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Abstract

The histoplasmosis is a mycosis caused by dimorfic fungus Histoplasma capsulatum and it grows in rich
soils in nitrogen like the ones found on bat guano.The infection happens through the inhalation of spores

(microconidea) found in contaminated soil.

The histoplasmosis is generally an assymptomatic desease, althoug, depending on the body’s imunity, the
symptoms can be since a common cold to disseminated lesions.

The diagnostic of histoplasmosis is essencially clinic and diagnostics tests like immunodifusion and
immunoblotting evaluate the amount of antibodys against the fungus.

This research, aimed to evaluate histoplasmosis in speleologists and ambient monitors from PETAR (Parque

Estadual Turistico do Alto Ribeira).

The results of the research were: 11% positive cases in immunodiffusion, 100% positive cases in M band and

33,3% positive in H band in immunoblotting.

However, this studies are predominantly laboratories research and we are not able to affirm if the volunteers
have histoplasmosis, but that they have been in contact with the fungus in some point of their lives

1 - Introducio

A histoplasmose classica ou Doenca de
Darling como também ¢ conhecida, ¢ uma micose
sistémica, ou seja, € uma infec¢do fungica que
acomete os oOrgdos internos. E provocada pela
inalagdo de microconideos da fase micelial do fungo
dimorfico Histoplasma capsulatum var. capsulatum
(Unis et al., 2004). Foi observada pela primeira vez
em dezembro de 1905 por Samuel Taylor Darling,
durante uma necropsia realizada no Ancor Hospital
no Panama, sendo classificada entre os fungos por
Rocha Lima em 1912 (Lacaz et al., 2002).

O H. capsulatum se desenvolve em solos
ricos em nitrogénio presentes nas fezes de aves e
morcegos, portanto, arvores ocas, construcdes
antigas e cavernas habitadas por esses animais sdo
importantes fontes de infec¢do (Cury et al., 2001).
Uma outra fonte de infec¢do ocorre pela suspensdo e
propagacdo das particulas infectantes no solo
contaminado pelo vento, ou ainda, pela remocao do
solo ou guano contaminado (Kern et al., 1999).

A temperatura ambiente, cultivado em BHI
ou SABHI, as colénias da forma filamentosa
tornam-se maduras de 15 a 25 dias. Apresentam
coloracao creme, castanha ou rosa, textura imida ou
espinhosa e de topografia elevada ou enrugada, no
aspecto microscopico onde se visualiza hifas finas,

septadas e hialinas com microconidios sobre as hifas
ou sobre curtos conididforos (Fischer et al., 2001).

A 37°C, as colonias leveduriformes surge
depois de 10 a 15 dias em SABHI, sdo brancas a
castanho claras, mucdides e de textura
grosseiramente membranosa. Microscopicamente as
leveduras assemelham-se as de leveduras do género
Candida, com blastoconideos pequenos (2 a 5 pm)
globosos e ovoides.

Em pacientes imunocompetentes, a
histoplasmose ¢ benigna, assintomatica ou
subclinica, apresentando sintomas gripais que
espontaneamente se resolvem (Kern et al, 1999),
mas de acordo com a exposi¢do as formas
infectantes do fungo, pode ocorrer uma forma
pulmonar aguda, podendo agravar-se se o tempo de
exposi¢cdo com essas formas infectantes for muito
grande (Unis et al, 2005) acarretando a
disseminagdo da histoplasmose (Fortaleza et al.,
2004).

Na histoplasmose pulmonar aguda os
pacientes podem apresentar quadro de febre alta
persistente, tosse seca, astenia e anorexia. Em
exames de imagem como radiografias e tomografia
computadorizada, esses pacientes apresentam
infiltrados reticulos nodulares grosseiros, nddulos
difusos e bilaterais e linfonodomegalia (Martins et
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al., 2003). A pulmonar cronica apresenta nos
pulmdes nddulos que variam de 0,7 a 2,7 cm de
diametro, sob a forma de granuloma com necrose
caseosa, denominado histoplasmona (Unis et al.,
2005).

A forma disseminada apresenta febre,
anorexia, emagrecimento e sudorese (92,7%); tosse,
expectoracdo, dispnéia (92,7%); comprometimento
pulmonar (29,3%), de mucosas (29,3%), sistema
monocitico-macrofagico (22%), adrenal (22%),
sistema nervoso central (17,1%), cutaneo (14,6%) e
laringe (12,2%) (Unis et al., 2004).

