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Efeitos da Radiacdo Gama em Leveduras de Sporothrix Schenckii
Camila Maria de Sousa Lacerda
RESUMO

A Esporotricose é uma infeccdo subaguda ou cronica causada pelo fungo Sporothrix
schenckii. A transmissdo zoonética pode ocorrer depois de arranhdes ou mordidas de animais,
principalmente gatos, roedores e tatus. Até o momento, nenhuma vacina esta em uso para
esporotricose ou para qualquer infec¢do fungica de importincia médica, indicando a
necessidade de ampliar a investigacdo neste campo e explorar novas alternativas. O objetivo
deste estudo foi avaliar os efeitos da radiagdo gama em leveduras de S. schenckii, visando a
sua atenuagdo, para aplicacdo posterior de leveduras radioatenuadas no desenvolvimento de
uma vacina destinada a imunizagdo de gatos e caes. As leveduras S. schenckii foram
cultivadas em meio sélido BHI (Infuso Cérebro e Coracao) suplementados com tiamina e na
temperatura de 36°C. As culturas foram irradiadas com doses variando de 1,0 a 9,0 kGy. Apés
cada dose foram avaliados a capacidade reprodutiva, a viabilidade, e o metabolismo de sintese
de proteinas. A avalia¢do da viruléncia foi realizada pela inoculag¢do das leveduras irradiadas
em camundongos Balb/c imunossuprimidos e posterior recuperacdo de unidades formadoras
de colonias (UFCs). A integridade do DNA, a ocorréncia de apoptose e de alteragdes ultra-
estruturais também foram analisada nas leveduras radioatenuadas. Os resultados mostraram
uma reducdo de 6 ciclos logjp no nimero de UFCs recuperadas na dose de 6,0 kGy e a partir
de 8,0 kGy nao foram recuperadas UFCs. A andlise de viabilidade indicou que as leveduras
permaneceram vidveis até a dose de 9,0 kGy, a maior dose testada. As leveduras irradiadas
mantiveram a capacidade de sintese de proteinas, porém esta foi reduzida significarivamente
na dose de 9,0 kGy, quando avaliada 24 horas apds a irradiacdo. Os ensaios de viruléncia
utilizando leveduras irradiadas com as doses de 7,0 e 9,0 kGy mostraram que nao houve
recuperacdo de UFCs dos 6rgidos dos camundongos imunossuprimidos, indicando que as
células estavam atenuadas. O ensaio de integridade do DNA mostrou que com 7,0 kGy o
DNA das leveduras estava fragmentado. Nesta mesma dose foi verificada uma diferenca
discreta, mas significativa, na ocorréncia de apoptose entre as células irradiadas e controles 24
horas ap0s a irradiacdo. Através da microscopia eletronica de transmissao foram verificadas
alteracdes ultra-estruturais nas leveduras irradiadas com 7,0 kGy. Duas horas apds a
irradiacdo as principais alteragdes verificadas foram a vacuolizagdo e a perda de
homogeneidade do citoplasma. Apds 24 horas, além destas alteragdes o citoplasma se mostrou

retraido e freqiientemente se descolando da parede celular. Nossos resultados indicaram que



para as leveduras do S. schenckii, foi possivel encontrar uma dose absorvida em que o agente
tem comprometida sua capacidade reprodutiva e perde a viruléncia, mantendo a sua

viabilidade, uma condi¢ao desejavel para o desenvolvimento de uma vacina radioatenuada.



Effects of Gamma Radiation in Sporothrix Schenckii Yeast Cells
Camila Maria de Sousa Lacerda
ABSTRACT

Sporotrichosis is a subacute or chronic infection caused by the fungus Sporothrix
schenckii. Zoonotic transmission can occur after scratches or bites of animals, mainly cats,
rodents, and armadillos. Up to the moment, no approved vaccine was reported for S. schenckii
or to any important pathogenic fungi infection in humans, indicating the need to expand the
research in this field and to explore new alternatives. The aim of this study was to evaluate the
effects of gamma radiation on the viability, metabolic activity and reproductive ability of S.
schenckii yeast cells for further studies on the development of a vaccine for immunization of
cats and dogs. The culture of S. schenckii, in solid medium, was irradiated at doses ranging
from 1.0 to 9.0 kGy. After each dose the reproductive capacity, viability and protein synthesis
were estimated. The results showed that a reduction of 6 loglO cycles in the number of
colonies was achieved at 6.0 kGy and after 8.0 kGy no colonies could be recovered. The
viability analysis indicated that yeast cells remained viable up to 9.0 kGy. The results of
protein synthesis analysis showed that the yeast cells, irradiated up to 9.0 kGy, were able to
synthesize proteins. But this ability was significantly reduced with 9.0 kGy, 24 h after
irradiation. The virulence assays using yeast irradiated with doses of 7.0 and 9.0 kGy showed
no CFUs recovery from tissues of immunosuppressed mice, indicating that the cells were
attenuated. The DNA integrity test showed that the DNA of 7.0 kGy irradiated yeast cells was
fragmented. At the same dose was verified a discrete but significant increase in the apoptose
occurrence in relation to controls 24 hours after the irradiation. By transmission electron
microscopy were observed ultrastructural changes in yeast irradiated with 7.0 kGy. Two hours
after irradiation the major changes were the vacuolization and the loss of homogeneity of the
cytoplasm. After 24 hours, apart from these changes, the cytoplasm was often retracted and
sometimes taking off from the cell wall. Our results indicated that for the yeast cells of S.
schenckii, it was possible to find an absorbed dose in which the fungus loses the virulence,
while maintaining the viability, a desirable condition for the development of a radioattenuated

yeast vaccine.
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CAPITULO 1. INTRODUCAO

As vacinas tém sido empregadas com sucesso na prevencao de doencas infecciosas,
auxiliando no combate de numerosas enfermidades. No entanto, a elaboracdo de vacinas
eficazes no combate a organismos eucariotos, como fungos, impde um desafio adicional. A
resolucdo de doencas causadas por fungos patog€nicos € dependente de uma interagdo
coordenada de multiplos componentes do sistema imune do hospedeiro (CUTLER et al,
2007). Vacinas vivas atenuadas sdo ferramentas para se atingir este objetivo visto que este
tipo de vacina induz respostas que mobilizam varios bracos do sistema de defesa,
restabelecendo a imunidade natural a doenga, ao contrdrio da imunizacdo com proteinas

isoladas ou patégenos mortos (REINA-SAN-MARTIN et al, 2000).

A esporotricose € uma infec¢do subaguda ou crdnica causada pelo fungo Sporothrix
schenckii, considerado sapréfita de solo rico em matéria organica. As principais dreas
endémicas atuais estdo no Japao, na América do Norte e América do Sul, especialmente
Brasil e México (BECHELLI, CURBAN, 1988). Ela é a micose subcutinea de maior

incidéncia na América Latina.

A esporotricose se desenvolve principalmente através da penetracdo do fungo na derme,
seja através de ferimentos ou abrasdo da pele produzidos por materiais infectados, ou pela
inalacdo de esporos através do trato respiratério (BELKNAP, 1989). A transmissdo zoondtica

pode ocorrer depois de arranhdes ou mordidas de animais, principalmente gatos.

Até o momento ndo existe vacina para a esporotricose, nem vacinas em uso para
micoses de importancia médica. Apenas uma vacina profildtica constituida de esférulas de
Coccidioides immitis inativadas por formalina foi testada em humanos, mas esta ndo conferiu
protecdo em uma triagem randomizada (COLE et al, 2004; PAPPAGIANIS, 1993). No campo
da medicina veterindria uma vacina para o Trichophyton. verrucosum, baseada no patégeno
atenuado, tem sido utilizada com sucesso (GUDDING et al, 1986). Sendo assim, torna-se
importante e necessdario pesquisar alternativas que possam ser aplicadas na pesquisa de

vacinas contra enfermidades provocadas por fungos.

O potencial de irradiacio como uma ferramenta altamente eficaz para a criagdo de
vacinas vivas atenuadas é reconhecida desde a década de 1950 (TAYLOR et al, 1986).

Patégenos irradiados com doses especificas, freqlientemente perdem sua viruléncia, mas
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mantém a atividade metabdlica e a morfologia e, conseqiientemente, sdo capazes de induzir

um alto nivel de imunidade (WALLES, KUSEL, 1992).

A proposta deste trabalho € estudar os efeitos da radiacdo gama sobre a forma
leveduriforme do Sporothrix schenckii, visando a atenuacdo da mesma. As leveduras
radioatenuadas seram posteriormente utilizadas no desenvolvimento de uma vacina destinada
a cdes e gatos, com o propdsito de evitar o desenvolvimento da enfermidade em animias e a

transmissdo para humanos.



18

CAPITULO 2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da radiacdo gama em leveduras de Sporothrix schenckii visando a

atenuacgdo destas para utilizagdo como vacina.

2.2, OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Determinar a dose absorvida, em kGy, necessdria para eliminar a capacidade de

reproducio das leveduras.

. Avaliar a viabilidade das leveduras irradiadas.

. Avaliar o metabolismo de sintese de proteinas das leveduras irradiadas.

. Verificar a integridade do DNA das leveduras irradiadas.

. Avaliar a ocorréncia de apoptose em leveduras irradiadas.

. Verificar a ocorréncia de alteracdes ultra-estruturais nas leveduras irradiadas.

o Avaliar a perda de viruléncia das leveduras irradiadas.
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CAPITULO 3. JUSTIFICATIVA

Até o momento nio existe vacina para a esporotricose, nem vacinas em uso para
micoses de importancia médica. Dessa forma, torna-se necessdrio pesquisar alternativas que

possam ser aplicadas na pesquisa de vacinas contra enfermidades provocadas por fungos.

A esporotricose em animais deve ser considerada como uma doencga potencialmente
zoondtica (BARROS et al, 2001; DUNSTAN et al, 1986a; FLEURY et al.,, 2001;
NAKAMURA et al, 1996; NAKAMURA et al, 1999; NUSBAUM et al, 1983) e a populacdo
felina como uma categoria de alto risco (FLEURY et al, 2001; SCHIAPPACASSE et al,
1985).

Os gatos eliminam leveduras continuamente através de exsudatos das lesdes cutaneas e
fezes, por esse motivo apresentam risco potencial para inalacdo e subsequente
desenvolvimento da esporotricose disseminada em humanos imunocomprometidos, que

compartilham o meio ambiente com felinos infectados (DUSTAN et al, 1986a).

Tendo em vista 0 aumento na ocorréncia da doenca no Brasil, em especial no Rio de
Janeiro (tendo o gato como principal agente transmissor), a falta de vacina eficaz e as
dificuldades no tratamento, a pesquisa de uma vacina de uso veterindrio para a esporotricose €
de grande relevancia. Neste projeto estudamos os efeitos da radiacdo ionizante sobre as
leveduras de S. schenkii visando o desenvolvimento de uma vacina baseada em leveduras

radioatenuadas.

A aplicacdo da vacina com levedura radioatenuada contra a esporotricose seria na
vacinagdo de gatos e cdes com o objetivo de evitar a transmissdao para o homem e também
preservar a saide do animal, uma vez que a eutandsia nos animais é uma opg¢ao aceita quando
o periodo de tratamento se estende. Muitos autores sugerem que a transmissdo da infeccdo
para humanos pode ocorrer por simples contato com felino, recomendando, assim, apds o
diagnostico definitivo, a eutandsia dos animais infectados (ZANRI-SAAD et al, 1990;
WIGNEY, OXENFORD, 1993). Portanto, a eutandsia vem sendo recomendada mesmo antes

da tentativa de tratamento.

Esse trabalho visa contribuir para o controle da enfermidade evitando a transmissao para

os seres humanos e também para a protecdo da saide de animais de estimacao.
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CAPITULO 4. REFERENCIAL TEORICO

4.1. HISTORIA

A esporotricose foi descrita pela primeira vez em 1898, nos Estados unidos, por um
estudante de medicina da Universidade Johns Hopkins Hospital em Baltimore. O fungo
isolado, nesse caso, foi classificado como do género Sporotrichum. O segundo caso foi
relatado em 1900 por Hektoen e Perkins, que isolaram o patégeno de uma amostra aspirada de
lesdes cutaneas de um paciente, classificando o agente etioldgico de Sporothrix schenckii
(HEKTOEN, PERKINS, 1900). Em 1903, na Europa, foi descrito o primeiro caso e mais de
duzentos outros nos dez anos seguintes. Lutz e Splendore, em 1907, reportaram o primeiro
caso no Brasil, descobrindo também que era possivel a cultura do fungo in vitro. Howard, em
1961, descreveu a transi¢ao dimorfica do S. schenckii (LOPEZ-BEZERRA et al, 2006). Em
1952, Singer e Muncie sugeriram pela primeira vez a possivel transmissao da esporotricose

felina ao homem.

4.2. ESPOROTRICOSE

A esporotricose € a mais freqiiente das micoses subcutianeas e ocorre em quase todas as
regides do mundo, no campo ou na cidade, sendo a micose profunda de maior prevaléncia
global (LIMA, PEREIRA, 1988). Ocorre com maior freqiiéncia em zonas temperadas e
tropicais. Atualmente parece estar circunscrita ao Continente Americano (zona centro-sul) e
Japao. O maior nimero de casos vem do México e Brasil. Na América do Sul é muito
freqiiente também no Uruguai, Coldombia e Venezuela. No Brasil, ocupa o segundo lugar em
prevaléncia entre as micoses profundas, sendo superada apenas pela paracoccidioidomicose
(BECHELLI, CURBAN, 1988), mas ha variagdes conforme regido. Em Sao Paulo, ocupa o
segundo lugar, no Rio Grande do Sul € a micose subcutanea mais freqiiente ¢ na Amazonia

ocupa o quarto lugar (RESENDEL, FRANCO, 2003).

