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RESUMO

A cromoblastomicose € uma patologia cosmopolita de dificil tratamento,
em que o Brasil registra a segunda maior prevaléncia mundial de casos, e o Estado
do Para a maior prevaléncia brasileira, com mais de 400 casos registrados em pouco
mais de 50 anos. Caracteriza-se por seu aspecto clinico verrucoso, onde as lesdes
localizam-se principalmente nos membros inferiores, atingindo trabalhadores rurais.
No diagndstico laboratorial, ao exame micolégico direto sdo observadas células
esclerdticas que se caracterizam por coloracdo acastanhada e septagao
multiplanaria. Atualmente, estas células podem ser induzidas in vitro por processos
dependentes de agentes “indutores”, como o DL-propanolol ou do Fator Agregador
de plaquetas (PAF), que requerem cerca de 45 dias para a completa diferenciagao.
O surgimento de novos meios de cultura que promovam a indugao de células
esclerdticas de forma mais rapida e eficiente é imperioso para estudos sistematicos
acerca da biologia, do metabolismo celular dos agentes da cromoblastomicose e da
interacdo patdgeno-hospedeiro. Nosso principal objetivo foi elaborar novos meios de
cultura naturais e um meio quimicamente definido, a partir de conidios do principal
agente da cromoblastomicose, o fungo melanico Fonsecaea pedrosoi. Para a
obtencdo dos meios naturais foram testadas as biomassas de Euterpe oleracea,
Bactris gasipaes, Eugenia stipitata, Malpigia glabra, Citrus limom, Citrus aurantifolia
e Theobroma grandiflorum, obtendo-se a indu¢ao em 10 dias com o meio de B.
gasipaes e em 48 horas no meio de T. grandiflorum. Para a confeccdo do meio
quimicamente definido foram testados os seguintes elementos: sodio, magnésio,
potassio, ferro, manganés, calcio, carboidratos e aminoacidos. Utilizando-se um
meio de cultura com Dextrose, Nitrato de Potassio, Fosfato de So6dio Monobasico e
de Sulfato de Magnésio, e pH 2.7 foi possivel induzir células escleréticas em apenas
24 horas. Para a confirmacéao da similaridade das células escleréticas induzidas com
esclerdticas teciduais foram realizadas observacdoes em microscopia otica e
microscopia eletrbnica de varredura e transmissao, além do isolamento da melanina
de conidios de F. pedrosoi e a marcagcdo destes com o anticorpo anti-melanina
humano, onde foi possivel a identificagdo dos melanossomos. Estes resultados
indicam que células esclerdticas podem ser induzidas por meios naturais a
temperatura ambiente, e possuem diferenciacao dependente de variagdes idnicas e
de pH.



1. INTRODUGAO

1.1. A CROMOBLASTOMICOSE

A cromoblastomicose, também conhecida como cromomicose, dermatite
verrucosa, feoesporotricose, cladosporiose, figueira, formigueiro, pé-musgoso,
doenca de Fonseca, doenga de Pedroso, micose de Carrion, micose de Lane-
Pedroso ou blastomicose negra (LACAZ C.S. & MARTINS E.J., 1991;RIPPON J.W.,
1988) teve o primeiro caso observado foi em 1904 por Guiteras e Alexandrino
Pedroso em Cuba e em 1911 ocorreu o primeiro diagndéstico no Brasil, no estado de
Sao Paulo (LACAZ C.S. & MARTINS E.J., 1991). Esta € uma micose cronica da
pele e do tecido subcutaneo, com aspecto verrucoso, causada por fungos demaceos

apos a implantacéo traumatica de um dos agentes etiologicos (RUBIN et al., 1991).

1.2.CLINICA, DIAGNOSTICO E TRATAMENTO.

