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OBTENCAO DE EXOANTIGENOS DE Histoplasma capsulatum EM MEIO DE NEOPEPTONA,

GLICOSE, TIAMINA E ASPARAGINA (NGTA)

Nilma Maciel GARCIA (1), Cezar Mendes de ASSIS (2), Gilda Maria Barbaro DEL NEGRO (1)
& Carlos da Silva LACAZ (1)

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo a producéao de exoantigenos H e M das
amostras 58, B-679, A-811 e 0187 de Histoplasma capsulatum, utilizando o meio
NGTA (neopeptona, glicose, tiamina e asparagina) em periodos de cultivo de 1,
2 e 3 meses, a 36°C, sob agitacao constante (50 v.p.m.). Os antigenos brutos foram
avaliados contra anti-soro e antigeno de Histoplasma capsulatum de referéncia
(Center for Disease Control), 4 soros de pacientes portadores de paracoccidioido-
micose, 7 de histoplasmose e soro hiperimune anti-H. capsulatum produzido em
coelhos, através da reacao de imunodifusao dupla. Verificou-se que, com excecao
de B-679 com 1 més de crescimento, todos os demais exoantigenos apresentaram
as fracOoes H e M de precipitacao. Os exoantigenos obtidos de A-811 apresentaram
s6 a banda H. Excetuando-se os exoantigenos 58 e B-679 com 1 més de crescimento,
todos os demais exoantigenos reagiram contra soros de pacientes com histoplas-
mose. Em relacao aos soros de pacientes com paracoccidioidomicose, somente os
exoantigenos 58 e 0187 nao apresentaram reacao cruzada. Todos os exoantigenos
reagiram frente ao soro hiperimune de coelho anti-H. capsulatum. Para obtencao
de exoantigenos de H. capsulatum, sugerimos que as amostras sejam cultivadas
sob as condicoes anteriormente descritas, adotando-se o periodo de 3 meses de
crescimento, utilizando-se exoantigenos de referéncia como controles da reagao.

UNITERMOS: Histoplasma capsulatum; Imunodifusido dupla; Exoantigenos H e M;
Meio de NGTA.

INTRODUCAO

A histoplasmose € infec¢do micotica provo-
cada pelo Histoplasma capsulatum, fungo di-
morfico, que pode ser cultivado sob as formas
M (miceliana) e Y (leveduriforme), esta tltima ob-

tida a 36°C e em condicdes especiais de cultivo'?
13, 14, 21

A doencga apresenta distribuigao universal,
prevalecendo em regioes de clima tropical e

temperado, com maior niimero de casos descritos
na regido do leste dos Estados Unidos e em qua-
se toda a América Latina. H. capsulatum tem
sido isolado de solos secos, contaminados com
fezes de morcegos, galinhas e outras aves, sendo
as grutas e galinheiros os reservatoérios mais im-
portantes.

Essencialmente, a histoplasmose ocorre sob
quatro formas clinicas basicas: benigna ou assin-
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tomaética, pulmonar aguda, disseminada e pul-
monar croénical.

Atualmente existe uma variedade de provas
sorolégicas de valor diagnéstico, auxiliando
também o acompanhamento da terapéutica e
controle de cura dos pacientes. Provas de fixa-
¢do de complemento!®, contraimunoeletrofore-
se’ e imunodifusio dupla® ! sdo as mais utiliza-
das e de maior valor. Na prova de imunodifuséo
dupla varias bandas de precipitacao podem ser
observadas, sendo duas delas, H e M, de maior
interesse® " ¥, Pacientes demonstrando a banda
H de precipitacdo estao geralmente em estagio
agudo e progressivo de doenca ativa; a demons-
tracdo somente da banda M indica estagio croni-
co da infeccdo ou contato anterior com o agente
etioldégico; o aparecimento da banda M pode ser
influenciado pelo teste cutaneo 4 histoplasmina.
Neste caso, esta reacao nao pode ser levada em
consideracdo quando se deseja distinguir a fase
ativa ou inativa da doenca®.

A presenca de ambas bandas H e M em pro-
vas de precipitacdo em gel de agar ou agarose,
é altamente indicativo de histoplasmose ativa,
até mesmo quando outras provas apresentam-se
negativas.