E uma doenca subaguda ou cronica do homem e de animais inferiores. Na maioria das
vezes, ¢ uma infec¢do benigna, com lesdes polimorficas que se limitam a pele e ao tecido
celular subcutaneo, embora nos gatos seja muito comum o comprometimento de 6rgaos vitais

em determinado estdgio da doenca, quando o tratamento € tardio. Em humanos, raramente
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pode disseminar-se para ossos e 6rgdos internos € mais raramente ainda pode ser doenca

primariamente sist€émica, tendo inicio pulmonar (RESENDEL, FRANCO, 2003).

Usualmente, o S. schenkii penetra no organismo humano por trauma envolvendo o
rompimento da integridade da epiderme, mas inalagdo, aspiragdo ou ingestdo do fungo
também podem produzir a doenca (BELKNAP, 1989). O agente ndo parece ser capaz de
penetrar a pele intacta, salientando-se o papel do traumatismo que se d4 por pequenos cortes,
abrasdes e puntura com material contaminado, permitindo ao fungo atingir camadas mais

profundas, onde podera assumir a forma parasitaria (DUSTAN et al, 1986).

A esporotricose, em muitas ocasides, deve ser considerada como moléstia profissional,
havendo relatos de epidemias entre certas profissdes (FURTADO, ARMOND, 1981). A
maior incidéncia é observada entre trabalhadores que lidam com o solo e vegetais, como
jardineiros, floristas, mineiros, agricultores, carpinteiros, etc (BARROS et al, 2004). Estudos
anteriores referem-se a esporotricose como ‘“doenga roseira” apds pessoas terem se ferido em

espinhos infectados pelo fungo.

Surtos epidémicos de esporotricose tém sido descritos, tendo o mais conhecido ocorrido
na década de 40, na Africa do Sul, com aproximadamente 3.000 garimpeiros infectados por
suportes de madeira nas minas de outro (VISMER, EICKER, 1994). Um surto em 1988, nos
Estados Unidos, afetando 84 trabalhadores que participavam de um programa de
reflorestamento em 15 estados, foi associado com a manipulacio do musgo Sphagnum
magellanicum (LOPEZ-BEZERRA et al, 2006). Outro surto, dessa vez na Austrdlia, foi
descrito, envolvendo individuos em contato com feno antes da infeccio (O’RELLY,
ALTMAN, 2006). Na América do Sul, a maioria dos casos relatados € em pacientes do Brasil,
onde a esporotricose chegou a ser responsdvel por 0,5% de todas as doencas de pele no estado
de Sao Paulo. No Uruguai, mais de 80% dos casos de esporotricose foram diagnosticados em

cacadores de tatu (LOPES et al, 1999).

Apesar de ser geralmente diagnosticada no homem como uma importante infeccao
micotica, a esporotricose tem sido identificada em uma variedade de espécies animais, sendo
assim, uma outra via de transmissao da enfermidade para o homem (HENNEMANN et al,
2003). Os animais portadores da doenca podem transmiti-la a partir da mordedura,

arranhadura e picada.

A transmissibilidade da esporotricose de animais para humanos ndo era muito clara na

literatura, varias referéncias relatam que a esporotricose nao € transmitida de animais para
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humanos. Porém, outras relatam que a esporotricose € potencialmente transmitida para o
homem. Foram relatados casos da doenca seguindo bicada de galinha e papagaio, picada de
insetos, dentada e manuseio de peixe, mordida de c@o, mordida de pred e rato, mordida e
arranhadura de gato, sendo este ultimo, o animal atualmente mais implicado na transmissao
para o homem (DUSTAN et al, 1986). Desde 1980 os gatos domésticos tém adquirido
importincia na transmissdao da esporotricose para o homem (SCHUBACH, SCHUBACH,
2000). Estes animais podem contrair a doenca também gragas ao hédbito de arranhar pedagos
de madeira, ou em brigas por alimento ou disputa por territério com outros gatos

(MEDLEAU, HNILICA, 2003).

As referéncias que relatam essa transmissao potencial da esporotricose de animais para
seres humanos podem ser confirmadas com o que foi descrito como a maior epidemia de
esporotricose devido a transmissdo zoondtica, entre 1998 e 2004, no Rio de Janeiro, que
afetou principalmente areas com condicdes sdcio-econdmicas menos favorecidas. Nesse
periodo, somente no Instituto Evandro Chagas, 1503 gatos, 64 cdes e 759 casos humanos
foram diagnosticados isolando-se o fungo (BARROS et al, 2004). Como regra, os casos
felinos precedem os caninos € humanos e os individuos mais afetados foram donas de casa em
contato com gatos contaminados. O contato domiciliar ou profissional com gatos infectados
foi identificados em 84,1% dos casos caninos e 84,7% dos casos humanos. Sendo que destes

dltimos, 57,1% revelaram ter sofrido arranhdes ou mordidas (BARROS et al, 2004).

Diferentemente de outras espécies, os gatos infectados possuem um grande nimero de
leveduras em suas lesdes cutaneas, apresentam um crescimento profuso do fungo no tecido
infectado (WERNER, WERNER, 1993) e ainda presenca de muitas estruturas leveduriformes
nos macréfagos, células gigantes multinucleadas, linfécitos e células epitelidides vacuoladas
dispersas (KIER et al. 1979; GONZALES CABO et al, 1989). Estes animais continuamente
eliminam o fungo por exsudatos e fezes, o que pode caracterizar o potencial zoondtico da
esporotricose felina (DUSTAN et al, 1986). Ainda no caso dos felinos, ndo foram relatadas
predisposicdes quanto a raca, sexo ou faixa etdria (CARAVALHO et al, 1991; ETTINGER et
al, 1992).

Em 18 casos relatados na literatura veterindria, apenas um felino infectado era fémea,
todos os outros eram machos. (ETTINGER et al, 1992). Examinando 571 casos de felinos
com esporotricose, Davies e Troy (1996) destacaram a predisposi¢do em jovens, machos e
imunocomprometidos. Para Read e Sperling (1982); Dunstan et al (1986a); Caravalho et al

(1991); Werner e Werner (1993), os felinos que vivem ao ar livre, ou machos, pelo seu habito
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a atividade externa e agressividade, ttm uma tendéncia a infeccdo (HENNEMANN et al,

2003).

A baixa capacidade patogénica do S. schenckii foi descrita por Gonzalez Cabo et al.

(1989) e talvez por esse motivo nao possa ocorrer transmissao de humano para humano.

Os sintomas, tanto em humanos quanto em animais, incluem feridas pelo corpo, dores
nas articulacdes, perda de apetite, febre e inguas. Geralmente os sintomas come¢am com uma
lesdo na pele que comeca a inflamar se transformando em uma espécie de tulcera purulenta.
Quando nao tratada, as feridas se alastram por todo o corpo. Nos felinos, as lesdes ocorrem
mais comumente nas extremidades e cabeca (DUSTAN et al, 1986a; WERNER, WERNER,
1993), base da cauda e escroto (DUSTAN et al, 1986a) e pode ser fatal. J4 nos seres humanos,
as lesdes, na maioria das vezes, localizam-se nos membros superiores e rosto € com menor
freqiiéncia nos membros inferiores e raramente no tronco (WERNER, WERNER, 1993).
Caracteriza-se pela dermatite piogranulomatosa difusa ou nodular com poucas ou sem a
presenca de levedura de S. schenckii (DUNSTAN et al, 1986a) e dificilmente leva ao obito.
Raramente sdo relatados casos de esporotricose felina de ocorréncia natural, porém, literatura
recente, ressalta que gatos infectados representam o maior risco zoonético (HENNEMANN et

al, 2003).

A esporotricose € considerada um risco para as pessoas expostas ao fungo, como as que
trabalham com jardins, em florestas € minas e manipulam amostras laboratoriais, assim como
médicos veterindrios, auxiliares e estudantes de veterinaria, (KOBAYASHI, YAMAMOTO,
2002; NUSBAUM et al, 1983; READ, SPERLING, 1982; WERNER, WERNER, 1993).

Espinosa-Texis et al (2001), estudaram 50 pacientes com esporotricose, destes 62%
eram mulheres, 34% criancas e adolescentes abaixo de 20 anos de idade e 28% adultos com
mais de 50 anos de idade. A doenca foi predominante em agricultores (44%) seguida por

donas de casa (30%).

4.3. SPOROTHRIX SCHENCKII

O S. schenckii é um fungo geofilico, de reproducdo assexuada, termodimorfico,
encontrado na natureza na forma micelial, entre 25° ¢ 30°C passando a forma leveduriforme
quando em parasitismo, a 36°C (FINDLAY, VISMER, 1986; NOBRE et al, 2003).
Considerado saproéfito de cascas de drvores e de solos ricos em matéria organica e vegetacao

apodrecida, crescendo principalmente em locais quentes e imidos. Na forma micelial, ha
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formacdo de uma pelicula enrugada, que adere ao meio de cultura, muito resistente,
apresentando as vezes micélio aéreo (CARAVALHO et al., 1991;CRUZ, 1985; DUNSTAN et
al, 1986a; GARRISON et al, 1979; GONZALEZ CABO et al, 1989; ZAMRI-SAAD et al,
1990; WERNER, WERNER, 1993; WIGNEY, OXENFORD, 1993).

Na forma parasitdria, crescendo em lesdes dermo-epidérmicas, viscerais e dsseas ou
quando cultivado em meios ricos, como dgar infusdo de cérebro e coragdo a 37°C, passa a
forma levedura (XAVIER et al, 2004). Nestas condicdes, as células sdo em forma de cigarro,

arredondadas ou ovoides.

Microscopicamente os micélios apresentam delgadas hifas finas, hialinas, septadas,
delicadamente ramificadas, com aglomerados de conidios pigmentados (2 a 6 micrometros de
diametro), com paredes celulares grossas, surgindo de conidi6foros (MADRID et al, 2006) e
(ETTINGER et al, 1992). Macrésporos sdo produzidos por algumas linhagens de Sporothrix

spp., sendo considerados caracteristicos do microrganismo.

As formas leveduriformes sdo pleomorficas: podem ser observadas microscopicamente
células de tamanhos variados, redondas, ovdides ou em forma de charuto. A estrutura das
leveduras de S. schenckii tanto in vitro como in vivo, sao semelhantes. Em ambos 0s casos as
células caracterizam-se pela presenca de inclusdes opacas no citoplasma e de material

microfibrilar na superficie externa da parede celular (GARRISON et al, 1979).

A identificagdo de S. schenckii deve basear-se na transformagdo da forma micelial para
a forma leveduriforme, ou vice-versa, ou pela inoculagdo em animais de laboratério, para a
demonstracdo de patogenicidade. Existem linhagens apatogénicas de Sporothrix spp

(ETTINGER et al, 1992).

A transformacdo de uma fase para outra € reversivel. O fungo € capaz de viver em
saprofitismo em vegetais, detritos de plantas com material organico, solo ou 4gua

contaminados, bem como na boca e pélos de animais e na cavidade orofaringea humana.

Pertence ao reino Fungi, Divisdo Ascomicete, a subdivisdao Deuteromycotina, a classe
Hyphomycetes, género Sporothrix e espécie S. schenckii, (KWON-CHUNG, BENNET,
1992).

A parede celular do S. schenckii desempenha um papel central na interagdo patdégeno-
hospedeiro, mediando varios processos associados com a patogé€nese desses microrganismos.
A presengca de melanina na parede celular pode ter um papel protetor, atuando na

neutralizacdo de radicais livres (LOPEZ-BEZERRA et al, 2006).



CAPITULO 4: REFERENCIAL TEORICO 25

Estudos moleculares recentes tém avaliado a diversidade genética de S. schenckii,
demonstrando que diferentes grupos de cepas de S. schenckii estdo relacionados com
diferentes origens geograficas (GUTIERREZ-GUALHARDO et al, 2008; MARIMON et al,
2006; O’REILLY, ALTMAN, 2006). Além disso, Marimon et al (2007) propuseram, através
de estudos fisioldgicos e moleculares, a existéncia de trés espécies novas de Sporothrix (REIS

et al, 2006).

O periodo de incubagdo da enfermidade pode variar de 1 a 12 semanas. (HACHISUKA,
SASAI 1981; SCHIAPPACASSE et al, 1985).

4.4. VIRULENCIA

Uma grande variedade de fungos apresenta fatores que os auxiliam na sua
sobrevivéncia, tanto no ambiente quanto no hospedeiro, que sdo os fatores de patogenicidade.
Muito pouco € conhecido sobre os fatores que contribuem para a viruléncia do S. schenckii,
no entanto, alguns sdo estudados por diversos pesquisadores, como a termotolerancia,

dimorfismo, enzimas extracelulares e a melanina (NOBRE et al, 2005).

Melaninas sdo pigmentos marrons escuros ou pretos, produzidas por microrganismos,
plantas e animais, compostos de vdrios tipos de mondmeros fendlicos ou inddlicos,
geralmente combinadas com proteinas ou com carboidratos. Embora nio sejam essenciais
para o crescimento e desenvolvimento, aumentam a chance de sobrevivéncia e

competitividade no meio ambiente (JACOBSON, 2000; NOBRE et al, 2004).