A cromoblastomicose apresenta aspectos clinicos bastante diversos,
podendo-se encontrar lesdes nodulares, verrucosas, tumorais, em placas, cicatriciais
e ftricofitéides, variando desde lesdes localizadas até lesbes disseminadas,
caracterizando a cromoblastomicose cuténea disseminada (SALGADO et al., 2005).
Essa variagdo levou a tentativa de graduacédo da severidade do quadro em leve,
moderado e grave, considerando-se o numero, extensdo e a disseminacdo das
lesbes (QUEIROZ-TELLES et al., 1992).

As lesbes observadas em pacientes portadores de cromoblastomicose
podem ser representadas pela presenca de placas verrucosas, unicas ou multiplas,
de limites nitidos e bordas bem definidas, associadas a nédulos que podem ulcerar,
tornando-se vegetantes, adquirindo aspecto papilomatoso semelhante a couve-flor
(LACAZ C.S. & MARTINS E.J., 1991). As lesdes localizam-se principalmente nos
membros inferiores, atingindo pessoas que tém contato com areas de floresta, como
agricultores, lavradores e madeireiros (ESTERRE et al., 1997;SILVA et al., 1998)
(figura 01).
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Figura 01. Diferentes aspectos clinicos das les6es de cromoblastomicose. A) Lesbes
verrucosas, vegetantes com fibrose acentuada e atrofia cicatricial, B) Lesbes verrucosas e
nodulares, C) Lesdo em placa, psoriasiforme, D) Lesbes verrucosas, E) Lesdes verrucosas e
nodulares, disseminadas pelo tegumento (SALGADO et al., 2005).

Fonte: Arquivo do Laboratério de Dermato-Imunologia. Pacientes atendidos na Unidade de
Referéncia em Dermatologia Sanitaria “Dr. Marcello Candia”.

Os aspectos clinicos nao sao suficientes para que o diagndstico de
cromoblastomicose seja confirmado, sendo necessario o diagndstico laboratorial,
através do exame micoldgico direto, onde séo observadas células arredondadas de
coloragéo acastanhada denominadas de células escleréticas, corpos fumagoides ou
células muriformes (MATSUMOTO, 1984). Estas células podem ser observadas
isoladamente ou em pequenos grumos a partir do raspado da lesdo ou mesmo do
material purulento ali encontrado (MATTE et al., 1997). As células esclerdticas no
tecido apresentam classicamente a divisdo multiplanaria, que se caracteriza pela
formacado de septos em diferentes planos celulares (RIPPON J.W., 1988) e
comumente sdo também observadas hifas que se originam destas estruturas
(figura.02).
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Figura 02. Exame micolégico direto. Células escleréticas observadas ao exame micolégico direto
da leséo de pacientes, evidenciando a coloragao acastanhada e as septagdes multiplanarias (A, B, C
e E), assim como a existéncia de hifas em alguns dos casos (C, D, E e F).
Fonte: Arquivo do Laboratério de Dermato-Imunologia. Material obtido de pacientes atendidos na
Unidade de Referéncia em Dermatologia Sanitaria “Dr. Marcello Candia”.

O tratamento da cromoblastomicose ndo ¢é padronizado, existindo
inumeros esquemas terapéuticos, desde a exérese cirurgica para pequenas lesdes
até a crioterapia, que além de onerosa é bastante agressiva, deixando marcas
permanentes no paciente tratado. Além de medicamentos como o itraconazol,
utilizado em concentragdes que variam entre 100 mg/dia (RESTREPO et al., 1988)
até 400mg/dia (UNGPAKORN & REANGCHAINAM, 2006), também podem ser
empregadas outras drogas como terbinafina, anfotericina-B e 5-fluocitocina (VITALE
et al., 2003), com estudos demonstrando diferentes graus de sucesso, além dos
tratamentos serem longos e dispendiosos (BONIFAZ et al., 1997;ESTERRE et al.,
1996b).

