ndo se considerar a
histoplasmose em casos de meningite crénica em que as culturas de rotina sdo
negativas. A falta de familiaridade com os testes utilizados para diagnosticar a
histoplasmose neste contexto também pode contribuir para o atraso no diagnéstico ©69),
O Histoplasma pode ser isolado da cultura fangica do liquido cefalorraquidiano (LCR)
em apenas um quarto dos doentes, e a visualizacdo da levedura é rara . I, Um
exemplo da dificuldade é fornecido por um caso em que as culturas do LCR foram
negativas em 2 ocasides com anos de intervalo, mas positivas 2 anos mais tarde, quando
30 ml de LCR foram cultivados ©: ©),

O metodo mais sensivel para o diagnostico da histoplasmose do SNC, com base
no maior estudo de série de uma Unica instituicdo, inclui a utilizagdo de testes para a
detecdo de anticorpos e antigénios no LCR 9, Os anticorpos anti-histoplasma foram
detectados no LCR por imunodifuséo (ID) ou fixagdo de complemento (FC) em 50%

dos doentes numa série, e até 90% dos doentes noutro estudo (/1.
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5.2. Exame direto e cultural

Embora as manifestacGes da histoplasmose estejam bem descritas, o diagnostico
desta doenca deve ser confirmado através de técnicas complementares como 0 exame
direto e cultural, que inclui: diagndstico histopatolégico; diagndstico serol6gico;

diagnostico molecular; teste cutaneo; teste do exoantigénio(’2); e teste de anticorpost).

O exame direto e a cultura é uma das técnicas padrdo-ouro utilizadas para a
identificacdo do H. capsulatum, realizada através da visualizagdo, isolamento e cultivo
do fungo, por meio de exame direto e cultura, a partir de amostras bioldgicas do
paciente, como amostras do trato respiratorio, sangue, lavado broncoalveolar e outras. O
parecer deve conter as carateristicas morfologicas do agente encontrado e a sugestdo do

tipo de fungo (4.

O diagnostico definitivo da histoplasmose requer o isolamento do H. capsulatum
em meios de cultura especificos ou a visualizacdo de formas semelhantes a leveduras do
fungo em materiais biolégicos (/2. (73), Para 0 exame direto, as amostras bioldgicas mais
frequentemente  utilizadas sdo: expetoracdo, lavagem brdénquica, liquido
cefalorraquidiano, medula 6ssea e bidpsias. Em esfregacos corados pelas técnicas de
Giemsa e Grocott, o fungo H. capsulatum é visualizado sob a forma de leveduras como
elementos arredondados ou ovais no interior de macréfagos (2. No entanto, a
visualizacdo das leveduras de H. capsulatum é bastante dificil devido ao seu pequeno

tamanho, e o0 teste é considerado de baixa sensibilidade (Figura 12).
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Figura 12. H. capsulatum em forma de levedura no interior do neutréfilo. Fonte:

(OLIVEIRA €. al., 2020014,

A cultura de H. capsulatum é considerada o método "padrdo de ouro" para o
diagnostico da histoplasmose. Podem ser utilizados meios como o agar batata, SDA
com ou sem cloranfenicol e cicloheximida ou dgar BHI (72. (19), Quando cultivadas a 22-
28°C, as colonias do fungo sdo inicialmente aveludadas, que com o tempo se tornam

filamentosas, cotonosas, de cor branca, com micélio aéreo que tende a escurecer com 0

tempo (Figura 13a) (73), (13).

Microscopicamente, observam-se hifas delicadas, hialinas, septadas e
ramificadas, apresentando microconidios pequenos, de aproximadamente 2 a 4, com
paredes lisas, bem como uma grande quantidade de macroconidios tuberculados (ou
mamilonados) conhecidos como estalagmosporos, medindo de 8 a 15 um (Figura 13b)
(@9). (72)), Estas estruturas podem ser confundidas com as de fungos saprofitas do género
Chrysosporium, exigindo a confirmacdo do diagndstico através da alteragdo da forma

filamentosa para uma forma semelhante a uma levedura 12,

A conversdo in vitro para a forma de levedura pode ocorrer quando a cultura ¢
incubada a 35,37°C em meios ricos em nutrientes, tais como agar Sabouraud e agar BHI
suplementado com sangue, formando coldnias brancas a castanhas com uma textura
cremosa e uma superficie lisa ou rugosa (Figura 13c) ("2. No entanto, a conversdo nao
ocorre
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facilmente, dependendo de nutrientes especiais, da temperatura e das carateristicas
fisiologicas das estirpes. Microscopicamente, observam-se células de levedura

pequenas, redondas ou ovais, com um tamanho que varia de 1 a 4 um (Figura 13d) (73)

(72),

Uma desvantagem da cultura de fungos como método de diagnostico € o tempo
prolongado necessario para identificar o agente etioldégico, o que pode atrasar a
introducdo de medidas terapéuticas especificas. Além disso, a maioria dos doentes com
uma forma assintomatica ou ligeira da doenca apresenta uma cultura negativa (. E
importante ressaltar que todos os procedimentos que envolvem a manipulacdo de
culturas de H. capsulatum sdo considerados de risco para os trabalhadores do

laboratério e devem ser realizados em laboratérios com nivel de biosseguranca 3(72).