Em testes de imunodifusao dupla, geralmen-
te a banda H aparece préoxima ao orificio do soro
e a banda M, préxima ao orificio do antigeno.
Entretanto, dependendo da concentracéo rela-
tiva de antigeno e anticorpo, podem as mesmas
terem invertidas suas posi¢oes normais?’.

A avaliacao sorolégica de pacientes através
da técnica de imunodifusdao dupla depende, so-
bretudo, do uso de uma histoplasmina padriao que
contenha ambos os antigenos, H e M5, 17

O presente trabalho relata a utilizacdo do
meio de cultura NGTA, baseado no meio de Ne-
groni (1968)> 1% 18, para a producao das fragoes
antigénicas H e M, utilizando quatro amostras
de Histoplasma capsulatum, cultivadas a 36°C,
com agitacdo constante e em diferentes periodos
de crescimento.

MATERIAL E METODOS

Fungos: Para o estudo da producao de anti-
genos H e M, foram utilizadas quatro amostras

de H. capsulatum: 0187, isolada de um paciente
com histoplasmose; 58, mantida na Micoteca do
Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo;
B-679e A-811, obtidas do Center for Disease Con-
trol (CDC-Atlanta-USA).

Preparo do meio de cultura: Trinta gramas
de neopeptona foram dissolvidas em 120 ml de
agua destilada, préviamente aquecida a 45°C. A
solucao foi dialisada contra 2000 ml de 4gua des-
tilada durante 5 horas a 70°C e, por uma noite,
em geladeira. O contetido da membrana de dia-
lise foiretirado e o volume completado para 1800
ml com dgua destilada. Dezoito gramas de glicose
anidra, 0,18 g de tiamina e 0,36 g de asparagina
foram adicionados (esta ultima foi dissolvida a
quente, separadamente, antes de ser adicionada
ao meio). O meio de cultura foi homogenizado
e o pH acertado para 6,8-7,0. A seguir, foi distri-
buido em porcoes de 250 ml em frascos Erlen-
meyer com capacidade para 500 ml e autocla-
vado a 120°C por 15 minutos.

Obtencio dos antigenos filtrados de cultu-
ra: Cada amostra do fungo, inicialmente na fase
miceliana, foi cultivada, em meio NGTA sélido
e deixada a 36°C. Repiques a cada 15 dias foram
realizados, durante periodo de 2 meses. Em se-
guida, fragmentos de dgar de 0,25 cm? de cada
amostra foi transferido para frascos Erlenmeyer
contendo 100 mlde NGTA liquido, mantidos sob
agitacdo constante (estufa com agitac¢ao ETICA
S. A., Sio Paulo — Brasil) a 50 voltas por minuto,
36°C, durante 1 més. Apés este periodo, 5 ml de
cada cultura foram semeados em frascos Erlen-
meyer contendo 250 m! do mesmo meio de cultu-
ra. Os frascos foram incubados a 36°C durante
periodos de 1,2 e 3 meses. Os cultivos foram feitos
em triplicata para cada periodo de crescimento.

Passados os periodos de crescimento, as cul-
turas foram mertiolatadas (concentracdo final
1:5000), mantidas durante uma semana em gela-
deira e, ap6s realizacédo de teste de viabilidade,
foram filtradas em papel de filtro “Whatman n°
1”; em seguida, os filtrados brutos foram dialisa-
dos contra agua destilada por 24 horas em gela-
deira, concentrados 15 vezes por evaporacao, es-
tocados em frascos estéreis e mantidos em gela-
deira até momento do uso.

Obtenciao de anti-soro: Dois coelhos ma-
chos, de 3 kg de peso foram inoculados via subcu-
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tdnea, com 0,5 ml de antigeno de H. capsulatum
emulsionado com 0,5 ml de adjuvante completo
de Freund (Difco, USA); foram realizadas 10 ino-
culacoes comintervalos de 3 dias. Doze dias apds
a ultima inoculacdo, foi feita sangria total dos
animais.