Na tentativa de obter esquemas terapéuticos eficientes, diferentes drogas
tém sido estudadas, assim como esforgcos vém sendo canalizados no sentido de

analisar as variagbes das cepas de F. pedrosoi (ANDRADE et al.,, 2004) e a
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composigao estrutural da parede celular (CUNHA et al., 2005;NIMRICHTER et al.,
2005) , que € o alvo principal para a agéo de drogas fungicidas. Contudo, para testes
mais precisos da agao destas drogas em fungos dimorficos, é necessario que estes

testes sejam realizados nas forma teciduais dos agentes.

1.3.ECOEPIDEMIOLOGIA

A cromoblastomicose € uma patologia cosmopolita, descrita nas Américas,
Europa, Asia, Australia, Oceania e Africa, com maior prevaléncia em area tropicais e
sub-tropicais de clima quente e umido (MCGINNIS & HILGER, 1987). A Republica
de Madagascar apresenta-se como area endémica da patologia, com 1.323 casos
relatados entre os anos de 1955 e 1995 (ESTERRE et al., 1996a). As ultimas
descricoes evidenciam a dispersdao mundial da cromoblastomicose, com casos
registrados no México (BONIFAZ et al., 2001), Jamaica (BANSAL & PRABHAKAR,
1989), llhas Comoro (POIRRIEZ et al., 2000), EUA (SEVIGNY & RAMOS-CARO,
2000) e Japao (TANUMA et al., 2000) (figura 03).

Figura 03. Distribuicao mundial dos casos de cromoblastomicose. Amarelo (paises com menos
de 10 casos registrados), marrom (entre 10 e 50 casos registrados), laranja (entre 50 e 100 casos
catalogados) e vermelho (acima de 100 casos)

Fonte: Arquivo do Laboratério de Dermato-Imunologia.

O Brasil possui a segunda maior casuistica de cromoblastomicose, com

casos relatados nos estados do Rio Grande do Sul, Parana, Minas Gerais, Sao
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Paulo, Espirito Santo, Pernambuco, Piaui, Maranh&o, Acre e Para (figura 04), sendo

a regiao Centro-Oeste a unica no pais sem registro de casos.

Figura 04. Distribuicdo nacional dos casos
publicados de cromoblastomicose.

Fonte: Arquivo do Laboratério de Dermato-
Imunologia. Diagrama montado no Laboratorio de
Dermato-Imunologia, utilizando as diferentes
fontes disponiveis na literatura. Branco (sem
registro de caso), amarelo claro (até 10 casos
registrados), amarelo vivo (entre 10 e 100 casos
registrados) e vermelho (mais de 100 casos)

O Estado do Para é a principal area endémica do Pais com 325 casos
registrados em 55 anos (SILVA et al., 1998). Recentemente entre os anos de 2001
e 2006, foram diagnosticados na Unidade de Referéncia e Treinamento em
Dermatologia Sanitaria “Dr. Marcello Candia” (URE Marcello Candia) mais de 80
novos casos de cromoblastomicose (dados nao publicados), ficando o estado do Rio
Grande do Sul com a segunda maior prevaléncia nacional apresentando 100 casos
registrados entre os anos de 1963 e 1998 (MINOTTO et al., 2001).

O isolamento dos agentes da cromoblastomicose de material ambiental é
comum, ocorrendo a partir de material vegetal vivo (SALGADO et al., 2004), em
decomposig¢ao ou diretamente do solo (GEZUELE et al., 1972), sendo relatado por
grande parte dos pacientes atendidos na URE Marcello Candia que o inicio da lesao
ocorreu apos traumatismo com este tipo de material, assim como ocorre com o0s

coletores e quebradeiras dos babaguais maranhenses (SILVA et al., 1995), ja foi
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possivel a observagdo das formas patolégicas em cortes histologicos de tecidos
vegetais de cactaceas (ZEPPENFELDT et al., 1994).