Figura 13. Aspeto macro e micromorfolégico de H. capsulatum: (a) macromorfolégico em
SDA, mostrando coldnia branca cotonosa; (b) aspeto micromorfolégico em azul de algod&do
com lactofenol, mostrando macroconidios tuberculados (estalagmosporos); (c) forma
leveduriforme a 35°C em agar BHI suplementado com 5% de sangue de carneiro mostrando
colbnias de aspeto Umido, coloracdo branco-amarelada; (d) aspeto micromorfolégico em azul
de algoddo com lactofenol, mostrando estrutura leveduriforme com gemulagdo. Fonte:
(RIBEIRO, 2012) (2

"~



E extremamente importante que o analista seja capaz de identificar que existe
algo de anormal no interior de alguns neutrofilos do doente com histoplasmose, uma
vez que estes achados podem passar despercebidos na altura da revisao das laminas (4,

A cultura é responsavel por isolar e cultivar H. capsulatum. Em meios de cultura
como o agar Sabouraud, o agar BHI e o &gar batata, encontram-se nutrientes especificos
que, juntamente com condi¢des de temperatura especificas, permitem que o0 agente

fngico cresca fora do seu habitat (14,

A cultura é analisada em duas etapas: primeiramente, identifica-se a fase
filamentosa do fungo, no meio de cultura a uma temperatura de 25° a 27°C, crescendo
entre 15 e 30 dias, onde a macromorfologia da col6nia mostra que esta tem uma cor
branca, que com o passar dos dias pode assumir uma cor acastanhada, um aspeto
cotonoso, uma superficie lisa, que pode transformar-se em filamentos (Figura 14
A)B0.(14), Posteriormente, o dimorfismo conforma-se, em meio BHI ou agar sangue a

37°C, e é possivel observar colénias de cor branca a castanha, superficie lisa ou rugosa,

brilhante e textura cremosa e himida (Figura 14 B) 7. (14,

Figura 14. Cultura de H. capsulatum em &agar Sabouraud. (A) - Coldnia branca e
cotonosa a 25°C. (B) - A levedura forma-se a 37°C como col6nias de cor
creme/acastanhada e aspeto himido 4. Fonte: (FURUIE, 2014) ©1),

A figura 14 mostra que esta técnica tem carateristicas precisas que, se
observadas cuidadosamente, reduzem as hipéteses de erro. A cultura é uma técnica de
referéncia e garante resultados satisfatorios na maioria dos casos. A sua desvantagem é

a demora na obtencéo dos resultados, que é de 6 semanas ap6s o isolamento. Devido a
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essa carateristica, essa técnica ndo é recomendada para pacientes graves, mas alguns

laboratérios ja possuem equipamentos que agilizam esse processo (14),

5.2.1. Diagnostico histopatoldgico

A histopatologia, popularmente conhecida como biopsia, consiste na analise
microscopica de tecidos como pele, mucosa, pulmdes, medula Ossea, figado, entre
outros, e é uma técnica segura, precisa e rapida, muito util para o diagnostico precoce e
confidvel de todas as formas clinicas da histoplasmose, principalmente em pacientes

com a forma avancada desta micose (14), 32).

O diagndstico histopatolégico pode ser efectuado através da visualizagcdo de
leveduras no interior das células do sistema fagocitico mononuclear, como o0s
macrofagos e 0s mondcitos, ou no exterior destas células. As leveduras aparecem como
corpusculos ligeiramente basofilos, esféricos ou ovais, rodeados por um lado claro

delimitado por uma parede celular hialina muito fina (2.

O H. capsulatum pode ser visualizado utilizando Giemsa e coloragdes especiais
como a prata de Grocott-Gomori (GMS) e o &cido periddico de Schiff (PAS). A técnica
da hematoxilina-eosina (HE), utilizada habitualmente na rotina, ndo permite a
visualizagcdo de leveduras mindsculas. Portanto, o uso de coloragdes especiais como
GMS e PAS sdo necessarias para a visualizacdo adequada do fungo (Figura 15) (72 (1) (),
De acordo com (LIEMANN et. al. 2005), a coloracdo GMS é considerada a melhor técnica
porque oferece melhor contraste e frequentemente cora células fungicas que sao

refractarias ao PAS (®

O exame histopatolégico de varios tecidos (pulmdes, ganglios linfaticos, figado
e medula 6ssea) revela a presenca de granulomas com ou sem necrose caseosa em
individuos imunocompetentes, enquanto que em individuos imunocomprometidos estao
frequentemente presentes granulomas soltos, agregados linfo-histiociticos ou apenas

infiltrados mononucleares difusos (72).(76),

A leitura da biopsia pode ser complexa, devido a morfologia leveduriforme que
pode dificultar a andlise e a identificagdo do agente patogénico, exigindo analistas

experientes (33),

A estrutura das leveduras H. capsulatum é muito semelhante a de outros agentes

patogénicos, o que pode levar a dificuldades de interpretacdo. Por conseguinte, é
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necessario efetuar o diagnoéstico diferencial das leveduras H. capsulatum com Candida
glabrata, Penicillium marnefffei, Pneumocystis jirovecii, Toxoplasma gondii,
Leishmania donovani e Cryptococcus neoformans. Por conseguinte, € importante estar
familiarizado com a morfologia destes agentes patogénicos e as suas carateristicas de

coloragéo utilizando diferentes métodos (66), (73) 72,
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Figura 15. Aspeto histopatolégico de amostra de medula éssea, mostrando H. capsulatum