A DHN (1,8 dihidroxinaftaleno) é a mais bem caracterizada melanina fingica, também
conhecida como melanina pentacetideo, que ocorre em muitos ascomicetos e deuteromicetos.
O mecanismo pelo qual os pigmentos aumentam a viruléncia nos fungos nio é conhecido,
mas estudos desenvolvidos demonstram que a melanina € um importante fator de viruléncia,
conferindo protecdo celular contra estresses ambientais como irradiacdo ultravioleta e
dissecacdo, e protecdo contra a acdo do sistema de defesa do hospedeiro (DOERING et al,

1999; JACOBSON, 2000; TSAI et al, 1998).

Romero-Martinez et al (2000) documentaram a presenga dos granulos de melanina
DHN na parede dos conidios de S. schenckii. Estes observaram que células melanizadas foram
mais resistentes a acdo de fagdcitos do que as células que ndo apresentavam melanina.
Através da microscopia eletronica de transmissdo, Morris-Jones et al (2003) demonstraram a

presenca de uma fina camada de melanina na célula leveduriforme de S. schenckii, embora as
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coldnias tivessem mantido coloragdo creme. O trabalho demonstrou que o S. schenckii possui
a capacidade de sintetizar melanina tanto na forma leveduriforme como na micelial MATTEI

et al, 2000) .

As proteinas secretadas pelas leveduras de S. schenckii, principalmente a proteina de 70
kDa (proteina tirosino kinase de 70kDa) que é essencial na transdu¢do da sinalizacdo nos
linfécitos T e células natural killer (NK), sdo capazes de ativar uma resposta humoral e
conseqiiente producdo de altos niveis de anticorpos e inibir a fagocitose do fungo pelos
macréfagos. Sendo assim, estes antigenos modulam a resposta imune na esporotricose €

contribuem para a patogenicidade do fungo (NASCIMENTO, 2004).

O dimorfismo do S. schenckii ¢ comprovadamente um dos fatores relacionados a
viruléncia, atribuindo ao agente maior capacidade de protecdo diante ao sistema imune do

hospedeiro suscetivel.

Outros fatores relacionados a viruléncia t€ém sido estudados, como a possivel correlagdao
entre a termotolerancia e as formas clinicas da micose, considerando que isolados incapazes
de crescer em temperaturas superiores a 37°C, estariam associados com a forma cutanea fixa
da micose, enquanto isolados termotolerantes estariam aptos a se desenvolver nos 6rgaos

internos.

Em relagdo ao tempo de cultivo de conidios, foi observado que os cultivados por um
periodo de 7 dias sdo mais virulentos, quando comparados com aqueles cultivados a 10 dias,
sendo ainda detectadas diferengas entre a composi¢do da parede celular dessas estruturas

(KAJIWARA et al, 2004).

Silva et al (2007), considerando o crescente nimero de casos de esporotricose nos
animais domésticos, especialmente em felinos, assim como a importancia de se definir os
aspectos relacionados a patogenicidade do agente, comparou a evolugdo clinica de ratos
Wistar inoculados com isolado felino e canino de S. schencki,i provenientes de casos clinicos
da doenca e de acordo com os resultados obtidos neste estudo, propds que a quantidade de
pigmentos no isolado felino pode estar envolvido com a maior patogenicidade do agente
quando em forma parasitdria, porém sao necessarios novos estudos que confirmem esta
possibilidade, assim como a avaliacdo de outros fatores envolvidos na viruléncia do S.

schenckii.
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4.5. FORMAS CLINICAS

z

A esporotricose ¢ uma doenca subaguda ou crbnica caracterizada por lesdes
polimérficas da pele e do tecido subcutaneo, com freqiiente comprometimento dos vasos
linfaticos adjacentes, que se inicia por inoculacdo do S. schenckii na pele. A disseminacdo
secunddria para articulagdes, musculos e ossos € rara, assim como manifestacdes viscerais da

doenca, de origem respiratoria.

A enfermidade afeta qualquer idade, raga ou sexo. Antigamente era mais comum em
homem branco, adulto devido a exposi¢do ocupacional e recreacional. Varias formas clinicas
de esporotricose podem ser observadas dependendo da viruléncia do fungo, da profundidade,
do tamanho do indéculo e do estado imunolégico do hospedeiro. A enfermidade apresenta as

seguintes manifestacdes clinicas (LOPEZ-BEZERRA et al, 2006):

4.5.1. CUTANEO LINFATICA

E a forma mais comum de manifestacio da esporotricose (cerca de 80%). Tem como
lesdo inicial um nédulo desenvolvido no sitio de inoculagdo, que pode ulcerar e a partir dele,
forma-se um cordao endurecido que segue pelo vaso linfatico em direcao aos linfonodos e, ao
longo dele, forma-se outros nddulos, que também podem ulcerar, dando um aspecto de
“rosario” (FIG. 1). Pode ocorrer o surgimento de inguas, que na maioria das vezes, sio
discretas. Esta descricdo clinica levou a nomear a doenca como Linfangite ascendente

nodular.

Nos humanos essa doenca raramente afeta o estado geral do paciente. Porém, nos

felinos € relatada apatia e declinio geral do animal (READ, SPERLING, 1982).

Nos felinos, autoinoculag@o pelo ato de lamber-se pode resultar em lesdes distantes do

local incial da infeccao (WERNER, WERNER, 1993) (FIG. 2A e B).
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FIGURA 1 - Forma cutéaneo linfatica da esporotricose em humano. Fonte: ZAITZ et al, 1998). Disponivel
em: http://www.micologia.com.br/esporotricose.shtml

4.5.2. LOCALIZADA

Caracterizada por lesdes nodulares localizadas em dreas expostas onde a inoculagdo
ocorreu (FIG. 3), ou seja, o fungo permanece confinado ao local de inoculagdo. E o préprio
cancro inicial ou esporotricoma sem comprometimento linfatico que, usualmente, reflete alto

grau de imunidade do hospedeiro.

A esporotricose localizada pode representar um alto grau de imunidade para a infeccao.
25% dos gatos inoculados com S. schenckii, em um estudo, tiveram cura espontanea da
doenca, indicando que a esporotricose pode ser mais comum do que € diagnosticada

(WERNER, WERNER, 1993) (FIG. 4).

4.5.3. DISSEMINADA OU MULTIPLA

As lesdes nodulares, ulceradas ou verrucosas se disseminam pela pele (FIG. 5, 6A e B).
E observada principalmente entre pacientes imunossuprimidos, em especial, individuos HIV
positivos (DONABEDIAN et al, 1994; SHAW et al, 1989). A infeccdo desenvolve-se, via
propagacdo tecidual, do local inicial da inoculag¢do para os ossos, pulmdes, figado, baco, rim,
trato gastrointestinal, SNC, olhos, articulag¢des, epididimo, glandula mamaria e linfonodos, ou

pela via hematégena. (GOAD, PECQUET GOAD, 1986; KIER et al, 1979; WERNER,
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WERNER, 1993). Embora o imunocomprometimento possa ser um fator importante nestes
casos, a causa especifica de imunossupressdao nao tem sido estabelecida em todos os casos

(WERNER, WERNER, 1993).

FIGURA 2 - Felino com esporotricose. Lesdes falacrdticas, ulceradas, encimadas por crostas hematicas,
formato geografico, disseminadas com acometimento principalmente de regides cefdlica, pavilhdes auriculares
(A) e membros (B). Evolug@o de cerca de 4 meses. Fonte: Sociedade Brasileira de Dermatologia Veterindria.
Disponivel em: http://www.sbdv.com.br
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FIGURA 3 - Forma cutineo localizada da esporotricose em humano. Fonte: ZAITZ et al, 1998). Disponivel
em: http://www.micologia.com.br/esporotricose.shtml

FIGURA 4 - Forma cutaneo localizada da esporotricose em felino. Multiplas lesdes ulceradas no membro
pélvico esquerdo do F9. Fonte: Setor de Micologia, FV- UFPel, 2007 (MADRID, 2007).
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FIGURA 5 - Forma cutaneo disseminada da esporotricose em humano. Fonte: SIDRIM, ROCHA, 2004).
Disponivel em: http://www.micologia.com.br/esporotricose.shtml

4.5.4. MUCOSA (OCULAR, NASAL, OUTROS)

Envolvimento da mucosa ndo € comum, mas pode ocorrer, e preferencialmente afeta a

mucosa ocular (VIEIRA DIAS et al, 1997) (FIG. 7).

4.5.5. EXTRACUTANEA (PULMONAR , OSTEARTICULAR E SISTEMICA)

De ocorréncia mais rara, na qual a infeccdo atinge outros 6rgdos (pulmaio, testiculos,
0ssos, articulacdes e sistema nervoso). Nessa forma, a via de contaminag¢do costuma ser a
ingestdo ou inalacdo do agente etiolégico e também pode haver imunodepressdo associada ao
surgimento. Entre as formas extracutaneas, a pulmonar e osteoarticulares sao as mais comuns,
mas hd relatos de casos graves de disseminacdo hematogénica com acometimento de

multiplos 6rgaos.
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FIGURA 6 — Forma cutineo disseminada da esporotricose em felino. Lesdo ulcerada e destrui¢do tecidual
em face (A) e membro toracico direito no F3 (B). Fonte: (MADRID, 2007)
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FIGURA 7 - Forma mucosa da esporotricose em humano. Comprometimento ocular e nasal. Fonte:
SIDRIM, ROCHA, 2004). Disponivel em: http://www.micologia.com.br/esporotricose.shtml

4.5.6. RESIDUAL (REGRESSAO ESPONTANEA, HIPERSENSIBILIDADE, ERITEMA NODOSO E

MULTIFORME)

Em locais com um grande nimero de casos da doencga, relatos de ocorréncia de
regressao espontanea e reacdes de hipersensibilidade, como eritema nodoso e multiforme nao

sdo raros (LOPEZ-BEZERRA et al, 2006).

A doenga aparece nos animais com 0 mesmo aspecto que nos seres humanos, ou seja,
feridas e lesdes de mucosa, mas tem um curso diferente entre os dois (DONADEL et al,
1993). Nos gatos pode haver disseminacgdo a partir do foco cutineo inicial o que sugere uma

imunossupressao ao fungo (DUSTAN et al, 1986).

Clinicamente os animais apresentam lesdes no dorso do tronco e na cabeca. As
extremidades também podem estar concomitantemente afetadas. As lesdes caracterizam-se
por formacgdes circulares, elevadas, com alopécia e crostas, em grande nimero e com
ulceracdo central. No caso de disseminacdo da doenga, podem estar presentes anormalidades
oculares neuroldgicas e linfaticas (BARCELOS et al, 2005). A forma que a doenga assume
provavelmente € determinada pela resposta imunolégica do hospedeiro (DUSTAN et al,

1986).
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4.6. DIAGNOSTICO

Infelizmente a doencga s6 € detectada quando sinais evidentes, como feridas pelo corpo,

ou apenas uma ferida, geralmente no nariz fica perceptivel.

O diagnéstico de esporotricose pode ser afirmado pela demonstracio do
microorganismo em exsudados ou em amostras de tecidos, pelo isolamento do
microorganismo por meio de técnica de cultura, ou pela inoculagdo em animais de
laboratérios com material infectado. Nao é comum a visualiza¢do direta do microorganismo
nos exsudatos, por se encontrarem em baixas quantidades nestes materiais (WOLF, TROY,

1995).

Segundo Dunstan et al (1986a) o diagnéstico de esporotricose € estabelecido com maior
facilidade através da obtencdo de 6mm de amostra biopsiada da lesdo cutanea, utilizando-se a
metade para andlise histopatoldgica e a outra metade para andlise micoldgica (cultura). A
cultura do fungo € o meio definitivo para o diagndstico, mas sdo necessarios 10 a 14 dias para
identificacdo. O diagndstico histopatolégico € mais rdpido, mas ainda existe uma certa
confusdo. O exame citoldgico serve como um diagndstico preliminar. Amostras de tecidos e

exsudatos sdo considerados suspeitos até o diagndstico definitivo ser firmado

Em virtude das muitas formas clinicas que apresenta, a esporotricose simula numerosas
dermatoses, afec¢des neopldsicas e infec¢des parasitarias (Demodex ou Pelodera) e reagdo a
corpo estranho devem ser excluidas ao diagnosticar a esporotricose (MEDLEAU, HNILICA;
2003; TILLY, SMITH, 2003).

4.6.1. MICROSCOPIA DIRETA

A observacdo microscopica do fungo no material clinico é realizada por meio de
coloragdes convencionais como Gram e Giensa. Nestes casos, a visualizacdo do fungo é
dificil, podendo confundir-se com células inflamatérias presentes abundantemente no
material. Resultados melhores sdo conseguidos com imunofluorescéncia, que emprega
anticorpos especificos marcados com uma substancia fluorescente a radiagdo ultravioleta

como a rodamina, fluoresceina, etc (CRUZ, 1985).
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4.6.2. TESTES SOROLOGICOS

E feito inoculando, de forma intradérmica, a esporotriquina no animal suspeito (CRUZ,
1985; HACHISUKA, SASALI 1981). Quando houver uma reac¢do inflamatéria no local, com
aumento da espessura da pele, o teste serd positivo. E importante salientar que animais nio
infectados também podem reagir positivamente ao teste (CRUZ, 1985). Sendo assim, este é

um meio auxiliar de diagnéstico (HENNEMANN et al, 2003).