1.4. AGENTES ETIOLOGICOS

A cromoblastomicose é causada por uma variedade de fungos meléanicos,
que sao agrupados em quatro principais géneros, a saber: Cladophialophora,
Phialophora, Exophiala (BARBA-GOMEZ et al., 1992) e Fonsecaea, sendo este
considerado o principal agente (MCGINNIS, 1983;SILVA et al., 1998) (figura 05).
Em alguns casos, podemos encontrar ainda o género Rhinocladiella (ARANGO et
al., 1998), sendo que todos estes apresentam ocorréncias saprofiticas bem
documentadas (RIOS-FABRA et al., 1994).

Figura 05: Principais agentes da cromoblastomicose, A) Fonsecaea pedrosoi, B) Phialophora
verrucosa, C) Exophiala spinifera e D) Cladophialophora carrioni.
Fonte: Arquivo do Laboratério de Dermato-Imunologia.

1.5.CARACTERES MORFOLOGICOS DE Fonsecaea pedrosoi.
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A macroscopia da colbénia de F. pedrosoi é aveludada de anverso escuro,
indo do verde-oliva ao negro, e reverso também negro, apresentando uma
conidiagao do tipo holoblastica e simpodial, onde os conidios sdo formados com
tempos diferentes pelas células conidiogénicas e ndo rompem a parede destas para
exteriorizarem-se, sendo essa conidiagcdo conhecida como do tipo Cladosporium
(figura 06) (DE HOOG et al., 2001).

Figura 06: Aspetos morfolégicos de Fonsecaea pedrosoi. A) Macroscopia do anverso da cultura
e B) Microcultivo revelando os conidiéforos tipo cladosporium, com a conidiagdo simpodial.
Fonte: Arquivo do Laboratério de Dermato-Imunologia.

1.6. TAXONOMIA

Os agentes da cromoblastomicose tém baixo poder patogénico e
apresentam um dimorfismo que depende tanto do hospedeiro como da cepa
inoculada (MATSUMOTO, 1984), contudo este mecanismo ainda ndo esta
esclarecido (WALTER et al., 1982). O género Fonsecaea estd inserido
taxonomicamente na divisdo Amastigomycota, classe Hyphomycetes, onde est&o
agrupadas espécies pertencentes a duas outras classes: Ascomycetos e
Basydiomycetes que apresentam a parte sexuada do seu ciclo, muito rara,
desconhecida ou mesmo inexistente, sendo entdo os Hyphomycetes uma
classificagéo artificial que incorpora os estados anamorficos dos Ascomycetes e

Basidiomycetes e inseridos na familia Dematiaceae (DE HOOG et al., 2000).

A taxonomia do principal agente da cromoblastomicose fica assim

estabelecida:
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Reino: Fungi

Divisdo: Amastigomycota
Classe: Hyphomycetes
Familia: Dematiaceae
Género: Fonsecaea

Espécie: Fonsecaea pedrosoi

1.7. BIOSSINTESE DE MELANINA

A biossintese de pigmentos melanicos, nos seres humanos, ocorre pela
acao de uma fenoloxidase, que oxida a tirosina a L-dopa, até a sua
autopolimerizacdo e o surgimento da melanina, este processo ocorre em uma
organela especializada denominada melanossomo, que pode ser visualizada com

mais facilidade nos melanécitos (Polak, 1990, Dell’Angelica, 2003).

Estes pigmentos melanicos foram descritos em fungos em 1960, contudo
estudos revelaram que este ndao é um componente essencial a estes
microorganismos (Wheller & Bell, 1988), a via biossintética dos pigmentos ocorrera
em duas vias principais: 1) a via da dihidroxifenilalanina, ou via DOPA, por oxidagao
da L-dopa formando similares aos observados em seres humanos semelhantes aos
da via humana ou 2) via do dihidroxinaftaleno, ou via DHN, iniciando sua biossintese
a partir do acetato, derivado do ciclo de Krebs, sendo esta a via descrita como

principal para os Ascomicetos e Deuteromicetos (Kogej et al., 2004).