na forma de levedura (Grocott-Gomori). Fonte: (KAUFFMAN, 2009) (74,

A histopatologia também pode ser utilizada para detetar a extensdo dos danos nos
tecidos. Na fase aguda, é frequente encontrar pequenos granulomas e infiltrados linfo-
histiociticos no intersticio e no espago alveolar, ao passo que na fase cronica pode ser
detectada uma inflamagdo progressiva acompanhada de necrose nos tecidos acima

referidos (34). (15),

E importante prestar atencdo na leitura da amostra, pois o agente fingico aparece de
formas diferentes dependendo do tipo de amostra e da coloracdo utilizada. Na Figura 16
A), é possivel observar uma forma oval, carateristica das leveduras, enquanto que na
Figura 16 B), o agente fangico encontra-se no interior dos histiocitos, fazendo com que
estes apresentem um tamanho diferente (14,
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Figura 16. Aspeto histopatoldgico das biopsias da medula 6ssea e dos ganglios
linfaticos: A - Biopsia da medula 6ssea corada com GMS, H. capsulatum sob a forma de
leveduras intracelulares. B - Biopsia de ganglio linfatico mostrando histidcitos

aumentados e leveduras no interior (4, Fonte: (JAIN et. al., 2016) (26),

5.2.2. Diagndstico serologico

Os ensaios seroldgicos melhoram a identificacdo da histoplasmose e facilitam a obtencédo de
resultados mais rapidos, o que é particularmente vantajoso dada a natureza demorada da
cultura de fungos para H. capsulatum. Os testes seroldgicos sdo cruciais para a detecdo de
infeccOes agudas e recentes ou de doencas infecciosas persistentes. Os principais métodos
seroldgicos utilizados para diagnosticar a histoplasmose incluem o teste de fixacdo do
complemento, a imunodifusdo dupla e o radioimunoensaio. No entanto, estas abordagens
apresentam varias limitacdes, incluindo o potencial para reacgdes cruzadas com outros
fungos responsaveis por micoses sistémicas, como a blastomicose, a coccidioidomicose, a
paracoccidioidomicose e a aspergilose.

Este método € utilizado para reconhecer a histoplasmose e avaliar a evolugdo do tratamento
do doente. Além disso, garante resultados num curto espaco de tempo, ndo € invasivo e
apresenta um desempenho satisfatdrio % (4,

Na histoplasmose, o diagndstico seroldgico baseia-se na detecdo de anticorpos anti-H e anti-
M. Estes anticorpos podem ser identificados utilizando histoplasmina, que compreende um

extrato antigénico derivado da fase de levedura do fungo. Os constituintes primarios da

histoplasmina que provocam uma resposta de anticorpos sao os antigénios C, M e H. O

antigénio C é um hidrato de carbono (galactomanano) que provoca reac¢fes cruzadas com

varias espécies de fungos. O antigénio M funciona como uma catalase, enquanto o antigénio

H funciona como uma beta-glucosidase, participando ambos na remodelagcdo da parede
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celular e na aquisicdo de nutrientes. Os antigénios M e H sdo os componentes padréo
utilizados nos ensaios de imunodifusdo dupla e de fixacdo do complemento. A detecdo das
precipitinas M e H é considerada definitiva para o diagndstico da histoplasmose.

Foram utilizadas técnicas de detecdo de antigénios, especialmente quando a detecdo de
anticorpos € improvavel. Isto acontece em individuos imunocomprometidos com infecgdes
disseminadas que apresentam uma resposta imunitaria inadequada. A identificacdo de
antigénios de H. capsulatum pode ser realizada com os métodos de radioimunoensaio ou
ELISA e é normalmente utilizada em individuos com histoplasmose aguda e histoplasmose
disseminada grave. As vantagens da utilizagdo destes testes incluem a identificagdo precoce
dos doentes durante a infecio, antes da detecéo da seroconversio (2

Os testes cutaneos intradérmicos de histoplasmose sdo amplamente utilizados em estudos
epidemioldgicos, mas ndo para o diagnostico de histoplasmose. O teste produz um resultado
positivo, indicado por uma induracdo de 5 mm ou mais, 48-72 horas apds a administracéo
intradérmica de 0,1 ml de antigénio de Histoplasma (% (/2

O teste de imunodifusdo dupla é habitualmente utilizado e envolve um método qualitativo
baseado numa reacdo de precipitacdo, detectando anticorpos séricos apds interacdo com o
complexo histoplasmina, composto pelos antigénios C, M e H, em que este complexo
representa o H. capsulatum (Figura 17) @4, Esta abordagem apresenta uma especificidade de
cerca de 100% e uma sensibilidade que varia entre 70% e 100%, revelando-se altamente

eficaz no diagndstico de episodios agudos e prolongados de histoplasmose, com resultados

positivos aceitiveis observados entre 2 e 6 semanas ap06s a contaminagéo fungica.

Figura 17. Resultado positivo da imunodifusdo; a seta mostra a precipitagdo da linha
M. Fonte: (OLIVEIRA et. al., 2020) (14,
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A Figura 17 indica que € necessario um maior escrutinio para observar e discernir a linha
de precipitacdo gerada na resposta, uma vez que a sua aparéncia ténue pode escapar a

atencdo do analista 4,

Western Blotting ou Anélise de Proteinas O immunoblot € um imunoensaio utilizado
para a identificacdo precoce de anticorpos circulantes no soro de um doente, gerados em
resposta aos antigénios M e/ou H que constituem o complexo histoplasmina. Este teste
apresenta uma especificidade de cerca de 94,9% e uma sensibilidade de
aproximadamente 94,1%, produzindo uma exatiddo de 94,5% e fornecendo resultados
num curto espaco de tempo. Esta abordagem é utilizada para diagnosticar formas

agudas e cronicas de micose e serve como alternativa a imunodifusao.