4.6.3. ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DO FUNGO

Para evitar contamina¢do, o material a ser coletado para o isolamento deve ser,
preferencialmente, o ganglio fechado. O material deve ser triturado e a seguir é feita uma
suspensdo em salina. Esta suspensdo € semeada no meio de Sabouraud com cloranfenicol e
ciclohexamida, em tubo de ensaio e a incubacao € feita em temperatura ambiente. Deverd ser
feito um outro cultivo em 4gar infusdo de cérebro e coracdo, com incubacao em estufa a 37°C.
A pigmentacdo da colonia € um aspecto importante para a caracterizagdo do S. schenckii.
Inicialmente ela € creme, tornando-se depois marrom chocolate e finalmente marrom escuro,
quase negro. A microscopia observa-se hifas finas septadas e pequenos conideos colocados na
extremidade de diminutos esterigmas em um conidiéforo ou nascendo diretamente da hifa

(CRUZ, 1985).

4.6.4. INOCULACAO EXPERIMENTAL

A reproducdo da doenca é feita pela inoculacdo em camundongos e ratos, pela via
intraperitoneal (desenvolve peritonite em 5 dias) e em cobaia pela via intratesticular (produz
orquite em 5 a 10 dias). O diagndstico € confirmado através da evidenciag¢do do S. schenckii

nos animais inoculados (CRUZ, 1985).
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4.7. TRATAMENTO

Embora casos de cura espontanea tenham sido reportados, principalmente para a forma
cutanea localizada, a maioria dos pacientes requer longos tratamentos. O prognéstico €
excelente quando se institui o tratamento adequado, exceto na forma disseminada fulminante,

formas viscerais ou quando o paciente se encontra muito debilitado por doenga associada.

Diferentes drogas s@o utilizadas no tratamento de esporotricose, dentre elas o 1odeto de
potdssio, cetoconazol, itraconazol, terbinafina, fluconazol e anfotericina B. A escolha do
medicamento baseia-se na extensdo das lesdes cutianeas, na avaliagdo de interagdes
medicamentosas e efeitos adversos, no envolvimento sistémico e nas condi¢des clinicas do

individuo (LOPEZ-BEZERRA et al, 2006).

A primeira droga utilizada com sucesso no tratamento da esporotricose foi o Iodeto de
Potéssio, formulada como solu¢do saturada com, aproximadamente 142 g de iodeto de
potassio em 100ml de d4gua. Nao € recomendado durante a gravidez (LOPEZ-BEZERRA et al,
2006). Em dreas endémicas ou em epidemias a solucdo de iodeto de potdssio permanece como
uma alternativa efetiva e de baixo custo (KAUFFMAN et al, 2000). Os felinos, sido
particularmente sensiveis aos compostos iodados desenvolvendo iodismo. Anorexia, vomito,
depressdo, contragdo muscular, hipotermia, cardiomiopatia, colapso cardiovascular e morte

sdo alguns dos sinais de intoxicagdo (WERNER, WERNER, 1993).

O Cetoconazol tem sido utilizado no tratamento da esporotricose, mas ainda apresenta
resultado varidvel, principalmente nos casos de doenca disseminada. Atua inibindo o
crescimento flingico através da inibi¢ao da sintese do ergosterol, um componente vital para a
membrana celular fingica. (ETTINGER et al, 1992; WERNER, WERNER, 1993). A
associacdo de Cetoconazol e anfotericina B € utilizada por alguns autores, sendo que esta
ultima, além de apresentar uma resposta moderada a esporotricose disseminada, € uma droga

que tem seu uso limitado pela severa nefrotoxicidade (WERNER, WERNER, 1993).

O Itraconazol tem as mesmas indicagdes descritas para o iodeto de potdssio porém essa
droga também € utilizada em pacientes imunodeprimidos com formas clinicas mais extensas e
comprometimento sist€émico. Também nao € indicado durante a gravidez (LOPEZ-BEZERRA
et al, 2006). E o tratamento de escolha na maioria dos casos, apresentando eficicia préxima
de 100% (KAUFFMAN et al, 2000). Seu mecanismo de acido é semelhante ao cetoconazol,
agindo inibindo a biosintese do ergosterol. Tem uma elevada afinidade pela membrana

fingica e o ergosterol € um componente essencial da membrana celular fingica, se a sua
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sintese é diminuida, a membrana torna-se defeituosa. Os precursores do ergosterol acumulam-
se continuamente, aumentando o volume da célula fingica, podendo causar a ruptura da

mesma (MUNDELL, 1990).

Embora nio sendo formalmente indicada no tratamento da esporotricose, estudos tém
mostrado sucesso terapéutico da Terbinafina. Essa droga tem as mesmas indicacdes descritas
para o itraconazol, porém sdo observadas menos interagdes medicamentosas do que as

relatadas para o itraconazol (LOPEZ-BEZERRA et al, 2006).

Existem relatos de tratamento bem sucedido com fluconazol, mas esse farmaco ndo é de

primeira escolha.

A anfotericina B € indicada para o tratamento da esporotricose de formas clinicas
moderadas a graves, em individuos imunossuprimidos e para individuos que nao responderam
ao tratamento com os farmacos citados acima (LOPEZ-BEZERRA et al, 2006). E utilizada no
inicio do tratamento da doenca disseminada, sendo substituida pelo itraconazol na terapia de

manuten¢cdo (KAUFFMAN et al, 2000).

A duracdo do tratamento até a cura clinica dura de 6 a 8 semanas, aproximadamente, em

paciente imunocompetentes (LOPEZ-BEZERRA et al, 2006).

Hipertemia local, vacinacdo com antigeno esporotriquina e aplicagdo topica de agentes
anti-fingicos sdo alternativas e suplementos para a terapia com farmacos. Compressas
quentes que elevam a temperatura da pele acima de 42°C em menos de 30 minutos duas vezes
ao dia associado com a terapia de iodeto de potdssio, promovem uma melhora clinica mais

rdpida (WERNER, WERNER, 1993).

A vacinacao com esporotriquina t€ém seu uso limitado e € utilizada em pacientes que nao
respondem ao tratamento com iodeto ou calor. Segundo Larsson et al (1989) a aplicacdo
intradérmica de esporotriquina contribui nos casos de evolu¢c@o benigna, obtendo-se grande

éxito nesta forma de vacinoterapia.

O uso de suplementos como cetoconazol topico pode auxiliar na melhora das lesdes,
porém o potencial de auto-inoculacido ou transmissdo zoonética é preocupante (WERNER,
WERNER, 1993). O tratamento da esporotricose deve ser continuado 3 a 4 semanas apds o
periodo de recuperacao clinica, pois o fungo pode permanecer no sitio de cicatrizacdo por um

periodo de 6 meses (WERNER, WERNER, 1993).
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O uso de corticoides estéd contra indicado nos casos de convalescenca, uma vez que as

lesdes t€m reaparecido ap6s seu uso (HACHISUKA, SASAIL 1981; LARSSON et al, 1989).

4.8. VACINAS COM PATOGENOS ATENUADOS

Vacinas constituidas de patdégenos atenuados tém sido utilizadas com sucesso na
prevencdo de muitas doengas. A grande vantagem atribuida a esse tipo de imunizagdo é
relacionada a capacidade dos microrganismos atenuados de apresentarem seus antigenos
seqiiencialmente ao hospedeiro e poderem sintetizar antigenos que sé sao produzidos durante
a infeccdo. Estes mimetizam a infec¢do natural sendo capazes de desencadear uma resposta
imune protetora duradoura, devido ao estabelecimento de uma memdria imunoldgica, mas

sem o risco de uma infec¢ao progressiva (HIRAMOTO et al, 2002).

Um exemplo bem sucedido e bastante conhecido € a vacina BCG utilizada na prevengao
da tuberculose. O microrganismo, Mycobacterium bovis, foi atenuado acidentalmente apds o
cultivo da bactéria in vitro por um periodo prolongado de 13 anos. Apds sucessivas passagens
da amostra em cultura foi observada perda gradual da viruléncia e alteracdes da sua
morfologia sem altera¢do da sua imunogenicidade. A BCG tem sido utilizada com éxito sem
registros de grandes complicacdes (ANDRADE et al, 2005). A vacina triplice viral,
constituida de virus vivos atenuados, contra sarampo, caxumba e rubéola, também tem se
mostrado eficaz desde seu licenciamento no inicio da década de 70. Os eventos imediatos de
hipersensibilidade apds a administracdo da vacina sdo extremamente raros, sendo contra-
indicada apenas em pessoas com histéria de reagdo anafildtica apds ingestao de ovo ou da

neomicina contida na formulacio da vacina (ANDRADE et al, 2005).

Existem muitas indicacdes de que vacinas vivas atenuadas sdo efetivas na protecao
contra infec¢des fingicas. Camundongos imunizados pela via subcutdnea com leveduras de
Blastomyces dermatitidis deficientes na proteina de adesao BAD1 (Blastomyces adhesion 1)
sobreviveram a um desafio letal com a cepa nativa virulenta (WUTHRICH et al, 2000). Uma
vacina similar para Histoplasma capsulatum também foi efetiva (WUTHRICH et al, 2003).
Um mutante geneticamente modificado de Coccidioides posadasii, deficiente para o gene da
enzima quitina sintetase, foi capaz de induzir imunidade e resisténcia em camundongos
(OKEKE et al, 2003). Um mutante avirulento de Coccidioides immitis no qual genes para a
enzima quitinase foram deletados induziu imunidade um camundongos vacinados pela via

subcutanea (CUTLER et al, 2007). Outro exemplo importante € a vacina viva atenuada
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utilizada no controle da dermatofitése bovina causada pelo Trychophyton verrucosum, que
tem permitido o controle da enfermidade (GUDDING et al, 1986). Protecao tem sido obtida
também utilizando-se variantes naturais do fungo que perderam a patogenicidade, como uma

variedade de Candida albicans que perdeu a capacidade de filamentar (CENCI et al, 1989).

4.8.1. RADIACAO IONIZANTE — FERRAMENTA NA ELABORACAO DE VACINAS

Um dos problemas associados a vacinas vivas atenuadas € a possibilidade de reversao
da viruléncia. Na proposta deste projeto este problema é minimizado devido a utilizacdo da

radiacao ionizante para realizar a atenuagao.

Muito empregada na esterilizagdo de alimentos e produtos hospitalares, a radiacio
ionizante também pode ser utilizada na producdo de vacinas (WALES, KUSEL, 1992), pelo
fato de produzir danos diretos ou indiretos sobre as moléculas associadas a reprodugao dos

seres vivos.

A aplicacdo de doses especificas de radiagdo gama provoca uma extensiva
fragmentacdo do DNA, além da capacidade de reparo da célula (DEMICHELI et al, 2007). A
fragmentacio do DNA leva a uma perda irreversivel da capacidade de reprodugdo e
conseqilentemente da viruléncia, mas preserva algumas de suas funcdes bioldgicas,

permitindo ao patdégeno estimular uma resposta imunoldgica especifica.

As irradiacOes com raios gama e raios X se apresentaram de forma consistente como
bons agentes de atenuagdo para uma variedade de patégenos. Os microrganismos
radioatenuados, freqiientemente, perdem a sua capacidade patogénica, mantendo seus
aspectos morfoldgicos e a capacidade de estimular uma resposta imune especifica. Em alguns
casos os patégenos atenuados por radiacdo ionizante, por razdes ainda nio esclarecidas, sdo

mais imunogénicos que os controles ndo irradiados (WALLES, KUSEL, 1992).

Além da agdo sobre os processos reprodutivos dos agentes ou inducdo de morte
fisiol6gica, alguns fendmenos relacionados a alteracdes de proteinas induzidas pela agdo
direta da radiacdo ou através de radicais produzidos durante a radidlise da dgua sdo sugestivos
de uma melhor resposta imunoldgica (PINHO et al, 1995). Tal fato provavelmente decorre da
oxidagdo das proteinas, levando a uma fagocitose preferencial por células imunes, através de

receptores scavenger (CARDI et al, 1998), sendo uma importante ferramenta para a produgdo

de imunégenos (GALISTEO JR., 2004).



CAPITULO 4: REFERENCIAL TEORICO 40

Vacinas baseadas em microrganismos vivos atenuados por radiagdo ionizante t€ém sido
estudadas desde 1950. Vacinas com parasitas irradiados ja foram utilizadas com bons

resultados tanto para helmintos como para protozodrios (WALLES, KUSEL, 1992).

Uma vacina radioatenuada contra o Dictyocaulus viviparus, nematédeo causador da
bronquite parasitdria em bovinos, tem sido utilizada com éxito desde 1958 (TAYLOR et al,
1986). Em adicao, larvas irradiadas utilizadas no controle da bronquite parasitdria provocada
por D. filaria sp. em carneiros e cabras (SHARMA et al,1988), e na imunizacdo de cies
contra Ancylostoma caninum (VINAYAK et al, 1981) tém sido empregadas em escala

comercial.

Cordeiros vacinados com larvas infectantes de Gaigeria pachyscelis irradiadas
resistiram, com €xito, a uma infeccao letal. Nos cordeiros vacinados, as manifestacdes de
resisténcia foram demonstradas por uma acentuada redu¢do do estabelecimento do verme, no
retardo do seu desenvolvimento, na sua esterilidade e na auséncia de sinais clinicos da

ancilostomiase apo6s a infeccdo desafio (ANSARI, SINGH, 1978).