A deposicdo da melanina, nas células fungicas, ocorre tanto no citoplasma
(Polak, 1990), quanto na parede celular, ja sendo estes os possiveis locais da
producao de melanina nestes organismos. Contudo, os melanossomos, tém sido o
local atribuido a sintese de melanina em fungos demaceos (Franzen et al., 1999),
mas ainda nao caracterizados no fungo melanico principal agente da

cromoblastomicose o Fonsecaea pedrosoi.



17

1.8. INDUCAO IN VITRO DE CELULAS ESCLEROTICAS

O processo de indugao in vitro das células escleréticas dos agentes de
cromoblastomicose vem sendo estudado ha quase cinglienta anos, inicialmente com
os trabalhos de Margarita Silva (1957) que, baseada em trabalhos similares
realizados com outros fungos, elaborou um meio de cultura, por ela denominado
“‘linfa sintética” composto por: glicose (0,7g), uréia (0,18g), NaCL (7,0g), MgCOs;
(0,1g), CuS0O47H,O (0,035g), K;HPO, (0,38g), Ca(NO3) »-4H,O (0,031g), K3PO4
(0,072g) e Caz (PO4) » (0,03g) diluidos em 990ml de agua destilada, e para a
complementagéo protéica foi usado plasma humano, extratos alcodlicos de cabelos
e unhas, obtendo células esféricas articuladas em fragmentos de hifas similares a
clamidésporos (SILVA M., 1957).

Posteriormente Ibrain-Granet (1985), utilizando uma cepa de F. pedrosoi
obteve células arredondadas, mas que por nao apresentarem septagcao
caracteristica das escleréticas observadas in vivo, foram entdo denominadas pelo
autor, como yeast-like. Este experimento foi realizado em caldo Sabouraud com pH
ajustado para 2,5, sob agitacdo constante a 20°C, com o fungo sendo transferido
para outro frasco ap6s 8 dias, nas mesmas condi¢cdes, e somente apos 30 dias eram
observadas as células yeast-like (IBRAIN-GRANET O., 1985).

Mendoza (1993), propés um meio quimicamente composto por: 3g de
NaNO3;; 1g de KoHPOy4; 0,59 MgSO4-7H20; 0,01g FeSO4-7H,0; 0,265g de NH*Cl e
0,003g de Tiamina, a adicionando-se 30g de glicose, e com o pH ajustado para 2,5
obteve sucesso no processo de transformacao das hifas e conidios em células
esclerdticas utilizando Ca*. Resultado similar foi obtido com a utilizacdo de EGTA, 2
umol™”, sendo que ambos os experimentos foram realizados com cultivos a 25°C,

necessitando cerca de 21 dias para a diferenciacdo (MENDOZA et al., 1993).

As formas teciduais (células esclerdticas ou células muriformes) de F.
pedrosoi atualmente sdo induzidas in vitro da seguinte forma: a massa fungica é
cultivada inicialmente em um litro de meio Butterfield (glicerol 5Sml, MgSO,4 0.1g,
KH,PO, 1,89, NHsNO3 1,5g, biotina 5x10°g, tiamina-HCI 10™g) com pH 6,5, em
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aliquotas de 250ml a temperatura ambiente por 20 dias, obtendo-se exclusivamente
micélio, que é transferido para 500ml de meio Butterfield pH 2,7, acrescido de DL-
propanolol em uma concentragao final de 800mM e cultivado sob agitagado a 37°C
por 45 dias, obtendo-se entao as células escleréticas similares as observadas in vivo
(ALVIANO et al., 1992b;DA SILVA et al., 2002).

As células escleréticas também podem ser obtidas conservando-se a
técnica acima descrita, substituindo-se o B-bloqueador pelo Fator Agregador de
Plaquetas (PAF) em uma concentragao final de 10°M, no entanto, sem reduzir o

tempo de inducéo ou os recursos técnicos exigidos (ALVIANO et al., 2003c).