O antigeno utilizado para as inoculac¢ées foi
preparado como se segue: um ‘‘pool’” de filtrados
de cultura obtidos das 4 amostras de H. capsu-
latum cultivadas em NGTA durante 3 meses
(conforme técnica anteriormente descrita) o
qual apresentou bandas de precipitacéao contra
soros de pacientes portadores de histoplasmose
em prova de imunodifusao dupla, foi precipitado
com 70% de etanol absoluto, conforme a féormula
abaixo:

Volume do antigeno x 70
100 — 70

Volume de etanol adicionado =

O ‘“‘pool” de antigenos foi colocado em baldo de
vidro, em banho de gelo, com agitacédo constan-
te, acrescentando-se o etanol gota a gota. A mis-
tura permaneceu sob agitacédo por mais 15 minu-
tos apds a adicdo do etanol, e em seguida, centri-
fugada a 3000 rpm por 30 minutos. Ao precipi-
tado formado, adicionou-se solucéo fisiolégica
até completar-se metade do volume inicial de
antigeno e, em seguida, dialisado contra dgua
destilada por uma noite em geladeira.

Soros e antigenos de referéncia: Foram uti-
lizados anti-soro e antigeno H e M de Histoplas-
ma capsulatum, fornecidos pelo Centers for Di-
sease Control (CDC — Atlanta, USA, lote
718-0326), 7 soros de pacientes portadores de his-
toplasmose e 4 de paracoccidioidomicose.

Imunodifusao dupla: Laminas de vidro com
dimensoées de 26 x 75 mm foram recobertas com
3 ml de dgar citrato a 1% (1% de agar purificado
Difco; 0,9% de cloreto de sédio; 0,4% de citra-
to de sédio; 7,5% de glicina e 0,01% de mertio-
late). Apés solidificacao do agar, foram realiza-
dos testes de imunodifusao dupla, onde os anti-
genos de todas as amostras do fungo foram testa-
dos frente aos soros acima citados. As laminas
foram lavadas em solucdo fisiolégica por 48 ho-
ras, secas em estufa, coradas pelo corante “Coo-
massie brilliant blue R-250" (Sigma) e descora-
das com o solvente composto de 45% de etanol
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absoluto, 10% de acido acético glacial e 45% de
dgua destilada. Todos os antigenos foram anali-
sados quanto a formacédo das bandas He M de
precipitacéo.

RESULTADOS

Conforme mostra a figura 1, verifica-se que
os filtrados de cultura obtidos das amostras 58,
0187 e B-679 de H. capsulatum apresentaram
as fracdes antigénicas H e M pelo teste de imuno-
difusao dupla, com excecao do filtrado de cultu-
ra da amostra B-679 com 1 més de crescimento.
Os exoantigenos obtidos da amostra A-811
apresentaram somente a banda H. Com excecdo
dos exoantigenos obtidos das amostras 58 e
B-679 com 1 més de cultivo, todos os demais
reagiram contra soros de pacientes portadores
de histoplasmose. Em relacdo aos pacientes por-
tadores de paracoccidioidomicose, os exoanti-
genos das amostras 58 e 0187 nao apresentaram
reacao cruzada. Todos osexoantigenosreagiram
contra soro hiperimune de coelho anti-H. capsu-
latum.

DISCUSSAO

Testes sorolégicos tém sido utilizados roti-
neiramente no diagnéstico da histoplasmose?,
dentre eles, as reacdes de fixacdo de complemen-
to, imunodifusdo dupla e contraimunoeletrofo-
rese; através destas duas ultimas, € possivel deter-
minar a presenca das bandas H e M de precipi-
tacao, caracteristicas do Histoplasma capsula-
tumB. 15, 20.

A determinacdo das duas bandas de precipi-
tacdo auxilia o diagnéstico da doenca, bem co-
mo o acompanhamento do tratamento e con-
trole de cura dos pacientes, uma vez que a detec-
caodabanda M sugere infeccdo na fase de resolu-
¢éo, enquanto a banda H, doenca em atividade®.