Imunizacdes efetivas em animais de laboratério t€ém sido alcancadas utilizando vérios
protozodrios irradiados, incluindo espécies de Plasmodium (CLYDE, 1990; HERRINGTON
et al, 1990), Leishmania (BONETTI et al, 2002; RIVIER et al, 1993; YANG et al, 1991),
Trypanosoma (VOS, GARDINER, 1990) e o Toxoplasma gondii (DUQUESNE et al, 1991;
HIRAMOTO et al, 2002). Estudos em modelos animais utilizando cercarias radioatenuadas de
Schistosoma mansoni também conferiram alto grau de protecdo, contra a esquistossomose

(COULSON, 1997).

Além dos exemplos citados acima, resultados satisfatorios foram obtidos com muitos
helmintos e nematddeos, incluindo Onchocerca volvulus (PRINCE, et al, 1992), Brugia
malayi (YATES, HIGASHI, 1986), Brugia pahangi (CHUSATTAYANOND, DENHAM,
1986), Toxocara canis (ABO-SHEHADA et al, 1991), Nippostrongylus brasiliensis
(WEDRYCHOWICZ et al, 1984), Trichinella spiralis (AGYEI-FREMPONG, CATTY, 1983)
e Ascaris suum (URBAN, TROMBA, 1982) e vérias espécies de Schistosoma (DEAN, 1983).

A vacinacdo de camundongos BALB/c com larvas infectantes de Brugia malayi e B.
pahangi (espécies de parasitas nematdides causadores da filariose ou elefantiase) atenuadas
por radiagdo, foi avaliada. Camundongos vacinados apresentaram uma reducao de 95,5% dos

vermes recuperados na infeccdo desafio de B. malayi em comparacdo com a infec¢do
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controles nao-vacinados e uma reducdo de 93,8% no grupo B. pahangi (HAYASHI et al,
1984).

Um exemplo instrutivo € o da vacina que utiliza cercarias de Shistosoma mansoni
atenuadas pela radiacdo que confere imunidade e protecdo, superando qualquer formulagao

que tem como base proteinas purificadas ou recombinantes (COULSON, 1997).

Outro exemplo € a vacina com esporozoitos irradiados de Plasmodium falciparum, que
foi testada em voluntdrios humanos sendo constatada o desenvolvimento de imunidade
protetora contra a maldria (HOFFMAN et al, 2002). Essas duas vacinas possibilitaram um
maior conhecimento de mecanismos de indu¢do e manuten¢do da resposta imune protetora,

assim como dos antigenos protetores (COULSON, 1997).

A primeira vacina contra toxoplasmose foi desenvolvida através da atenuacdo do
parasita causador (Toxoplasma gondii) através da radiagdo gama. Foram avaliados o
desenvolvimento da imunidade sist€émica e intestinal e a resisténcia a infec¢do em diferentes
camundongos imunizados por via oral e parenteral com taquizoitos irradiados pelo Cobalto
60, a uma dose de 255 Gy e desafiados com cistos da cepa ME-49. Foi conferida protecdo a
todos os esquemas avaliados (GALISTEO, 2008). Ap6s o desafio com cistos, houve um
aumento na sobrevivéncia dos animais imunizados. Os taquizoitos irradiados perderam sua
capacidade reprodutiva, mantendo atividades metabdlicas como respiracdo, capacidade de

invasdo de células e de sintetizar proteinas (HIRAMOTO et al, 2002).

Bonetti et al (2002) confirmaram que apds irradiacdo das formas promastigotas de
Leishmania amazonensis com dose de 1500 Gy houve destrui¢do total dos materiais nucléico
e citoplasmatico, o que gerou perda da capacidade metabdlica e impedimento da capacidade
respiratdria e reprodutiva do parasito. No entanto, sua membrana citoplasmatica nio sofreu
alteracdes morfoldgicas, o que indica que a célula continuou sendo reconhecida como vidvel
pelas células apresentadoras de antigeno (APCs), como o macréfago. Foi demonstrado ainda,
que os protozodrios irradiados desencadearam uma resposta imunolégica, em camundongos
suscetiveis, melhor que nos modelos desafiados pela infec¢do natural de Leishmania. As
células esplénicas dos camundongos imunizados reconheceram melhor os parasitas irradiados,
sem, no entanto o desenvolvimento de lesdo cutanea no local do indculo, ou em qualquer
outra parte do corpo dos animais. Tanto na sua imunogenicidade quanto na sua morfologia, as
cepas de Leishmania amazonensis tiveram suas caracteristicas preservadas ou até mesmo
otimizadas, enquanto seu crescimento, reproducdo e patogenicidade foram inibidos,

demonstrando assim a eficiéncia do uso deste modelo de imunizacdo e a sua utilidade em
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estudos futuros de producdo de farmacos e até mesmo de uma vacina contra leishmaniose

cutanea (BONETTI et al, 2002).

No laboratério de Radiobiologia do CDTN foram desenvolvidas leveduras de P.
brasiliensis (agente etioldgico da paracoccidioidomicose) atenuadas por irradiacdo gama.
Estas leveduras perderam a capacidade de produzir infec¢do e de se multiplicar, porém
mantiveram preservadas sua viabilidade, atividade metabdlica e a capacidade de sintetizar os
mesmos antigenos presentes nas leveduras nativas (DEMICHELI et al, 2006). Conservaram
também a morfologia e os aspectos ultraestruturais fundamentais, embora uma extensiva
degradacdo do DNA tenha sido verificada (DEMICHELI et al, 2007). Foi demonstrado que a
imuniza¢do de camundongos susceptiveis BALB/c com as leveduras radioatenuadas foi capaz
de conferir uma protecdo potente e duradoura contra desafios subsequentes com formas
altamente virulentas de P. brasiliensis (MARTINS et al, 2007). Estes trabalhos foram
pioneiros em demonstrar o potencial da atenuagdo por radiacdo gama para o desenvolvimento
de vacinas contra doencas flingicas, abrindo um leque de possibilidades na busca de vacinas

para micoses.
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CAPITULO 5. MATERIAIS E METODOS

5.1. CAMUNDONGOS

Camundongos machos BALB/c com 6 a 8 semanas de idade foram fornecidos pelo
Centro de Bioterismo do ICB/UFMG. Os animais foram mantidos sob condicdes livres de

patdgenos especificos.

Os protocolos, utilizados neste trabalho para os experimentos realizados com animais,
foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal (CETEA/UFMG) niimero

do protocolo 179/09.

5.2. CULTURA

A cultura de leveduras do Sporothrix schenckii, amostra ATCC, foi cedida pelo
Laboratério de Micologia do Departamento de Microbiologia — Instituto de Ciéncias

Bioldgicas da UFMG.

O fungo foi inicialmente cultivado na forma micelial, em meio dgar mycosel, na
temperatura de 26°C e em seguida foram obtidas as leveduras cultivando-se a 35°C, em meio
agar BHI (infusdo de cérebro e coracdo) suplementado com solu¢do de tiamina 0,5% e
Cloranfenicol (0,1mg/mL). A forma micelial demonstrou crescimento rapido, apresentando-se
como uma coldnia inicialmente branca amarelada, membranosa, posteriormente tornando-se
pregueada e escurecida. Na forma parasitdria ou leveduriforme, a colonia se apresentou com
uma coloracdo creme. As FIG. 8 e 9 mostram, respectivamente, as formas leveduriforme e

micélial em cultivo.

O fungo, em meio dgar BHI a 35°C, foi mantido em tubos inclinados e repicado a cada
7 dias. A forma micelial em dgar Mycosel a 26°C, também foi mantida em tubos inclinados e
também repicado a cada 7 dias. A forma micelial foi mantida para eventual recuperacdo da
forma leveduriforme. Para tal, fragmentos do micélio foram implantados no meio se cultura,
descrito anteriormente para o cultivo de leveduras, e o material incubado a 35°C. Apds 7 dias

a cultura com predomimio de leveduras era repicada e mantida nas mesmas condi¢des.

Apbs o cultivo em meio de cultura por periodo prolongado, o S. schenckii perde a

viruléncia, sendo necessario recupera-la segundo descrito no item 5.3.
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FIGURA 8 — Cultura de S. schenckii na forma leveduriforme crescendo em meio BHI na temperatura de
37°C. Disponivel em: http://pathmicro.med.sc.edu/mycology

FIGURA 9 - Cultura de S. schenckii na forma micelial crescendo em meio Mycosel, na temperatura de

20°C. Disponivel em: http://pathmicro.med.sc.edu/mycology
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5.3.  IMUNOSSUPRESSAO COM RADIACAO GAMA

Para a recuperacdo da viruléncia, camundongos machos BALB/c foram submetidos a
irradiacdo gama, com a dose de 2,5 Gy e taxa de dose de 129 Gy/h. Os animais foram
mantidos em condi¢des estéreis e infectados, 24 horas ap0s a irradiacdo pela via traqueal com
107 leveduras de S. schenckii. As irradiacdes foram realizadas no Laboratério de Irradiagdo
Gama (LIG) do CDTN. Apé6s 15 dias, os animais foram sacrificados e os 6rgdos (pulmao,

baco e figado) removidos e utilizados para recuperacao de UFC’s.

5.4. IRRADIACAO GAMA

As culturas de leveduras do S. schenckii em meio s6lido BHI (Infuso Cérebro Coracao)
e em placas de Petri foram irradiadas com doses variando de 1.0 a 9,0 kGy e uma placa
irradiada com 12 kGy. As irradiacdes foram realizadas no Laboratério de Irradiacio Gama
(LIG) do CDTN, na presenca de oxigéno, em fonte uniforme de “°Co. A taxa de dose utilizada
foi de 1500 Gy/hora. Apds a irradiacdo foram avaliadas a capacidade de multiplicacdo, a

viabilidade e a atividade metabdlica das leveduras.

5.5. AVALIACAO DA CAPACIDADE DE REPRODUCAO (CRESCIMENTO) DAS LEVEDURAS

IRRADIADAS

A capacidade de multiplicacdo foi avaliada pela habilidade das leveduras de formar
colonias. Apds cada dose de irradiacdo, as placas, em duplicata, foram removidas do
irradiador e as culturas ressuspendidas em ImL de PBS. As células foram contadas em
camera de Neubauer e indculos com concentracdes crescentes, variando de 10° a 107 células
foram plaqueados. Foi feito, também, um indculo massivo com numero incontdvel de células
na dose de 12 kGy e plaqueado. As placas foram incubadas por até 7 dias a 35°C e as
unidades formadoras de colonias (UFC) contadas. O meio utilizado para o plaqueamento foi o

BHI agar suplementado com solucdo de tiamina 0,5% e cloranfenicol (0,1mg/mL).
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5.6. AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR DAS LEVEDURAS IRRADIADAS

A viabilidade das leveduras irradiadas com diferentes doses de radiacdo gama foi
avaliada utilizando-se do Kit FungaLight CFDA, AM/ Propidium Iodide (invitrogen), através
da microscopia de fluorescéncia. Este Kit combina um substrato para esterase com um
indicador de integridade da membrana, o iodeto de propidio, para avaliar a viabilidade celular.
O éster acetoximetil (AM) do substrato de esterase S-diacetato de carboxifluoresceina
(CFDA) permite que este reagente permeie as membranas celulares. Uma vez dentro da
célula, os grupos lipofilico e diacetato sdo separados pela clivagem promovida por esterases
nao especificas, resultando em um composto fluorescente que por ser carregado deixa a célula
muito lentamente. Em contraste, o indicador de integridade de membrana, iodeto de propidio
penetra as leveduras com membranas danificadas. Utilizando uma mistura adequada dos dois
componentes as células com a esterase ativa e a membrana integra se coram de verde e as

células inviaveis de vermelho.

Foram feitos repiques de S. schenckii em placas com meio BHI. Apds dois dias foram
realizadas as irradiagdes e o experimento. Foram utilizadas as doses de 6, 7, 8 ¢ 9 kGy. Uma
placa ndo irradiada foi utilizada como controle positivo. A viabilidade foi avaliada, para cada
dose, 2 e 24 horas ap0s a irradiacdo. As células foram contadas e 10° células de cada amostra
foram colocadas em tubos eppendorfs. Completou-se o volume para 1ml com PBS. Em cada
eppendorf, foi acrescentado 1uL. de CFDA,AM e 5 uL de iodeto de propidio. Protegeu-se o
material da luz com papel laminado e este foi incubado a temperatura ambiente por 2 horas.
Foi feita a leitura no microscépio de fluorescéncia. Os comprimentos de onda maximos de
excitacdo/emissao para esses corante sdo de 492/517 para o CFDA,AM e 490/635 nm para o
Iodeto de Propidio.

5.7. AVALIACAO DO METABOLISMO DE SINTESE DE PROTEINAS DAS LEVEDURAS

IRRADIADAS

Para estimar a capacidade de sintese de proteinas das leveduras irradiadas com as
diferentes doses testadas, estas foram ressuspendidas em PBS e inoculadas em meio liquido
(BHI) contendo 35S- Metionina. Para 10 mL de meio, com indculo inicial de 10’ células,
foram acrescentados 10 uCi de *°S- Metionina. As células foram incubadas por 16 horas a
35°C. Apoés essa etapa, a cultura foi centrifugada, a 3000 rpm, a 4°C por 15 minutos, e as

leveduras coletadas. As células foram lavadas por 3 vezes em PBS e rompidas com pérolas de
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vidro, no tampao Tris (Tris-HCl 20 mM, pH 8,0), contendo 1 mM de PMSF, 1 mM de
iodoacetamida, 1 mM de EDTA e 1mM de pepstatina. Para a lise foram realizados seis ciclos
de 30 segundos no vortex, com o material permanecendo 1 min no gelo entre cada ciclo. Logo
em seguida, a cultura foi centrifugada a 3000 rpm, a 4°C por 15 minutos. O sobrenadante foi

recolhido e a quantidade de proteina determinada pelo método de Lowry.