A inducao in vitro das formas teciduais dos agentes de cromoblastomicose
é fundamental para a compreensao do processo patoldgico tecidual causado pelo
fungo no hospedeiro. A indugcdo destas células atualmente tem como principal
desvantagem sua dependéncia de bloqueador de canais de célcio DL-propanolol ou
do PAF, que somado as dificuldades técnicas da padronizacdo de pardmetros
laboratoriais, como temperatura especifica e agitagéo constante, alem da lentiddo do
processo. Novos meios de cultura assim como o entendimento das vias metabdlicas
deste organismo. Novos meios para obtengdo de células escleréticas de maneira
mais rapida e que possibilitem o acompanhamento do processo de indugao por
microscopia otica invertida, permitirdao que possamos avaliar a agdo de drogas nas
formas teciduais dos diferentes agentes da cromoblastomicose, possibilitando
também experimentos de interacao das formas teciduais com diferentes células dos
sistemas sistema imune, levando a compreensao dos aspectos fisiopatolégicos da

cromoblastomicose.
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2. OBJETIVO

2.1.Geral

Elaborar novos meios de cultura para diferenciagao celular de Fonsecaea
pedrosoi e analisar a influéncia de componentes destes meios na indugao de células

esclerodticas, formas teciduais do fungo.

2.2.Especificos

2.2.1. Escolher diferentes fontes de biomassa natural para a elaboracao dos
meios de cultura.

2.2.2. Padronizar a técnica para a producido de meios de cultura que tenham
como base biomassa vegetal.

2.2.3. Elaborar um meio de cultura quimicamente definido que realize a
indugao de conidios de Fonsecaea pedrosoi em células esclerdticas.
2.2.4. Acompanhar as alteragdes morfolégicas dos conidios por microscopia

Gtica e microscopia eletrbnica de transmissao e varredura.
2.2.5. Realizar de testes de esgotamento do meio quimicamente definido.
2.2.6. Isolar melanina a partir da cultura de Fonsecaea pedrosoi
2.2.7. Isolar o anticorpo anti-melanina do soro de pacientes de
cromoblastomicose para utilizar na marcagao da melanina do fungo in

vitro.
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3. METODOLOGIA

3.1. Preparo dos meios de cultura

3.1.1. Meios naturais

A preparagao dos meios de cultura foi padronizada da seguinte maneira:
150g de biomassa vegetal, onde o mesocarpo das frutas selecionadas séo triturados
e diluidas com agua bidestilada e deionizada estéril, em uma proporgao final de 1:3.
Essa solucdo €& homogeneizada, centrifugada a 5000rpm por 5 minutos e o
sobrenadante é filtrado em membrana de 0,22um, sendo os pHs ajustados entre 2,5
e 3,0 com a utilizacédo de acido cloridrico ou acido citrico em solu¢des 1M. O produto
final é esterilizado em autoclave antes de ser utilizado nos experimentos. A
preservacdo dos meios é feita a 4°C por um periodo superior a 6 meses, sem

alteracao na transparéncia ou no pH.

3.1.2. Meio quimicamente definido

O meio de cultura quimicamente definido para a indugdo das células
escleroticas foi desenvolvido a partir de revisdo dos meios de cultura quimicamente
definidos descritos em literatura, que foram comparados entre si, estabelecendo-se
um meio minimo para a inducdo de células escleréticas. Para isso analisamos os
diferentes compostos quimicos contendo: 1) Sédio, 2) Magnésio, 3) Potassio, 4)
Manganés, 5) Calcio, 6) Ferro, 7) Carboidratos e 8) Aminoacidos. Estes compostos

foram testados em diferentes combinacdes, concentragdes e pHs.