A reacdo de fixacdo do complemento envolve a identificacdo de anticorpos em amostras
de tecido de uma pessoa e deve ser realizada duas a seis semanas ap0s a infecdo. Este
teste avalia a relacdo entre o antigénio do H. capsulatum e o anticorpo presente no soro
de doentes com histoplasmose, juntamente com a ativacdo do sistema do complemento.
O teste de fixacdo do complemento apresenta uma especificidade que varia entre 70% e
80%, no entanto a sua sensibilidade depende do estddio de desenvolvimento da
substancia fangica, sendo o estadio micelial cerca de 78,2% e o estadio leveduriforme
aproximadamente 94,3%. A identificacdo das fases pulmonares agudas e cronicas da
histoplasmose é crucial, com uma taxa de positividade de cerca de 90%. A eficacia

desta técnica diminui em 50% em doentes com sistema imunitario comprometido “V).

No que diz respeito aos métodos de detecdo de antigénios, o radioimunoensaio é
utilizado para identificar e quantificar o nivel de antigénios de H. capsulatum na
amostra biolégica de um individuo; é dispendioso, fornece resultados rapidos e
apresenta uma excelente sensibilidade e especificidade. Esta abordagem é altamente
valiosa para detetar a forma disseminada da histoplasmose (95%), uma vez que esta
fase é caracterizada por niveis elevados de antigénio, ao contrério das outras (48%). E
benéfica para os individuos que estdo a receber tratamento e é aconselhada numa base
continua para identificar potenciais recaidas. Uma observagdo importante é que, na

doenca cronica, os niveis de antigénio podem ser negativos 4> (42),

A tecnica ELISA, baseada no principio do ensaio de imunoabsorcdo enzimatica,
distingue-se entre 0os métodos seroldgicos por detetar e quantificar quantidades minimas
de antigénios de H. capsulatum em amostras de pacientes, servindo como alternativa ao

radioimunoensaio. Trata-se de um método simples e altamente reprodutivel que reduz o
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tempo necessario para obter resultados, facilitando o diagnostico precoce, acelerando o
tratamento dos doentes e reduzindo assim a taxa de mortalidade associada a
histoplasmose. Com uma especificidade de 90% a 97% e uma sensibilidade de 80% a
100%, é também utilizado para identificar esta infecdo fungica nas suas formas aguda,

cronica e, mais importante, disseminada ™).

Entre as técnicas seroldgicas utilizadas para a dete¢do da histoplasmose, 0 Western
blotting € a mais fidvel e produz os resultados de diagndstico mais exactos. A
abordagem ELISA ¢ a preferida entre as técnicas de pesquisa de antigénios devido a sua

especificidade superior e & diminuicdo da incidéncia de resultados falsos positivos %),

O teste cutaneo avalia a reacdo dos doentes com histoplasmose a injecdo dérmica de
proteinas fungicas (HMIN) ((73)). Algumas investigacbes indicam que esta
metodologia pode ser utilizada no diagnostico de doencas primarias, sintomaticas ou
assintomaticas causadas por H. capsulatum em doentes imunocompetentes (3 (119,
Atualmente, o teste HMIN € utilizado predominantemente para fins de estudo e nédo
para aplicacOes terapéuticas ("®). O teste cutaneo de HMIN é especialmente valioso em
pesquisas epidemioldgicas realizadas em regifes ndo endémicas entre pessoas que
viagjam esporadicamente para &reas endémicas ou durante surtos. Estudos
epidemioldgicos realizados no Brasil comprovaram a eficacia deste teste 16, O teste
cutaneo foi recentemente considerado eficaz num estudo epidémico na Universidade do
Texas, associado a operacGes de construcdo no campus que invadiram areas

anteriormente florestadas e estavam préximas de um importante santuario de aves.

5.2.3. Diagnostico molecular

Varias abordagens moleculares tém sido utilizadas como alternativas para o
diagnéstico rapido da histoplasmose. A vantagem das abordagens moleculares,
particularmente quando se utiliza diretamente a amostra clinica, é a redu¢do do tempo
necessario para a identificacdo do microbio e a diminuicdo do risco de exposi¢cdo do

pessoal do laboratorio a bactéria, dado o seu nivel de biosseguranga 3.

Foram utilizados varios alvos em procedimentos de PCR para detetar H.
capsulatum. O ADN ribossémico (rDNA) € um dos mais frequentemente utilizados. A
unidade compreende uma sequéncia repetitiva de trés seccfes de genes (18s, 5.28S) e
duas regides espacadoras intergénicas (ITS). A regido ITS, situada entre 18S e 28S,

compreende dois segmentos, ITS1 e ITS2, divididos por uma &rea conservada, 5.8S
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(Figura 18). Esta regido apresenta um grau de variagdo moderado, 0 que a torna
adequada para a identificacdo do género e/ou da espécie, especialmente quando se
demonstra polimorfismo em H. capsulatum (77),(72).
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Figura 18. Representacdo esquematica da organizacdo do cluster de genes do DNA

ribossomal nuclear, mostrando as regides ITS e as subunidades 18S, 5.8S e 28S. Fonte:
(RIBEIRO, 2012) (72),