Em pacientes com extremos etarios e
imunodeprimidos como doentes neoplasicos, HIV
positivos e transplantados, a histoplasmose se
dissemina via hematogénica, podendo acometer a
pele (38,8%), medula ossea (27,7%), mucosa
nasofaringeana (22,2%), pulmao, célon e SNC.

Esses pacientes também podem apresentar
adenomegalia, hepatomegalia (77,7%),
esplenomegalia (61,1%) e pancitopenia (Borges et
al., 1997).

O diagnostico da histoplasmose ¢é realizado
através do exame direto, utilizando escarro, lavado
broncoalveolar, biopsias de tecido acometido,
necropsia ou pus aspirados de locais de drenagem
com auxilios de corantes. As rea¢des intradérmicas
tém de pequeno valor diagndstico, mas sdo Uteis
como ferramentas epidemioldgicas, pois indicam
uma exposicdo tanto recente quanto passada ao
fungo, mas apresentam limitacdes devido a
produgdo de anticorpos. Por isso, em caso de
confirmacdo por testes sorologicos, € necessario que
as coletas de amostras sejam realizadas antes da
aplicagdo do teste intradérmico (Fischer et al.,
2001). A imunodifusdo dupla ¢ a prova mais
empregada para o diagnostico devido a sua
sensibilidade e especificidade. A prova positiva
mostra duas faixas de precipitacdo (no encontro do
antigeno com o anticorpo) na histoplasmose ativa,
denominadas: H e M. Apods a recuperacdo do
doente, a faixa H pode persistir ¢ a M aparece mais
precocemente, isso também pode ocorrer apos a
prova intradérmica em individuos mais sensiveis
(Lacaz et al., 2002).

A histoplasmose ¢ uma doenga cosmopolita,
prevalecendo na regido central dos Estados Unidos,
México (Taylor et al., 1997), Venezuela e
Guatemala (Garcia-Vazquéz et al., 2005). No Brasil
sua incidéncia difere nas regioes: Centro-Oeste (9,6-
63,1%), Nordeste (2,6-61,5%), Norte (12,8-50,1%),
Sudeste (4,6-93,2%) e Sul (6,3-89%) (Sidrim et al.,
2004).

O tratamento da histoplasmose se faz pela
anfotericina B (Martins et al, 2003), intraconazol,

cetoconozal (Cury et al, 2001) e fluconazol

(Kucharski et al., 2000)

2. Relevincia

O Parque Estadual Turistico do Alto Ribeira
(PETAR) representa uma regido de conservagio
ambiental que abrange cerca de 250 cavernas
cadastradas (SECRETARIA DO MEIO
AMBIENTE DO ESTADO DE SAO PAULO,
2007), muitas das quais habitadas por morcegos
(ordem Chiroptera). No local estdo representados
50% da fauna total da Mata Atlantica (Taddei et al,,
1998). Este rico patrimdnio subterraneo atrai muitos
pesquisadores espeledlogos (arquedlogos, bidlogos,
geodlogos, quimicos, etc.) e turistas, proporcionando
a pratica do turismo como uma das principais fontes
de renda da regido. (Karmann et al., 2000).

Uma das normas de visitagdo do Parque ¢é a
obrigatoriedade de acompanhamento de um monitor
ambiental local durante a visitacdo as cavidades.
Portanto, a  exposicdo  constante  destes
pesquisadores, monitores e turistas ao ambiente
cavernicola, possivelmente acarretaria a inalacdo de
microconideos de  Histoplasma  capsulatum,
aumentando a suscetibilidade desses individuos
desenvolverem a infecgao.

A regido ¢ deficiente ao acesso de servigos de
saude, ndo contando com hospitais, laboratorios ou
clinicas, dependendo apenas das unidades de saude
basica.

Os espeledlogos por sua vez, desenvolvem
diversas atividades no interior das cavernas, tais
como exploragdo, topografia, fotografia e também
mergulho. Nestas cavernas existe possibilidade de
inalagdo por suspensdo dos esporos de Histoplasma
capsulatum, devido a permanéncia dos espeledlogos
por longos periodos no interior das cavidades,
propiciando um maior risco de inalagdo de
microconideos.

3. Objetivos

Fazer o levantamento através de métodos
imunologicos da incidéncia de histoplasmose em
espeledlogos e monitores ambientais do PETAR.