3.2. Amostras Fungicas.

A cepa de F. pedrosoi utilizada nos experimentos de indugédo das células
escleréticas a partir das formas filamentosas foi isolada em meio de cultura Micosel®
a partir de material biolégico obtido de raspados da lesdo de um dos pacientes
portadores de cromoblastomicose que foi atendido na URE Marcello Candia, apos a

assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido. A coleta de material é
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parte do procedimento padrdo para o diagnédstico e posterior tratamento dos
pacientes. A cepa € mantida em meio agar Sabouraud, devidamente identificada por
aspectos laboratoriais (macroscopia de colénia e microcultivo em lamina), estando
catalogada no acervo da micoteca do Laboratorio de Dermato-Imunologia sob a

inscricao LDI-16.

3.3.Isolamento e contagem de conidios.

O protocolo estabelecido para o isolamento e contagem de conidios inicia-
se com a remogao da massa fungica existente na superficie das colbnias cultivadas
por 15 dias em Agar-Batata (meio estimulador de conidiogénese), que é transferida
para 10ml de soro fisiolégico, em tubo tipo Falcon de 15ml e agitada em vortex por
30 segundos para desagregar os conidios dos conidiéforos. Em seguida, a
suspensao é filtrada através de uma membrana de nylon, para a retencédo das hifas
e submetida a centrifugagdo de 4000rpm por 5 minutos, sendo o volume final

reduzido a 1ml para contagem em camara de neubauer.

3.4.Inducao de células escleroticas

A indugado das células esclerdticas nos diferentes meios foi realizada em
placas de cultivo celular com 24 pogos de fundo chato (TPP, Suiga), a temperatura
ambiente, sem agitacdo, sendo utilizado como antibidético a gentamicina na
concentracao final de 20ug/ml. Para a certificacdo de que este componente ndo tem
interferéncia no processo de indugao in vitro também foram realizados experimentos
sem a presencga de antibioticos, tomando-se todas as precaucdes para evitar a

contaminacao do material por bactérias.

3.5. Coloragao pelo Giemsa

As células escleroticas obtidas nos meios de cultura foram aderidas em
laminulas recobertas com Poli-L-Lisina (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), fixadas em
metanol durante 1 minuto, coradas por 5 minutos com solucao 5% de Giemsa diluida

em agua tamponada e montadas entre em uma lamina de vidro.
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3.6. Microscopia eletrbnica de varredura

Para analise ultraestrutural, as células escleréticas obtidas foram
centrifugadas a 1500rpm por 3 minutos para a formagao de pellet que foi fixado por
2 horas a temperatura ambiente em uma solugdo contendo 2,5% de glutaraldeido,
4% de paraformaldeido em tampao cacodilato 0,1M e pH7.2. Apés esse periodo, as
células foram aderidas a laminula previamente recoberta com poli-L-lisina (Sigma-
Aldritch, St. Loius-EUA), seguindo-se trés lavagens no mesmo tampdo, e a pos-
fixacdo com solugcado de OsO, (tetréxido de dsmio, Sigma-Aldritch, St. Louis-EUA) a
1%, 0,8% de ferricianeto de potassio, 5mM CaCl, em tampéao cacodilato 0,1M pH 7,2
a temperatura de 4°C por uma hora. Para desidratagao, realizou-se a passagem do
material em acetona diluida a 30, 50, 70 e 90%, com 20 minutos para cada etapa e
duas vezes de 20 minutos em acetona a 100%, seguidas por um processo de
secagem por ponto critico de CO, (EMITECH-K850, Inglaterra). A seguir, as laminas
sao fixadas em suporte (stub), metalizadas com ouro (EMITECH-K550, Inglaterra) e
observadas no microscopio eletrénico de varredura modelo LEO1450VP (LEO,

Inglaterra).