A avaliacao dos soros de pacientes através
da técnica de imunodifusiao dupla depende, so-
bretudo, do uso de um antigeno de referéncia
que contenha ambas as fracdes antigénicas H
e M. Com o intuito de obtermos um antigeno
no qual estas fragdes estivessem presentes, pro-
pusemos a utilizacao de um meio de cultura e
de uma metodologia para a obtencao do rea-
gente em tempo relativamente menor do que
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Legenda — 1: antigeno He M dereferéncia (CDC,
Atlanta — USA); 0: anti-soro H e M de referéncia
(CDC, Atlanta — USA); A: anti-soro de coelho
anti-H. capsulatum; 2: amostras O187 com 1 més
de cultivo; 3: amostra 0187 com 2 meses de culti-
vo: 4: amostra 0187 com 3 meses de cultivo; 5:
amostra B-679 com 1 més de cultivo; 6: amostra
B-679 com 2 meses de cultivo; 7: amostra B-679
com 3 meses de cultivo; 8: amostra 58 com 1
més de cultivo; 9: amostra 58 com 2 meses de
cultivo; 10: amostra 58 com 3 meses de cultivo;
11: amostras A-811 com 1 més de cultivo; 12:
amostras A-811 com 2 meses de cultivo; 13:
amostra-A-811 com 3 meses de cultivo.

Fig. 1 — Fotografia referente a2 imunodifusao dupla das amos-
tras de H. capsulatum nos diferentes periodos de crescimento,
frente ao anti-soro de coelho e anti-soro H e M de referéncia.

os comumente utilizados em técnicas ja desecri-
tas'".

Para tal utilizamos o meio NGTA, pois, de
acordo com o que foi demonstrado na producao
de antigenos de Paracoccidioides brasiliensis,

segundo DEL NEGRO et al?, tentamos verificar
se 0 mesmo meio de cultura poderia ser adequa-
do para a obtencao de exoantigenos do H. capsu-
latum. Desta forma, cultivamos o fungo a 36°C
em NGTA, sob agitacdo constante, durante pe-
riodos de 1, 2 e 3 meses, e verificamos que as
amostras O187 e 58 produziram as fracoes H e
M a partir do 1° més de cultivo, porém formando
bandas de precipitacao de baixa intensidade
através do teste de imunodifusdo dupla, nao
apresentando reacao cruzada com os soros de
pacientes portadores de paracoccidioidomicose.
A amostra A-811 foi produtora somente de
exoantigeno H, enquanto a amostra B-679 pro-
duziu ambas as fracoes somente & partir do 2¢
meés de cultivo.

Diante dos resultados obtidos, sugerimos
que o fungo seja cultivado conforme as condi-
¢coes acima descritas, adotando-se porém, o pe-
riodo de cultivo de 3 meses, pois 0s antigenos
obtidos neste periodo, mostraram bandas de
precipitacao de maior intensidade pelo teste de
imunodifusao dupla.

Outros estudos imunoquimicos serao reali-
zados no sentido de se analisar a composicao
destes filtrados de cultura, na tentativa de defi-
nir outras provaveis fracoes antigénicas presen-
tes, que nao H e M, observadas em imunodifusao
dupla, frente ao soro hiperimune produzido em
coelhos.

SUMMARY

Histoplasma capsulatum exocellular antigens.
Obtention in neopeptone, glucose, thiamine and
asparagine medium (NGTA)

The purpose of this work is obtaining exoce-
llular antigens H and M from 4 H. capsulatum
strains using NGTA medium (neopeptone, glu-
cose, thiamine and asparagine) for periods of 1,2
and 3 months, at 36°C and continuously shaken.
The exocellular antigens were evaluated by
double immunodiffusion test against H. capsu-
latum rabbit antiserum, 7 histoplasmosis sera,
4 paracoccidioidomycosis sera and a reference
antigen and antibody furnished by C.D.C.
(Atlanta — USA).
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Except for the exocellular antigen from

strain B.679 with 1 month of culture, all exoce-
Hular antigens obtained from the strains B.679,
58 and 0187 showed the H and M bands. The

A8

11 §train demonstrated only the fraction H.

All the exocellular antigens reacted positi-

vely with sera from histoplasmosis patients, ex-
cept those obtained from strains 58 and B.679
with 1 month of culture. With regard to paracoc-
cidioidomycosis patients sera, the exocellular
antigens from strains 58 and 0187 did not cross-
react with them.
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