4. Metodologia

4.1. Area de estudo

Parque Estadual Turistico do Alto Ribeira
(PETAR), conta com 250 cavernas catalogadas,
cachoeiras e trilhas pela Mata Atlantica, localizado
ao sul do Estado de Sdo Paulo, abrangendo parte dos
municipios de Iporanga e Apiai. Partindo de sdo
Paulo, seus acessos principais s3o através das
rodovias SP 280 (passando por Apiai) ou BR 116
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(Régis Bittencourt), por Jacupiranga e Iporanga. O
PETAR ¢ dividido em duas areas principais de
visita¢do, denominados ntcleo Santana (setor sul do
parque) e Cablocos (setor norte) onde os monitores
locais seguem roteiros elaborados nesses nucleos e
acompanham os visitantes (Karmann et al., 2000).

(0] Centro Integrado de Estudos
Multidisciplinares (CIEM), localizado na cidade de
Apiai, ¢ uma unidade pertencente ao Servigo
Geologico do Brasil (CPRM). No local, ocorrem
diversas atividades como cursos, exposi¢des ¢
eventos cientificos (CPRM, 2007). Um importante
evento cientifico sediado no CIEM em 2007 foi o
Encontro Paulista de Espeleologia (EPELEO),
promovido anualmente pela Sociedade Brasileira de
Espeleologia (SBE), cujo principio é interagir os
diferentes espeledlogos, grupos de espeleologia e
profissionais que atuam na darea, promovendo
cursos, palestras, saidas a campo, dentre outras
atividades. (SBE-Noticias, 2007).

Participaram deste estudo os espeledlogos
presentes no XVI Encontro Paulista de Espeleologia
em Apiai e monitores ambientais da cidade de
Iporanga, totalizando 37 voluntarios, sendo 32 deles
espeledlogos e 5 deles, monitores ambientais do
PETAR.

Os voluntarios que aceitaram participar do
estudo assinaram um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecidos (TCLE), onde foram expostos
os objetivos da pesquisa e a atuagdo do voluntario
na mesma; preencheram o questiondrio com
informagdes  epidemioldgicas  relacionadas  a
histoplasmose e doaram uma amostra de sangue
para a pesquisa de anticorpos contra o Histoplasma
capsulatum.

4.2. Testes imunologicos

Imunodifusio

E uma técnica de precipitagdo realizada num
gel de agarose sobre uma lamina de vidro, onde
antigeno (proteina produzida pelo fungo) e
anticorpo se difundem um em direcdo ao outro
formando linhas de precipitacdo (Freitas, 2004).

Immunoblotting

E uma técnica que utiliza como suporte uma
membrana de nitrocelulose onde se encontra o
antigeno ja fixado e separado por peso molecular.
Em seguida, ¢ incubado o soro com os possiveis
anticorpos contra o fungo. Na presenca de
anticorpos, ha ligacdo entre antigeno-anticorpo, que
ao ser revelada, ¢ visualizada pela presenca das
bandas M e/ou H que correspondem as proteinas M
e/ou H produzidas pelo fungo.

O immunoblotting é um teste altamente
sensivel, utilizado para confirmar casos de
histoplasmose quando se tém fortes indicios como
uma bidpsia positiva, ou cultura do fungo positiva e
que sejam negativos no teste de imunodifusdo. E
utilizado também em testes para avaliagdo e
antigenos e em estudos epidemiologicos. Este teste
tem por objetivo identificar as bandas que
caracterizam a infeccdo pelo  Histoplasma
capsulatum, a banda M e banda H (Guimaraes et al.,
2006).

5. Resultados parciais e discussao

5.1. Perfil dos avaliados pelos questionarios

o A faixa etaria média: 33 anos;

46% sdo do sexo feminino;

54% sao do sexo masculino;

29% dos voluntarios afirmaram ser tabagistas;

33% dos voluntarios afirmaram consumir bebida

alcoolica aos finais de semana;

e 46% dos voluntarios costumam permanecer mais
de 5 horas no interior das cavernas;

e 4% afirmam visitar na sua maioria, os saldes
secos;

e 37,5% ja apresentaram sintomas gripais apoés
visitar uma caverna;

e 92% nd3o usam mascaras durante a atividade
espeleologica;

e 67% dos voluntarios ja rastejaram no interior da
caverna em contato com guano;

e 50% limpam o rosto com as maos apds terem
entrado em contato com guano;

e 54% ndo lavam as mados apés ter deixado a
caverna e antes de comer;

e 07% dos voluntarios ingerem agua das minas
existente no interior ou proximas as cavernas.