A radioatividade incorporada as proteinas foi determinada pela contagem em cintilador
liquido. Para tal uma solugao contendo 1,0 mg de proteina foi adicionada a 4,5mL de liquido
de cintilagdo (Insta-Gel Plus). As contagens foram realizadas no analisador de cintilacao

liquida e expressas em contagens por minuto (cpm).

5.8. AVALIACAO DA CAPACIDADE DE INFECCAO DAS LEVEDURAS IRRADIADAS

Ap6s determinada a dose de radiagdo gama que afeta a capacidade de multiplicacdo nas
leveduras mas conserva a viabilidade e a atividade metabdlica, estas foram avaliadas quanto a
capacidade de provocar infec¢cdo. A avaliagdo foi monitorada a partir da recuperacdo de
unidades formadoras de col6nias (UFC's) de camundongos infectados com a levedura

irradiada.

A capacidade de provocar infeccdo das leveduras irradiadas foi avaliada em
camundongos BALB/c imunossuprimidos. Quinze camundongos machos BALB/c
imunossuprimidos através de radiacdo gama (como descrito no item 5.2) foram utilizados. Os
camundongos foram divididos em trés grupos experimentais: grupo Controle Positivo,
composto por 5 camundongos imunossuprimidos infectados com as leveduras virulentas;
grupo 7 kGy I, composto por 5 camundongos imunossuprimidos infectados com as leveduras
irradiadas a 7 kGy e grupo 9 kGy I, composto por 5 camundongos imunossuprimidos
infectados com a levedura irradiada a 9 kGy. Os camundongos foram infectados pela via
traqueal com 0,5 x 10" células em 60puL. Apés 13 dias de infeccdo, os animais foram
sacrificados e os 6rgdos (pulmao, baco e figado) homogeneizados em 1 mL de solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS) 0,15 M, pH 7,2. Em seguida, 100 puL do macerado foi
plaqueado em meio BHI (infuso cérebro-coragdo) — dgar suplementado com tiamina. Apds 15
dias de incubagao das placas a 35°C, as coldnias foram contadas e os resultados expressos em

nimero de UFCs por grama de tecido por camundongo (UFCs/g).
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5.9. AVALIACAO DA INTEGRIDADE DO DNA DAS LEVEDURAS IRRADIADAS

A extracdo do DNA das células irradiadas e controles foi realizada seguindo o protocolo
do Kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega). O DNA foi extraido 2 e 24 horas apds

a irradiagdo.

A concentracdo de DNA foi determinada por espectrofotometria utilizando-se
comprimento de onda de 260 nm. A qualidade da extracdo foi avaliada pela razdao das
absor¢des a 260 nm e 280 nm, sendo que s6 foram utilizadas amostras cuja razdo permaneceu
entre 1,8 e 2,0. O DNA das leveduras foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1%,
corado com brometo de etidio (Spug/mL). As bandas de DNA foram visualizadas em um

transiluminador UV.

5.10. DETECCAO DE APOPTOSE NAS LEVEDURAS IRRADIADAS

A deteccao de apoptose foi realizada utilizando-se o kit de Detec¢do de Apoptose SR-
FLICA que utiliza um peptideo inibidor de caspase acoplado a sulforodamina (FLICA). Estes

inibidores penetram pelas membranas celulares € ndo sdo citotdxicos.

Caspases sdo um grupo de cisteino-proteases essenciais a apoptose celular. Uma vez
dentro da célula, Flica se liga covalentemente a caspase ativa e inibe a atividade enzimatica.
Parte de Flica é retido na célula, acoplado a enzima e o restante, desacoplado, € difundido
para fora da célula durante a etapa de lavagem. Os sinais vermelhos, observados no
microscopio de fluorescéncia, sio uma medida direta do nimero de enzimas caspases ativas

presentes nas células no momento em que os reagentes foram acrescentados.

Foram feitos repiques de S. schenckii em duplicata para placas com meio BHI. Apds
dois dias foram feitas as irradiacdes e o experimento. A dose de radiacao utilizada foi de 7,0
kGy. O controle positivo ndo foi irradiado. Apés a irradiacdo células foram contadas e 10’
células foram colocadas em tubos eppendorfs. As células foram lavadas duas vezes em PBS e
reconstituidas em ImL de PBS. Deste volume, 200 uL foram transferidos para outro tubo
eppendorff e acrescidos de 10 uL da solu¢do 30 x FLICA, sendo agitados levemente. O
material foi incubado, no escuro, por 2 horas, a 37°C, com agitacdo eventual. Em seguida,
foram adicionados 2ml de tampao de lavagem e as amostras agitadas. Centrifugou-se a 400 x
g por 5 minutos a temperatura ambiente. Descartou-se o sobrenadante. O pellet foi levemente
agitado e ressuspendido em 1 mL de tampao de lavagem. Centrifugou-se a 400 x g por 5

minutos a temperatura ambiente e descartou o sobrenadante. O pellet foi ressuspendido em
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300 puL de tampao de lavagem. As amostras foram deixadas no gelo e observadas ao
microscopio de fluorescéncia com comprimentos de onda de excitagdo de 550 nm e emissdo >

580.
5.11. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO
As anélises foram realizadas no Centro de Microscopia Eletronica da UFMG.

Apo6s o cultivo do fungo em meio apropriado, as células foram lavadas por trés vezes
em PBS. Entre cada lavagem as células foram centrifugadas a 1500rpm durante 5 minutos, a
4°C, e o sobrenadante foi desprezado. Amostras do fungo irradiado com a dose de 7,0 kGy (2

e 24 horas ap0s a irradiacdo) e controle foram preparadas.

Primeiramente o pellet foi lavado por 3 vezes, em seguida o mesmo foi ressuspendido e
fixado em Karwosky nud (paraformaldeido 4% e glutaraldeido 2,5%) em tampao cacodilato
de sédio 0,1 M, pH 7,4 e deixado “overnight”. A solu¢do foi lavada por 3 vezes em tampao
cacodilato de sédio 0,1 M pH 7.4 e centrifugado durante 5 minutos a 1500 rpm. O material foi
Incluido em 4gar a 4% e fragmentos foram cortados . Os fragmentos foram fixados em
seguida com tetréxido de 6smio 1%, tampao cacodilato de sédio 0,1 M pH 7,4 por 1 hora a
4°C.

Apos esta etapa os fragmentos foram lavados por 3 vezes em tampdo cacodilato de
sédio 0,1 M pH 7.4 e subsequentemente desidratadas em uma série de dlcool. Primeiramente
os fragmentos foram desidratados durante 15 minutos em concentragdes crescentes de 50%,
70% e 80%, em seguida desidratados por 2 vezes na concentragdo de 95%, durante 10
minutos. Finalmente foram desidratados 3 vezes na concentragdao de 100% por 10 minutos .
ApOs essas desidratacdes os fragmentos foram desidratados 2 vezes em acetona 100% durante
15 minutos. Apds essas etapas os fragmentos foram infiltrados em mistura Epon/acetona (2:1)

“overnight”.

As leveduras foram observadas em microscopio de transmissao 120 kV e fotografadas.

5.12. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrio da média. Os dados foram
analisados por meio da andlise de variancia simples, seguida pelo teste de Bonferroni, que

realiza a comparacdo de todos os grupos entre si. Adotou-se o nivel de significancia de 5%.
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CAPITULO 6. RESULTADOS

6.1. AVALIACAO DA CAPACIDADE DE REPRODUCAO (CRESCIMENTO) DAS LEVEDURAS

IRRADIADAS

Uma curva de sobrevivéncia em funcdo da dose de radiacdo gama absorvida foi
realizada e os resultados foram apresentados na FIG. 10. O niimero de sobreviventes decresce
linearmente em funcdo da dose de radiagdo. Com a dose de 6,0 kGy verificamos uma redugdo
de 6 ciclos Logjpno nimero de sobreviventes. Em doses superiores a 8,0 kGy nao verificamos
sobreviventes (células capazes de formar coldnias) quando inéculos de até 107 células foram
utilizado para o plaqueamento. Por outro lado, quando repiques utilizando quantidades
massivas e incontaveis de células foram realizados, verificou-se o crescimento eventual e
escasso de coldnias até a dose de 12 kGy, indicando a presenca de algumas células de elevada

radioresisténcia na populagao.
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FIGURA 10 - Curva de sobrevivéncia das leveduras do S. schenckii em funcao da dose de radiacio gama.
As culturas foram irradiadas com doses variando entre 1 ¢ 9 KGy. Com a dose de 6,0 kGy verificamos uma
reducdo de 6 ciclos Log ;o no nimero de sobreviventes e acima de 8,0 kGy ndo verificamos sobreviventes
(células capazes de formar colnias). Esta curva representa uma média de dois experimentos independentes.
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6.2. AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR DAS LEVEDURAS IRRADIADAS

O estudo da viabilidade das células irradiadas foi realizado utilizando-se o Kit
Fungalight CFDA, AM/ Propidium lodide (invitrogen). Foram avaliadas a viabilidade das
leveduras irradiadas com as doses de 6,0 a 9,0 kGy, doses onde a capacidade de multiplicacdo
foi significativamente afetada. Neste teste as células vivas se coram de verde e as mortas em
vermelho (Figura 11). A viabilidade foi avaliada duas e 24 horas apds a irradiacao (Figura
12). No Controle Positivo, como era de se esperar, as células estavam em sua maioria viaveis:
95,5% apds 2 horas e 94,4% ap6s 24 horas. As células irradiadas na faixa de 6,0 a 9,0 kGy

conservaram a sua viabilidade em niveis similares aos controles.

FIGURA 11 - Visualizacdo no microscopio de fluorescéncia da viabilidade das leveduras de Sporothrix
schenckii através do kit FungaLight CFDA,AM/Propidium lodide. A) Leveduras vidveis com colaragdo
esverdeada. B) Leveduras mortas coradas de vermelho.
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FIGURA 12 - Viabilidade das leveduras de S. schenckii em funcao da dose de radiacio gama. As culturas
foram irradiadas com doses de 6 a 9 KGy. Foi utilizado um controle positivo (C*) ndo irradiado. A viabilidade
foi avaliada 2 e 24 horas apds a irradiacdo. Os valores representam as medianas e desvios-padrdo de dois
experimentos.

6.3. AVALIACAO DO METABOLISMO DE SINTESE DE PROTEINA

O experimento de avaliagdao do metabolismo de sintese proteinas foi realizado para as
doses de 4, 7 e 9 kGy. A capacidade de sintetizar proteinas foi mantida para todas as doses
avaliadas (quando comparadas ao controle negativo constituido de células mortas pelo calor),
porém em diferentes niveis (FIG. 13). Duas horas apdés a irradiacdo ndo foi verificada
diferenca estatistica entre a incorporacdo de *°S metionina nas diferentes doses, exceto em
relac@o ao controle de células mortas. Apos 24 horas da irradiagcdo, houve diferencga estatistica
significativa para todas as doses, quando comparadas ao controle positivo e quando
comparadas ao controle negativo, apenas a dose de 9 kGy ndo apresentou diferenca estatistica
significativa em relacdo ao controle de células mortas. Na dose de 4,0 kGy, 2 horas apds a
irradiacdo, ndo verificamos diferenca significatica no nivel de incorporacdo da *°S- Metionina.
Porém apds 24 horas ocorreu um aumento acentuado desta incorporagcdo sugerindo que um
processo intenso de furnover estava em curso, provavelmente relacionado a reposi¢do das
proteinas oxidadas no processo de irradiacdo. Nao houve diferencga significativa na dose de
7,0 kGy entre 2 e 24 horas apds irradiagdo, enquanto na dose de 9,0 kGy verificamos uma
reducdo na sintese de proteinas 24 horas apds a irradiacdo, indicando que este pardmetro foi

severamente afetado pela radiacdo.
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FIGURA 13 - Incorporaciao da 35S-Metionina em leveduras de S. schenckii em funcdo da dose de
radiacdo gama. As células de levedura foram irradiadas com doses crescentes de radiacdo gama e o
metabolismo da sintese protéica acompanhada pela incorporacdo de [L 35S] methionine. C + controle ndo
irradiado, C- células mortas por aquecimento. Os valores representam as medianas e desvios-padrdo de dois
experimentos independentes. * p<0,01 em relacdo ao controle positivo.

6.4. AVALIACAO DA CAPACIDADE DE INFECCAO DAS LEVEDURAS IRRADIADAS

A andlise da capacidade de produzir infec¢do das leveduras foi realizada através da
inoculacdo das leveduras irradiadas e controles em camundongos BALB/c imunossuprimidos
(com uma dose de radiac¢do de 2,5 Gy) e posterior recuperacdo de UFCs dos pulmdes, bago e

figado. Foram utilizadas leveduras irradiadas com as doses de 7,0 e 9,0 kGy.

Os resultados apresentados na TAB. 1 mostram que ndo foram recuperadas UFCs dos
tecidos dos camunongos infectados com as leveduras irradiadas com as doses citadas,
enquanto nos tecidos dos camundongos infectados com a levedura nao irradiada (controle)

foram recuperadas UFCs, principalmente no bago.