O rDNA tem sido utilizado para identificar H. capsulatum devido a sua grande
sensibilidade, uma vez que existem vérias copias no genoma 2. No entanto, foram
identificadas frequéncias elevadas de resultados falsos positivos quando se utiliza a area
18S rRNA como alvo ("®: ("2, Este facto indica a necessidade de utilizar uma regido-alvo
adicional para obter uma abordagem PCR com maior especificidade (2.
Consequentemente, numerosos estudos utilizaram técnicas de Nested PCR, Seminested
PCR ou Multiplex PCR para a detecdo de H. capsulatum, visando ndo sé a regido
DNAr, mas também loci especificos, por exemplo, o gene que codifica a proteina
Hc100, uma proteina de 100 kDa vital para a sobrevivéncia de H. capsulatum nas
células humanas, e o gene que codifica o antigénio M de H. capsulatum , uma
glicoproteina fangica que estimula as respostas imunitarias humoral e celular. A
capacidade de sobrevivéncia do H. capsulatum nas células humanas e o gene que
codifica o antigénio M do H. capsulatum, uma glicoproteina fungica que estimula as
respostas imunitarias humoral e celular. Consequentemente, a identificacdo de novas
sequéncias-alvo para proporcionar uma abordagem com elevada especificidade e
sensibilidade € crucial para a detecdo imediata da histoplasmose.

Uma abordagem proeminente dos testes genéticos é a PCR em tempo real. O método de
PCR em tempo real oferece vantagens notaveis no que respeita a duracdo da anélise e a
prevencdo da contaminagdo cruzada. O material é testado sem abrir os tubos, o que
minimiza consideravelmente a possibilidade de contaminagdo. Além disso, os resultados
podem ser vistos e medidos através de software integrado no termociclador, eliminando
a necessidade de gel de agarose ou poliacrilamida.

A figura 19 ilustra que um dos alvos para a identificagdo de H. capsulatum através da
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reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é o ADN ribossomico nuclear (rDNA),
conhecido pela sua elevada sensibilidade e multiplas copias de genes. E composto por
trés seccOes de genes: 18S, 5.28S e 28S, juntamente com as regifes espagadoras
intergénicas (ITS1 e ITS2) situadas entre as regibes 18S e 28S. A regido 5.28S
apresenta uma variancia moderada e é altamente eficaz na identificacdo de géneros e

espécies.
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Figura 19. Detecdo de H. capsulatum em amostras de sangue e medula 6ssea utilizando
0 método PCR. M: Marcador de peso molecular em pares de bases (pb), S1, S2, S3, S4,
S5, S6, S7: Amostras de sangue periférico dos respetivos doentes, MO 1, MO 2:
Amostra de medula 6ssea. A seta mostra os produtos de PCR de H. capsulatum (210 pb)
“ Fonte: (OLIVEIRA et. al., 2020) ©

Como se mostra na Figura 19(14), a reacdo em cadeia da polimerase € um método
sofisticado que pode detetar o codigo genético do agente fungico utilizando pares de
bases de marcadores moleculares. Os resultados sdo obtidos em cerca de 3 horas, 0 que
o torna altamente benéfico para a detecéo rapida de doencas @,

A aplicacdo da técnica de PCR padrdo para a detecdo direta de H. capsulatum em
amostras de tecido humano fixadas em formalina foi recentemente comprovada. A
abordagem demonstrou uma sensibilidade significativa, capaz de detetar ADN de H.
capsulatum em concentragcdes tdo baixas como picogramas por microlitro (pg/uL)

nestas amostras, afirmando assim a sua eficacia no diagnostico da doenca 2.

5.2.4. Testes de exoantigénios

Os exoantigénios sdo essenciais para a identificacdo imunologica de infec¢des fungicas
e para abordar questdes taxondémicas. A maioria dos fungos gera antigénios distintos

que facilitam uma identificacio precisa (™. Os exoantigénios sdo macromoléculas
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imunogénicas sollveis sintetizadas pelos fungos durante as suas fases iniciais de
desenvolvimento ®'®. A abordagem tradicional dos exoantigénios, que emprega o
ensaio de imunodifusdo para a identificacdo das proteinas H e M, provou ser um
instrumento eficaz para o reconhecimento imunologico da forma micelial do H.
capsulatum atipico, distinguindo este fungo de varios fungos saprofitas dos géneros
Arthroderma, Chrysosporium, Corynascus e Renispora. Esta abordagem ¢é trabalhosa e
pode produzir resultados negativos erréneos %,

Dado que os ensaios de imunoabsorcdo enzimatica apresentam uma sensibilidade
superior em comparagdo com os procedimentos de precipitacdo e que as tecnologias
baseadas em &cidos nucleicos demonstram uma maior especificidade em relacdo aos
testes imunoldgicos, foram concebidos e avaliados métodos alternativos para a
identificacdo rapida de H. capsulatum. Os ensaios Dot-blot e immunoblotting foram
avaliados em comparacdo com 0s procedimentos convencionais para a detecdo de
macromoléculas soltveis especificas da espécie geradas por H. capsulatum em cultura.
As réplicas de culturas de H. capsulatum com 5 a 7 dias de idade, cultivadas em caldo
BHI, serviram como fonte de exoantigénios. Apos 24 horas de esterilizacdo com
timerosal, os exoantigénios foram extraidos do sobrenadante através de concentragédo e
analisados utilizando técnicas de dot-blot e immunoblot contra soro homdlogo de coelho
anti-H. capsulatum. Estes exoantigénios foram adicionalmente avaliados por
imunodifusdo. Todos os isolados examinados foram identificados com precisdo como
H. capsulatum utilizando estas varias abordagens (73). Os imunoensaios demonstraram

uma sensibilidade superior (12/12 - 100%) em comparagdo com a ID (4/12 - 33%) (118
(73)