5.2. Teste de Imunodifusdo

No teste de imunodifusdo, foi obtido o
seguinte resultado:

Das 37 amostras testadas, 33 apresentaram
resultado negativo, caracterizado pela auséncia das
linhas de precipitagdo. Foram observadas também
04 amostras apresentaram resultado positivo, com
presenca de linhas de precipitagdo; representando
11% das amostras testadas. Ambos resultados estdo
representados no grafico abaixo:
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Resultados da Imunodifusao

‘ OPositivos (11%) ENegativos (89%)

A imunodifusdo é um teste simples e de baixo
custo, portanto ¢ amplamente utilizado na rotina de
diagnostico dos fungos sist€émicos € na manutengao
de tratamento. Portanto, em casos de histoplasmose
assintomatica ou em infec¢des passadas, ¢ pouco
provavel que haja positividade pela visualizacdo das
linhas de precipitagdo, caracterizando uma
possibilidade maior de resultados falso-negativos.
Porém em individuos com doenca ativa, seja ela
aguda ou cronica, a imunodifusdo representa um
teste de extrema importincia, ja que nestes casos,
sua positividade pode chegar a 100% (Guimaraes et
al., 2006).

Relacionando com os resultados obtidos, ¢
possivel que os individuos voluntarios neste estudo
tenham entrado em contato em alguma vez com o
fungo (nfo necessariamente durante a atividade
espeleologica), porém, no momento da coleta, 33
deles apresentaram quantidade de anticorpos
detectaveis ou possivelmente devem ser portadores
assintomaticos da histoplasmose. Em relacao aos 4
voluntarios que tiveram seus testes positivos, ndo ¢
possivel afirmar que eles estio com doenga em
curso, € sim, que possuem niveis de anticorpos
relativamente expressivos, pois entraram em contato
com o H. capsulatum; para comprovar a presenga de
histoplasmose-doenga,  seria  necessario  uma
avaliagdo médica, onde seriam abordados pontos
como sintomatologia e pesquisa direta do agente
etiologico causador da histoplasmose.

5.3. Teste Confirmatério de Immunoblotting

Devido a disponibilidade de testes no
laboratério, foram selecionados, de forma aleatoria,
9 amostras que apresentaram resultado negativo
pelo método de imunodifuséo.

No teste de Immunoblotting, foi obtido o
seguinte resultado:

Do total de 9 (100%) amostras testadas pelo
Immunoblotting, todas apresentaram a Banda M,
dentre as quais, em relagdo a Banda H, 3 (33,3%)
amostras foram positivas e 6 (66,6%) foram
negativas. Estdo representadas no grafico abaixo:

Resultados do Immunoblotting

OBanda M
dBanda H

Positivo

Negativo

A banda M, uma glicoproteina de 70 a 94
kDa, sugere que ha histoplasmose aguda ou crénica,
ou ainda, pode sugerir infec¢do passada. A banda H,
uma glicoproteina de 108 a 120 kDa, sugere
histoplasmose disseminada. Essa banda tende a
desaparecer logo apods tratamento e cura do paciente.
Porém pode manter-se em até 2 anos apos o contato
com o fungo (Freitas, 2004).

Portanto pode-se afirmar que 6 voluntarios se
curaram espontaneamente durante infecgdo passada
ou ja entraram em contato com o fungo
provavelmente ha mais de 2 anos, ja& que houve
visualizagdo da banda M sem a banda H. Pode ser
possivel também que tenham sido imunizados pela
reacdo intradérmica de histoplasmina ja que este
tipo de teste pode influenciar a formacdo de
anticorpos anti-fragdo M.

Ja os 3 voluntarios que apresentam as duas
bandas, H ¢ M, podem ser sugestivos de doenca
ativa, seja ela aguda ou cronica, ou ainda, infecgdo
recente ou continua, dentro do periodo de 2 anos.
Porém como no teste de imunodifusdo nao houve
positividade, descarta-se o estado de doenca ativa.

6. Conclusiao

Neste trabalho através dos resultados parciais
obtidos, sugere-se que a histoplasmose pode ser uma
doenga ocupacional relevante, ja que todos os
voluntarios negativos na imunodifusdo encontraram
em contato com o Histoplasma capsulatum
confirmado pelo teste de Immunoblotting. E como o
desenvolvimento sintomatico da histoplasmose esta
associado a imunidade do individuo e & quantidade
de esporos inalada, seria interessante criar métodos
de evitar a exposi¢do continua a esses esporos.

Porém como se trata de resultados parciais, ¢
necessario avaliagdo dos outros voluntarios para
uma melhor conclusao do estudo.
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