Esses resultados demonstram que as leveduras irradiadas com doses a partir de 7,0 kGy

perdem a capacidade de produzir infeccao.
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TABELA 1 - Recuperacdo de UFCs em camundongos BALB/c imunossuprimidos

Orgiio LC LI 7.0 kGy LI 9.0 kGy
(UFC%) (UFC%) (UFC%)
Pulmao 210 + 45,55 0 0
Baco 714,2 + 425,72 0 0
Figado 12 +7,08 0 0

*UFCs por grama de tecido do camundongo (n = 5)
LC - Leveduras Controle
LI — Leveduras Irradiadas

6.5. AVALIACAO DA INTEGRIDADE DO DNA DAS LEVEDURAS IRRADIADAS

Foi avaliado o efeito da radiacdo gama, dose de 7,0 kGy, no DNA das leveduras
irradiadas através de eletroforese em gel de agarose (FIG. 14). Os resultados demonstram que
ocorreu um alto grau de fragmentacdo do DNA das leveduras apods irradiagdo, enquanto que
no DNA das leveduras controle ndo foi verificada fragmentacdo. A fragmentacdao pode ser
verificada pela diminuicdo da intensidade da banda relacionada ao DNA genO6mico e o

aparecimento de material, correspondendo ao DNA fragmentado, na parte inferior do gel.

6.6. DETECCAO DE APOPTOSE NAS LEVEDURAS IRRADIADAS

A andlise de detec¢do de apoptose foi realizada utilizando-se o kit de Detec¢do de
Apoptose SR-FLICA que utiliza um peptideo inibidor de caspase, enzima essencial a

apoptose celular, acoplado a sulforodamina (FLICA).

FLICA se liga a caspase ativa nas células apoptéticas, inibindo a atividade desta,
ficando retido dentro da célula. As células apoptéticas sdo visualizadas na cor vermelha ao

microscopio de fluorescéncia.

Os resultados apresentados na FIG. 15 mostram que ndo houve diferenca significativa
na ocorréncia de apoptose entre as leveduras controle e irradiadas com a dose de 7,0 kGy,
quando observadas 2 horas apds a irradiacdo. Porém, quando analisadas 24 horas apds a
irradiacdo verificou-se um aumento discreto, mas significativo, no nimero de células
apoptéticas em relacdo ao controle. Nao se verificou diferenca significativa no nimero de
células apoptéticas 2 e 24 horas ap6s a irradiagdo dentro de cada grupo (controle e irradiado).
Os resultados como um todo indicam a induc@o de apotose nas leveduras irradiadas com 7,0

kGy.
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Figura 14 — Avaliacao da integridade do DNA das leveduras em funcao da dose de radiacao gama. Foi
utilizado gel de agarose 1%. 1- Levedura nao irradiada; 2 — Levedura irradiada com 7 kGy.
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FIGURA 15 - Deteccao de apoptose em leveduras de S. Schenckii irradiadas. Grupo (1) Controle nao
irradiado e Grupo (2) leveduras irradiadas com 7 kGy. * p<0,01 em relacao ao controle.
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6.7. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

A morfologia das leveduras de S. schenckii e a presenca de alteragdes ultraestruturais
nas leveduras irradiadas com 7,0 kGy, 2 e 24 horas apds irradiacdo, foi analizada através da

microscopia eletronica de transmissao.

As FIG. de 16 a 22 apresentam a morfologia das células controle ndo irradiadas. As
caracteristicas ultraestruturais sao semelhantes as desctritos por LANE et al (1969). O aspecto
geral das leveduras de S. schenckii € mostrado na FIG. 16. Verificamos a parede celular bem
definida, citoplasma denso e homogéneo. Na FIG 17 a parede celular, membrana plasmatica,
granulos de estocagem sao mostrados em detalhes. Na FIG 18 o ntcleo foi apresentado em
evidéncia. As FIG. 19A e B apresentam mitocondrias em detalhes e também o nicleo, com os
aspectos caracteristicos. Um corpusculo lipidico tipico é vistos na FIG. 20 e um grande

vactuolo no citoplasma prenchido com material eletrondesnso € visualizado na FIG. 21.

Vesiculas secretoras estdo presentes, como mostram as FIG. 22A e B.

FIGURA 16 — Aspecto geral das leveduras controle de S. schenckii. Parede celular (PC) bem definida,
citoplasma (C) homogéneo.
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FIGURA 17 - Visao detalhada da parede celular, membrana plasmatica e granulo de estocagem das
leveduras controle de S. schenckii. Parede celular (PC) e membrana plasmatica (MP) intactas e presenga de
granulos de estocagem (GE).

FIGURA 18 - Levedura controle de S. schenckii com o niicleo em evidéncia. Parede celular (PC) definida,
citoplasma homogéneo e nicleo (N).
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(A)

——— 200 nm

FIGURA 19 - Leveduras controle de S. schenckii com mitocondrias e nicleo visiveis. Parede celular (PC)
definida, ndcleo (N) e mitocondrias (M).
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FIGURA 20 - Corpusculo lipidico em levedura controle de S. schenckii. Corpusculo lipidico (CL) e
vesiculas secretoras (VS).

FIGURA 21 - Vaciolo em citoplasma de levedura controle de S. schenckii. Vactiolo (V) e mitocondrias
M).
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FIGURA 22 - Vesiculas secretoras em leveduras controle de S. schenckii. Vesiculas secretoras (VS) e
corpusculo lipidico (CL).
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Uma visdo geral das leveduras de S. schenckii 2 horas apds irradiagdo com 7 kGy ¢é
apresentada na FIG. 23. As imagens mostram diferentemente das células ndo irradiadas, um
citoplasma menos homogéneo e a presenca generalizada de vactiolos vazios. E possivel se
observar a parede celular e a membrana plasmdtica preservadas, mitocondria intactas,
corpusculos lipidicos e vesiculas secretoras (FIG. 24, 25 e 26). A FIG. 27 mostra em detalhes

a aparéncia do citoplasma que se apresenta menos homogéneo e eletrondenso.

As Figuras 28 e 29 mostram a presenca de vesiculas secretoras, duas horas apds a
irradiacdo, nas leveduras irradiadas indicando a presenca de atividade metabdlica. As FIG.
30A e B mostram em detalhes os vacuolos formados no citoplasma que foram as principais

alteracoes ultraestruturais verificadas duas horas pds irradiagdo.

FIGURA 23 - Visao geral de leveduras de S. schenckii 2 horas apés irradiacdo de 7 kGy. Aumento no
nimero e tamanho dos vacuolos (V).
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FIGURA 24 - Vesiculas secretoras e corpusculo lipidico de levedura de S. schenckii 2 horas apos
irradiacio, de 7 kGy. Preservacdo de vesiculas secretoras (VS), corpusculo lipidico (CL), parede celular (PC),
membrana plasmatica (MP) e mitocdndria (M).

—— 500 nm

FIGURA 25 - Vesiculas secretoras em levedura de S. schenckii 2 horas apés irradiacdo de 7 kGy.
Vesiculas secretoras (VS), parede celular (PC) e membrana plasmética (MP) definidas.
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FIGURA 26 — Mitocondria e corpusculo lipidico de levedura de S. schenckii 2 horas apos irradiacio de 7
kGy. Preservagdo de mitocdndria (M), corpusculo lipidico (CL), parede celular (PC) e membrana plasmatica
(MP).

o A S -

— 200 nm

FIGURA 27 — Levedura de S. schenckii 2 horas apos irradiacio de 7 kGy, apresentado citoplasma menos
homogéneo. Parede celular (PC) e membrana plasmética (MP) conservadas e citoplasma (C) menos homogéneo.
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FIGURA 28 - Vesiculas secretoras em levedura de S. schenckii 2 horas apds irradiacao de 7 kGy.
Preservacdo de vesiculas secretoras (VS).

FIGURA 29 - Vesiculas secretoras e citoplasma menos homogéneo em leveduras de S. schenckii 2 horas
apos irradiacio de 7 kGy. Vesiculas secretoras (VS) conservadas.
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FIGURA 30 - Vacuolizacao no citoplasma de leveduras de S. schenckii 2 horas apés irradiacido de 7 kGy.
Presenca de vactolos (V) no citoplasma.
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A FIG 31 apresentam uma visdo geral das leveduras de S. schenckii 24 horas apds
irradiacdo com 7 kGy. Como verificado apds duas horas da irradiacdo as células se
apresentam vacuolizadas, porém podem ser observadas também um grande nimero de células
apresentando uma retracio do citoplasma, onde a membrana plasmatica se descola da parede

celular.

Corpusculos lipidicos e o citoplasma se descolando da parede celular podem ser
visualizados na FIG. 32. A FIG. 33 destaca o vactiolo e vesiculas secretoras podem ser
observadas nas FIG. 34A e B, evidenciando a retencdo da atividade metabdlica 24 horas pds
irradiacdo. A FIG. 35 apresenta o nucleo intacto, aparentemene com cromatina condensada no
canto inferior direito. Nas FIG 36A, B e C sdo apresentados em maiores deralhes dreas onde o
citoplasma se descola da parede celular, alteracdo mais evidente, junto com a vacuolizacio,

verificada dentro deste intervalo de tempo.

]
FIGURA 31 - Aspecto geral das leveduras de S. schenckii 24 horas apéds irradiacio de 7 kGy .
Vactolizagdo (V) e citoplasma retraido (CR)
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FIGURA 32 - Corpusculos lipidicos e citoplasma retraido em levedura de S. schenckii 24 horas apos
irradiacio de 7 kGy. Presenca de corpusculos lipidicos (CL) e citoplasma retraido (CR).

FIGURA 33 - Visao detalhada de vaciiolo no citoplasma de levedura de S. schenckii 24 horas apos
irradiacio de 7 kGy. Vactiolo (V) e mitocondria (M).
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A

FIGURA 34 - Vesiculas secretoras de leveduras de S. schenckii 24 horas apés irradiacdo de 7 kGy.
Preservacdo de vesiculas secretoras (VS).
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FIGURA 35 - Levedura de S. schenckii 24 horas apés irradiacdo de 7 kGy com niicleo em evidéncia.
Nicleo (N) bem definido.
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FIGURA 36 - Citoplasma retraido em leveduras de S. schenckii 24 horas apés irradiacio de 7 kGy.
Citoplasma retraido (CR).
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CAPITULO7. DISCUSSAO

As leveduras do S. schenckii apresentaram uma grande resisténcia a radiacdo gama,
comum a um grande nimero de fungos, se comparadas a outros microorganismos e células de

mamiferos (SALEH et al, 1988).

Doses de milhares de grays foram necessdrias para se conseguir inibir
significativamemte a reproducdo (crescimento) das leveduras enquanto para as células de

mamiferos sao necessarios apenas poucos grays para se atingir a dose letal.

Esta resisténcia do S. schenckii e outros fungos a radiacdo gama foi avaliada por Saley
et al (1998) (TAB. 2). A dose de inativagdo da maioria das espécies ficou entre 1,7 e 2,5 kGy,
destacando-se duas espécies, Curvularia geniculata e C. lunata que necessitaram de doses
altas para inativagdo, 17,0 e 20,0 kGy, respectivamente. O autor relacionou esta alta

resisténcia a presenca de melanina na parede celular.

TABELA 2 - Resisténcia relativa de espécies flingicas a irradiacdo gama

Espécies dose de mativagdo (kGy)
Alternaria alternata 115 -<13.9
Aspergillus flavus >2.5-<3.0

A. niger >1,7-<2,5

A. fumigatus >1,7-<2.5

A. parasiticus >]1,7-<2.5
Cladosporium cladosporioides >6,0- <6.5
Curvularia geniculata >17- <20

C. lunata >17- <20

Fusarium solani >1,7-<2.5
Penicillium sp. >1,7-<2.5

Baseado em Saleh er a/.. (1988).

Como ja citado anteriormente, Morris-Jones et al (2003) demonstraram a presenca de
melanina nas células leveduriformes de S. schenckii ¢ Romero-Martinez et al (2000)
observaram que células deste fungo melanizadas foram mais resistentes a acdo de fagdcitos
que as células nao melanizadas. Sendo a melanina, comprovadamente um fator de protecao da

célula contra estresses ambientais, no caso da resisténcia do S. schenckii a radiagao, ela pode
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estar intimamente relacionada, funcionando na neutralizacdo dos radicais livres produzidos

pela hidrélise da dgua e responsdveis pelos efeitos indiretos das radiagdes.

A radiacdo ionizante pode ser absorvida pelas moléculas bioldgicas que compdem as
células, podendo causar ionizacdo ou excitacdo nessas moléculas e consequentemente
mudancas quimicas no meio. A acdo da radiacdo sobre a célula pode ocorrer de forma direta

ou indireta, dependendo do local onde ocorra a interagao.

A acdo direta ocorre quando a radiacao interage e € absorvida por uma macromolécula
biolégica como o DNA, o RNA, proteinas estruturais ou enzimdticas, ou qualquer outra
macromolécula da célula, provocando alteragdes na sua estrutura ou funcao. Assim, o dano se
produz pela absorcdo direta da energia e pela subseqiiente ionizagdo de uma macromolécula

da célula.

A acdo indireta ocorre quando a absorc¢ao da radiacdo se da através do meio no qual se

(N

encontram as moléculas, principalmente a dgua (uma vez que cerca de 80% da célula

o

composta por dgua). Nesse caso, a radiacdo provoca a radidlise da dgua dando lugar
formacdo de fons e de radicais livres que irdo iniciar reagdes quimicas e, portanto, produzir

lesoes na célula.

Existindo na célula maior quantidade de dgua do que qualquer outra substancia, a
probabilidade de que a radiacdo produza danos por acdo indireta € muito maior do que por

acdo direta.