5.3. Melhorias nos métodos de diagnoéstico da histoplasmose

As abordagens supramencionadas para o0 diagnostico da histoplasmose
apresentam vantagens e desvantagens, necessitando de uma avaliacdo exaustiva por
parte de cientistas e profissionais da area microbiana. O estado imunolégico do doente e
a aparéncia da doenca afectam a eficacia do teste de diagnostico. Por conseguinte, nem
todos os testes mencionados sdo universalmente acessiveis, o0 que complica o
diagnostico e o tratamento de pessoas com histoplasmose. Os esforgos em curso para
melhorar ou criar testes de diagnostico aumentardo as capacidades de diagnostico. Estes
ensaios necessitardo de validagdo em diversas populacdes globais antes da sua

implementacdo em diagnosticos regulares.
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Em resposta a elevada incidéncia de histoplasmose associada ao VIH/SIDA,
foram tomadas iniciativas para criar novos metodos de detecdo de antigénios com maior
sensibilidade e especificidade 3 Os anticorpos monoclonais s3o agentes altamente
especificos que identificam um determinante antigénico singular. A descricdo destes
produtos quimicos pode fornecer informagdes sobre a sua especificidade para um
antigénio fdngico individual. A aplicacdo destes reagentes no diagnostico pode

aumentar a eficacia dos métodos de detecdo de antigénios e anticorpos ("3

A utilizacdo de proteinas recombinantes de H. capsulatum pode melhorar o
desempenho do teste através da utilizacdo de antigénios especificos, contornando assim
misturas antigénicas complexas, inadequadamente descritas e ndo normalizadas, ao
mesmo tempo que minimiza as intera¢des actuais nos metodos de detecdo de anticorpos

e antigénios.

A importdncia do diagnostico molecular tem aumentado devido a sua
simplicidade de implementacdo e eficdcia. A necessidade de uma técnica rapida e
precisa para identificar os agentes patogénicos fungicos tornou-se crucial devido ao
aumento significativo das doencas fungicas. Além disso, o diagndstico rapido de
detecdo precoce é crucial para identificar a doenca antes da manifestacdo de sintomas
clinicos e, subsequentemente, avaliar o tratamento com base na apresentacdo clinica do
doente (™) A aplicacdo da PCR com iniciadores mais especificos pode permitir a
detecdo precoce da contaminacdo por H. capsulatum em amostras clinicas, incluindo

bidpsias, sangue, expetoracio e liquido cefalorraquidiano (LCR) .

Esta a ser desenvolvida uma técnica inovadora de rastreio rapido para a detecdo
de sequéncias de agentes patogénicos flingicos. Os progressos na biologia molecular,
juntamente com as bases de dados de sequéncias fingicas melhoradas e a ampla
acessibilidade dos dados de sequéncias microbianas, sugerem que a tecnologia Luminex
pode oferecer um ensaio rapido e eficaz para identificar H. capsulatum em amostras
clinicas. Este método utiliza um ensaio de hibridacdo baseado em microesferas, em que
os alvos de ADN biotinilado gerados por PCR sdo aplicados a uma mistura de
microesferas contendo sondas especificas da espécie. Para obter uma detecdo precisa da
histoplasmose, a criacdo e o aperfeicoamento de sondas para esta tecnologia sé&o

cruciais, facilitando avaliacdes de diagnostico mais precisas e fiaveis ().

6. Prevengao e tratamento
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6.1. Prevencéo

Evitar a exposicdo em regides endémicas é um desafio. Nestas regides, 0S
individuos seropositivos devem abster-se de comportamentos que representem um risco
de infecdo. A profilaxia com itraconazol (200 mg/dia) é administrada a individuos com
contagens de células CD4+ <150 ceélulas/fmm3 que correm 0 risco de exposicao
profissional. Os Estados Unidos sdo a Unica nacdo a fornecer diretrizes abrangentes
sobre a exposicao no local de trabalho ou no exterior para salvaguardar os trabalhadores

susceptiveis a histoplasmose ("

Artigos recentes expressaram apreensOes relativamente a passageiros
imunodeprimidos. Estes doentes representam um grupo demografico crescente de
viajantes, seja por motivos profissionais ou recreativos. Os individuos com uma
profunda deficiéncia imunitaria celular, como a infecdo avancada pelo VIH, correm o
maior risco de contrair infecgdes microbianas. Um exame completo numa clinica de
viagens para doentes imunocomprometidos que visitam zonas tropicais garante a
compreensdo dos perigos especificos relacionados com fungos e outras doencas. Mesmo
anos depois de as pessoas imunocomprometidas regressarem a casa, uma pneumonia
febril grave, talvez ndo documentada teleologicamente, com ou sem lesdes cutaneas ou
citopenia, deve suscitar ceticismo em relagdo a infec¢des flngicas adquiridas durante a
viagem @, Um nédulo subcutaneo confinado pode ser potencialmente atribuido a uma
infecdo fangica. Por fim, é essencial que os especialistas em doencas infecciosas
conhecam bem os sintomas prevalecentes, 0s riscos e os fungos que podem induzir uma

infecdo fUngica durante a viagem (126). (1),

6.2. Tratamento
Comecar com anfotericina B, de preferéncia na forma lipossomica, e depois

seguir com solugéo de itraconazol para uma melhor absor¢cdo do medicamento do que as
capsulas. A dose inicial recomendada é de 200 mg de 8 em 8 horas até se atingirem
rapidamente niveis terapéuticos (¥ A medicacdo de manutencdo deve ser continuada
com uma dosagem mais baixa até que determinados requisitos de descontinuagdo sejam
cumpridos em doentes com VIH ou até que a recuperacdo da imunossupressao por
outras causas seja conseguida; o periodo minimo de tratamento é de um ano. Se a
imunossupressdao ndo puder ser reduzida ou se ocorrer uma recorréncia apesar do
tratamento, esta sera permanente. Uma vers&o lipidica da anfotericina B é prescrita para
a histoplasmose pulmonar aguda. A dose sugerida é de 3-5 mg trés vezes por dia
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durante trés dias, seguida de 200 mg duas vezes por dia durante doze semanas ®3