Foi verificado que quando se utilizou inéculos de até 107 células ndo foi verificada a
recuperacdo de coldnias em doses superiores a 8,0 kGy, porém quando repiques massivos
foram realizados o crescimento eventual de algumas coldnias pode ser observado até a dose
de 12,0 kGy, indicando a presenca na populacdo de algumas células de elevada
radioresisténcia. Este comportamento nao foi observado com o fungo Paracoccidiodies
brasiliensis, onde com doses a partir 6,5 kGy ndo se observou o crescimento de colonias nem
em repiques massivos (DEMICHELI et al, 2006), indicando uma maior radioresisténcia de S.

schenckii.

Os testes de viabilidade indicaram que as células permaneciam vidveis e
metabolicamnte ativas até a maior dose avaliada, que foi de 9,0 kGy. Este é um efeito
conhecido das radiacdes no qual a dose necessdria para abolir a atividade metabdlica é muito
superior a necessdria para abolir a habilidade reprodutiva. Desta forma, utilizando-se esta

ferramenta é possivel obter células sem capacidade de multiplicacdo, mas com a atividade
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metabodlica parcialmente preservada e portando adequadas para utilizacdo, no contexto deste

trabalho, como vacinas vivas.

Os resultados mostraram que a capacidade de sintezar proteinas foi retida pelas células
irradiadas, embora na dose 9,0 kGy esta capacidade tenha sido fortemente diminuida. Este
comportamento também foi verificado em leveduras do P. brasiliensis onde na dose de 6,5
kGy, dose que aboliu a capacidade reprodutiva, as células mantiveram o metabolismo de
sintese de proteinas em niveis similares aos controles (DEMICHELI et al, 2006). Taquizoitos
de Toxoplasma gondii, irradiados com 200 gy para aplicagdo como vacina, também
conservaram a habilidade de sintetizar proteinas (HIRAMOTO et al, 2002). Estes estudos, no
entanto, avaliaram a sintese de proteinas somente imediatamente apds a irradiagdo. No
presente estudo a sintese de proteinas foi monitorada também 24 horas pés irradiagdo, quando
foi verificada uma diminuicdo significativa da incorporacdo de *>S-metionina para a dose de
9,0 kGy, indicando que os efeitos neste parametro bioquimico sdo tardios. Quando analisadas
2 horas apo6s a irradiagdo ndo foi verificada diferencga estatistica em relacdo ao controle nao

irradiado para todas as doses testadas.

A avaliacdo da capacidade de produzir infec¢do demostrou que as leveduras irradiadas
com 7,0 e 9,0 kGy ndo foram capazes de infectar camundongos Balb/c immunossuprimidos.
Foram utilizados camundongos immunossuprimidos para permitir o desenvolvimento da
infec¢do sem a oposicdo do sistema imunoldgico do hospedeiro, comprovando desta forma a
perda da viruléncia. Evitamos a utilizacdo de camundongos immunocompetentes, pois 0 nao
desenvolvimento da infeccao nestes animais nao eliminaria dividas sobre o possivel efeito de

uma vacina baseada em leveduras radioatenuadas em hospedeiros immunossuprimidos.

Para as leveduras de Sporothrix schenkii nao foi possivel obter uma dose que eliminasse
completamente a presenca de células com capacidade reprodutiva enquanto permitisse a
retencdo da atividade metabdlica, como verificado para o P. brasiliensis. Foi possivel obter
doses em que a capacidade metabdlica foi preservada, porém com a presenca, ainda que muito
escassa, de células com habilidade reprodutiva. Escolhemos a dose de 7,0 kGy para a
atenuacgdo pois nesta dose foi possivel reter a atividade de sintese de proteinas e o percentual
de células com capacidade reprodutiva foi extramamente baixo (0,00001%). Com esta dose
ndo houve recuperacdo de UFCs nos camundongos imunossuprimidos. Por ouro lado, com a

dose de 9,0 kGy a sintese de proteinas foi severamente afetada.

Dos danos celulares, os mais importantes sdo os relacionados a molécula do DNA, que

armazenan a informacdo para a sintese de proteinas, que sdo responsdveis por praticamente
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todo o trabalho realizado dentro da célula. Assim, se houver uma alteracdo no cédigo contido
no DNA, por algum motivo, a célula poderd se tornar incapaz de produzir uma determinada

proteina, ou mesmo produzir uma proteina alterada ou diferente da que deveria ser produzida.

As lesdes no DNA que podem ser provocadas pela radiacdo sdo: quebras simples e
duplas da fita de DNA, alteracdes estruturais das bases, elimina¢do das mesmas, anomalias na

desoxirribose e ligacdes cruzadas (DNA-DNA ou DNA - proteina).

As duplas quebras, dentre os danos causados no DNA, sdo os mais dificeis de serem
reparados, pois seu mecanismo de reparo € complexo e mais sujeito a erros (DEMICHELI,

2006).

Estudos anteriores demostram que duplas quebras sdo lesdes diretamente relacionadas a
eliminacdo da capaciadade reprodutiva em leveduras (FAVAUDON, 2000; FRANKENBERG
et al., 1981; RHIND et al., 1998).

Como demonstrado na Figura 15 o DNA das leveduras de S. schenckii irradiadas com 7
kGy, esta totalmente fragmentado. A fragmentacdo do DNA € uma conhecida causa da
paralisacdo do ciclo celular e de desequilibrio na distribuicdo da cromatina entre as células
filhas no momento da divisdo celular o que leva a perda de material genético essencial e
conseqiiente morte mitética (FAVAUDON, 2000; FRANKENBERG et al., 1981; RHIND et
al., 1998). Provavelmente, a causa da perda da capacidade reprodutiva das leveduras

irradiadas a 7,0 kGy sao as duplas quebras nas fitas polinucleotidicas do DNA.

Nos resultados apresentados, foi mostrado que apesar da fragmentacdo do DNA
verificada com a dose de 7,0 kGy, as leveduras conservaram a atividade de sintese de
proteinas, provavelmente porque as duplas quebras ocorreram fora das regides de operon, que
representam uma fracdo menor do genoma, permitindo assim o funcionamento dos genes até

o momento da divisdo celular e a preservacao da atividade metabdlica.

Lesdao no DNA celular é um dos estimulos patolégicos para que acontega apoptose,
também conhecida como morte celular programada (MADEO et al, 2004). E um mecanismo
bioquimico altamente conservador que permite que as células morram de forma controlada e
organizada. Esse processo é essencial para diferenciacdo celular normal e homeostase do
tecido dentro dos organismos multicelulares. Quando esta lesdo € maior que a capacidade da
célula de reverté-la, é mais seguro para o organismo que o programa de morte celular seja

ativado.
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Porém leveduras nao s@o organismos multicelulares e a apotose nestes organismos pode
parecer sem sentido, sendo esta uma drea intensa de pesquisa € at€é 0 momento poucos sao 0s
fatores conhecidos capazes de induzir a morte celular programada em leveduras como,
aplicacdo de acido acético, estresse por acticar ou sal, peptideos anti-fungicos, per6xido de
hidrogénio e radicais de oxigénio (MADEO et al, 2004). Embora a radiacdo ionizane seja uma
causa bem estabelecida de apotose em células de mamiferos (ROZE, LINZ, 1998) sao
escassos os trabalhos neste sentido em leveduras. Apenas um trabalho do nosso
conhecimento, até o momento, reportou a indu¢do de apoptose em leveduras por radiacao
(BRYAN et al, 2008). Neste estudo anticorpos marcados com radionuclideos foram capazes
de induzir apoptose em leveduras de Cryptococcus neoformans. Foi demonstrado que as
radiacOes beta, alfa e gama induziram a apoptose, porém na radiagdo gama essa inducao foi
mais pronunciada. Todos estes tipos de radiacdo aumentaram os niveis de caspases flingicas,

verificados com o inibidor FLICA, que também foi utilizado neste estudo.

Os resultados da avaliacdo de ocorréncia de apoptose em leveduras de S. Schenckii
irradiadas com a dose de 7,0 kGy, utilizando-se o inibidor FLICA, mostraram que apds duas
horas de irradiagdo ndao houve uma diferenga significativa entre as leveduras controle e
irradiadas, mas apds 24 horas, os resultados indicaram que houve uma pequena porém
significativa indu¢cdo de apoptose nas células irradiadas. Estes estudos corroboram que a

radiacao gama € um fator capaz de induzir apoptose em leveduras.

Foi verificado um elevado nivel de células apoptdticas entre as leveduras controle,
apesar de que para estes experimentos foram utilizadas culturas de apenas dois dias. O fato de
terem sido utilizadas leveduras crescidas em meio sélido, onde estas crescem de forma
confluente ocorrendo intenso contato entre as células pode explicar este resultado. Neste
cendrio a apoptose pode ser estimulada como um “fator de limpeza”, eliminando as células
menos adaptadas da populacio (HERKER et al, 2004). A cultura em meio liquido poderia
dimuir este efeito, por outro lado com a irradiagdo em meio liquido as células seriam mais

afetadas pelo aumento da geracdo de radicais livres derivados da radidlise da dgua.

A presenca de alteragdes morfoldgicas nas leveduras irradiadas foi avaliada pela
microscopia eletronica de transmissdo. Existem na literatura poucos trabalhos reportando
alteracdes ultraestruturais provocadas pela radiacdo ionizante em leveduras. Entre as
alteracoes citoldgicas reportadas estdo: degeneracio das mitocondrias (MEISSEL et al, 1966),
alteracdes nos sitemas internos de membrana (PASCHEV et al, 1966), vacuolizacdo do

citoplasma (MEISSEL et al, 1966) e distor¢ao dos vactiolos em Saccharomyces (KOEHLER
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et al, 1961). Alteracdes envolvendo o nicleo incluem fragmentacao (PASCHEV et al, 1966)
e inchamento (MEISSEL et al, 1966), em Saccharomyces, dispersdo a cromatina em
Rhodotorula (PASCHEV et al, 1966) e condengacdo da cromatina em P. brasiliensis
(DEMICHELI et al, 2007). Rompimento da parede celular (PASCHEV et al, 1966) e perda da
capsula em Cryptococcus neoformans também foram reportados (DEMBITZER et al, 1972).

Neste estudo foram verificadas nas células de S. Schenckii as caracteristicas
ultraestruturais tipicas descritas para esta espécie em trabalhos anteriores, como citoplasma
homogéneo, parede celular definida, mitocondria, corpusculos lipidicos, granulos de
estocagem e nucleo (DEMBITZER et al, 1972). As leveduras irradiadas conservaram a
integridade da membrana celular e da parede, bem como a morfologia das mitocondrias e do
nucleo. Vesiculas secretoras foram visualizadas 2 e 24 horas apds a irradiacdo, indicando a
retencao de atividade metabdlica. As principais alteragdes verificadas nas leveduras irradiadas
foram a vacuolizac@o do citoplasma e a perda da homogeneidade do mesmo. Apds 24 horas
foi freqiiente a presenca de células apresentando o citoplasma retraido, se descolando da
parede celular, sugerindo um processo de desidratacdo. Porém estas alteragdes nao

inviabilizaram as células como demostrado nos testes de viabilidade e sintese de proteinas.

Os resultados deste estudo demostraram que para as leveduras de S. Schenckii foi
possivel encontrar uma dose absorvida (7,0 kGy) em que o nimero de células com capacidade
reprodutiva € extremamente baixo, enquanto as leveduras conservam a viabilidade e a
atividade metabdlica. Estas células perdem a capacidade de produzir infec¢do, mesmo em
hospedeiros imunossuprimidos, demonstando estar atenuadas. Portando estas leveduras

irradiadas preechem os requisitos necessarios para aplicacdo como vacinas vivas atenuadas

Uma vacina com estas caracteristicas € reconhecida pelo hospedeiro como um agente
vidvel, porém sem o risco de uma infec¢do progressiva. Permite o estimulo simultaneo por
varios antigenos que sdo apresentados seqiiencialmente ao hospedeiro como na infeccdo

natural. Permite ainda a sintese de antigenos que sdo produzidos somente durante a infeccao.
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CAPITULOS8. CONCLUSOES

A irradiacdo gama com a dose de 7,0 kGy foi capaz de atenuar as células
leveduriformes de S. schenckii, visto que ndo foram recuperadas UFCs de camundongos
imunossuprimidos inoculados com as mesmas. Nesta dose o percentual de células que
mantiveram a capacidade reprodutiva in vitro foi muito baixo (0,00001%) e estas por estarem
danificadas ou em nimero muito reduzido ndo foram capazes de estabeler a infec¢do e de se
multiplicacar in vivo. Foi demostrado que as leveduras irradidas com 7,0 kGy permanecem
vidveis e retiveram a capacidade de sintetizar proteinas, prenchendo os requisitos para
utilizacdo como vacinas vivas. Conclui-se que foi possivel a atenuacdo de S. schenckii por
irradiacdo gama e agora a capacidade das leveduras radioatenuadas de conferir protecao em

modelos animais serd o proximo estagio deste estudo.
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CAPITULOY9. PERSPECTIVAS

As questdes que deverdo ser respondidas na seqiiéncia serdo: verificar a eficécia
protetora das leveduras radioatenuadas com 7,0 kGy em ensaios de protecdo, analisar as
repostas imune celular e humoral desencadeadas e avaliar a estabilidade da vacina verificando
se o perfil antigénico € constante entre diversas preparacdes. Serdo necessdrios também

ajustes no cultivo celular para dimiuir a presenca de células apoptoéticas.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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