Em casos de histoplasmose disseminada, o tratamento recomendado é de 3
mg/kg diarios de anfotericina B lipossomica durante 1-2 semanas, seguido de 200 mg
trés vezes por dia de itraconazol durante 3 dias e, finalmente, 200 mg duas vezes por dia
durante um minimo de 12 semanas. Evitar a utilizacdo de equinocandinas no tratamento

da histoplasmose, uma vez que sio ineficazes contra o H. capsulatum © ©

A maior parte da informacdo sobre os tratamentos da histoplasmose africana
provem de casos individuais que seguiram as mesmas diretrizes farmacoldgicas da
histoplasmose classica, de acordo com a IDSA. Como primeira linha de defesa, a IDSA
recomenda uma dose de 40 mg/kg de itraconazol ou anfotericina B. A maioria das
nacOes africanas ndo tem acesso a esta Ultima, que € preferida para doentes com
infeccBes graves e disseminadas de VIH/SIDA 13- A diretriz tem sido utilizada com
sucesso em casos de histoplasmose africana, apesar da sua formulagdo original para a
histoplasmose classica (@8- A utilizagdo de itraconazol, fluconazol e, mais
recentemente, posaconazol no tratamento da histoplasmose em Africa foi documentada
em experiéncias clinicas. A disponibilidade, o custo e, por vezes, a capacidade de gerir
ou avaliar a tolerancia sdo os principais factores que afectam o protocolo, que varia

entre os clinicos (©6)-

A Infectious Diseases Society of America (IDSA) recomenda que os doentes
com histoplasmose do sistema nervoso central iniciem o tratamento com AMB-L e
depois continuem com itraconazol durante pelo menos um ano. Esta recomendacéo
baseou-se no facto de o AMB-L, em vez do AMB-D, ter melhorado os resultados
clinicos e aumentado a mortalidade em doentes com VIH/SIDA com histoplasmose
disseminada. A sugestdo baseou-se nos exemplos acima mencionados e no mau
progndstico da histoplasmose do sistema nervoso central (¢®)- Quando a contagem de
CD4 de um doente atinge 150 células/mL, a carga viral desce abaixo das 400 copias/mL
e o0s testes de antigénio na urina sdo negativos, o tratamento para o VIH pode ser
interrompido (?Y):

A interacdo entre o itraconazol e a rifampicina torna dificil o tratamento
simultaneo da tuberculose e da histoplasmose. E possivel prolongar o tratamento da
tuberculose acrescentando um azol adicional (posaconazol ou isavuconazol) ao regime

padrdo, ou substituir a rifampicina por uma fluoroguinolona (moxifloxacina ou
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levofloxacina).

Mesmo em pessoas com 0 sistema imunitario debilitado, como as que tém VIH
avancado, a histoplasmose pode ser tratada eficazmente com medicacdo antifingica. As
diretrizes recomendam 1-2 semanas de anfotericina B intravenosa para casos graves e
moderadamente graves de histoplasmose disseminada, seguidas de itraconazol para uma
duragdo cumulativa de tratamento de 1 ano, sendo que a escolha do medicamento
antifangico depende da gravidade clinica da doenca. As doencas ligeiras a moderadas

s&0 as Unicas em que o itraconazol oral € utilizado para tratar (¢3)-

Quando comparada com a anfotericina B normal, a anfotericina B lipossomica
tem uma melhor taxa de resposta e uma melhor taxa de sobrevivéncia. O inicio imediato
da medicacdo antirretroviral para a terapéutica da histoplasmose € provavelmente
recomendado com base na experiéncia com Talaromyces marneffei, embora a

necessidade de 0 fazer nao seja clara (63),
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7. Esforgos realizados na luta contra a histoplasmose

Em 1987, a Organizacdo Mundial de Saude e os Centros de Controlo e
Prevencdo de Doencas reconheceram a histoplasmose disseminada como um tipo
especifico de VIH/SIDA. Este foi um sinal crucial de que a doenca era perigosa. A
epidemiologia, a classificacdo e a terapéutica da histoplasmose disseminada associada
ao VIH percorreram um longo caminho nas Gltimas décadas. Em 2017, a Organizacéo
Mundial de Saude reconheceu a histoplasmose como uma das principais doencas
oportunistas e uma das principais causas de morte em doentes com VIH/SIDA em
estado avancado, sobretudo em regides hiperendémicas. Como medicamento para a
histoplasmose e outras doencas fungicas, o itraconazol faz agora parte da "Lista Modelo
de Medicamentos Essenciais de 2017", de acordo com a Organizagdo Mundial de
Saude. Dado o seu estatuto de ndo patenteado e a disponibilidade de numerosos
fabricantes de genéricos, o itraconazol oferece esperanca as nagdes com recursos

limitados que procuram tratamento para a histoplasmose ©3),

Para reunir informacdes sobre testes in vitro acessiveis para doencas criticas,
como a histoplasmose, e para avaliar as evidéncias para a sua potencial inclusdo na Lista
de Diagnosticos Essenciais (EDL) Modelo da Organiza¢do Mundial de Saltde, o0 GAFFI
e 0S SeusS numerosos parceiros organizaram um simpadsio em abril de 2018. Nas regides
endémicas, o painel de peritos enfatizou a necessidade de descobrir o antigénio de
Histoplasma como uma ferramenta de diagndstico. Em paises ndo endémicos, pode ser
utilizado como primeiro teste para casos de histoplasmose adquirida. A Organizagao
Mundial de Satde (OMS) incluiu o teste do antigénio de Histoplasma na 2.2 edi¢do da
Lista de Medicamentos Essenciais (EDL) em 2019, na sequéncia de estudos que

demonstraram a utilidade dos testes (63).

Em margo de 2019, foi introduzida a meta "100% até 2025" no ambito da
Declaragdo de Manaus sobre a Histoplasmose nas Américas e nas Caraibas. De acordo
com os resultados, todos os paises devem ter acesso a testes rapidos de histoplasmose
(antigénio ou reacdo em cadeia da polimerase) e as formulagdes publicas de itraconazol,
padrdo (desoxicolato) e lipidicas de anfotericina B devem estar disponiveis a nivel
mundial até 2025. Precisamos de alargar esta iniciativa para cobrir mais areas com taxas
elevadas de malaria (63,

A histoplasmose é uma grave preocupacao clinica e de saude publica nos paises de
baixo e medio rendimento, onde provoca doengas graves nos doentes com VIH/SIDA,
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apesar de a medicacdo antirretroviral ter sido amplamente utilizada em todo o mundo.
Ao avaliar um doente com uma doenga aguda e uma infecdo por VIH/SIDA, é crucial
ter sempre em mente a histoplasmose disseminada. Os subdiagndsticos ou diagndsticos
incorrectos da histoplasmose podem ser mitigados se mais medicos forem sensibilizados
para esta doenca. Se todos tivessem acesso a técnicas de diagndstico rapidas e precisas e
a antifungicos que salvam vidas, o tempo necessario para diagnosticar a infecdo poderia
ser drasticamente reduzido, levando a melhores resultados de tratamento e a taxas de

sobrevivéncia mais longas®3),
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8. CONCLUSAO

A infecdo por H. capsulatum resulta em vérias sindromes clinicas que dependem
do estado imunoldgico, da integridade das vias respiratorias e do tamanho do inéculo. A
variante mais grave, a forma disseminada progressiva, constitui um desafio clinico
significativo em doentes infectados com VIH, devido a sua elevada taxa de mortalidade
na auséncia de tratamento e a semelhanca dos seus sinais e sintomas com outras

infeccOes, em particular a tuberculose.

O peso real da histoplasmose permanece desconhecido, baseando-se apenas em
estimativas e ndo em provas concretas. A histoplasmose continua a ser uma
preocupacdo de saude publica na era HAART, particularmente entre as pessoas
infectadas pelo VIH. Na maioria das areas endémicas, fora das instalacdes de
investigacdo ou de referéncia para o diagnéstico da histoplasmose, a doenca é muitas
vezes erradamente identificada como tuberculose ou completamente ignorada.
Continuam a ser necessarios estudos especificos para melhorar a compreensdo, o

diagnostico e o tratamento dos doentes infectados com H. capsulatum.

Tem havido um aumento gradual das infeccGes por histoplasmose a nivel
mundial; no entanto, a doenga continua a ser negligenciada e subdiagnosticada em
certos paises, particularmente em Africa. Esta doenca coloca problemas significativos
tanto para os doentes imunocomprometidos como para 0s ndo imunocompetentes,
resultando em taxas elevadas de morbilidade e mortalidade. Alguns sintomas podem
passar despercebidos e resolver-se espontaneamente sem intervencdo farmacologica. As
varias formas de histoplasmose apresentam sinais e sintomas quase idénticos, incluindo
febre elevada, artralgia, arrepios, desconforto toracico, cansaco e tosse, entre varias

outras manifestacdes.

Alguns sintomas sdo tratados com medicamentos como a anfotericina B, o
cetoconazol, o fluconazol ou o itraconazol, entre outros. A doenca é frequentemente
diagnosticada através de testes laboratoriais, efectuados em instalagdes bem equipadas
que utilizam tecnologia avangada e que contam com técnicos qualificados e experientes.
Sdo ainda necessarios avangos significativos no diagnéstico laboratorial de muitas
formas de histoplasmose, incluindo a histoplasmose africana. As iniciativas podem
incluir uma normalizagéo e validacdo abrangentes das tecnologias existentes baseadas
na PCR.

67



E essencial definir o rendimento do diagnéstico para diferentes tipos de
espécimes em conjunto com as circunstancias clinicas. A melhoria dos conhecimentos e
da formacéo do pessoal de saude, juntamente com a promocao de investigacao adicional
em regides endémicas, é essencial para melhorar o prognostico atual da histoplasmose.
Foram criados, validados e estdo cada vez mais acessiveis novos testes laboratoriais,
diminuindo assim o tempo necessario para o diagnostico e o inicio da terapéutica, o que

pode reduzir significativamente a morbilidade e a morte.
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