3.7. Microscopia eletrbnica de transmissao

As células esclerdticas obtidas foram fixadas a temperatura ambiente por
2 horas em uma solugédo contendo 2,5% de glutaraldeido, 4% de paraformaldeido
em tampao cacodilato 0,1M e pH 7,2. Apés 2 horas de fixacdo, as células foram
lavadas 3 vezes com tampao cacodilato 0,1M pH 7,2 e pods-fixadas em solugao
contendo 1% OsQO4, 0,8% de ferricianeto de potassio e 5mM CaCl, em tampao
cacodilato 0,1M pH 7,2 a temperatura de 4°C por uma hora. Apds esse tempo, as
células foram novamente lavadas 3 vezes no mesmo tampéao e desidratadas com
passagem em uma série de acetona em agua a 30, 50, 70 e 90%, com tempo de 20
minutos para cada etapa e duas vezes 20 minutos em acetona 100%. Apds
desidratacdo, as células foram infiltradas com uma mistura epon/acetona na
proporcéo 1:3, 1:2, 1:1, 2:1 e 3:1, respectivamente, por 12 horas e em epon puro por
24 horas. Apos polimerizagdo em epon por 48 horas, cortes ultrafinos foram obtidos
e contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo e observados em

microscopio eletrénico de transmisséao (Zeiss 900, Alemanha).
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3.8. Teste de esgotamento

Visando conhecer qual ou quais os compostos que sao exauridos
durante o processo de indugdo e manutencdo das células escleréticas, apds
transcorrido o tempo necessario para o inicio da reversdo do processo de inducao
de células escleréticas, o meio utilizado foi retirado dos pogos, e por centrifugagéo a
2500 RPM por 5 minutos, as células escleréticas foram removidas o meio teve o seu
pH reajustado para 2,68, e os componentes do meio quimicamente definido foram

individual e coletivamente acrescidos, e novo experimento de indugao foi realizado.

3.9.Isolamento de DHN-Melanina de Fonsecaea pedrosoi

A cepa de F. pedrosoi foi cultivada, sob agitacdo, em dois litros de meio
Czapeck-Dox (sacarose 30g, KCI 0,5g, NaNO3,2g KH,PO4 2g, MgSO4 0,59 e FeSO4
0,01g) por um periodo de 15 dias para a obten¢cao de massa fungica suficiente para
a realizagao do experimento.

Apds a obtengdo da massa fungica no meio de cultura liquido é
alcalinizado para uma concentragao de 0,5N, utilizando-se aproximadamente de 2
gramas de hidréxido de sodio (NaOH) por litro de meio de cultura utilizado, esta
solugdo € colocada sob agitagdo overnight. Realiza-se entdo a precipitagcdo, as
moléculas de melanina pela reagdo de neutralizagao por acido cloridrico (HCI) para
um pH entre 2,5 e 3,0 e procede-se nova incubagao a 4°C seguida por uma filtragao
em papel (Filtrak, Alemanha).

Apos a filtracao de todo o volume, o papel deve ser colocado em
agitacdo em um volume de 2 litros de agua destilada, permitindo assim a liberagao
da proteina. Esta solugcédo deve ser deixada overnight para que ocorra a precipitagao
da melanina, descartando-se o sobrenadante e centrifugando-se a 7.000 rpm por 5
minutos o resto do material, permitindo assim a formacao de um pellet que deve ser

lavado em tampao PBS e liofilizado.
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3.10. Isolamento do anticorpo anti-melanina humano

A melanina liofilizada obtida é bloqgueada com albumina bovina
(10mg/ml), e posteriormente colocada em contato, sob agitagdo a 4°C, com o soro

de pacientes de cromoblastomicose diluido em 1:1 com PBS pH 7,2.

O pellet formado por uma centrifugacao (5000 rpm por 5 minutos) do
soro com a melanina foi eluido com solucdes de Glicina 0,1M e Tris 01M e a
quantificacdo realizada em espectrofotbmetro com leitura em 280nm. A
concentragcao da solugcdo contendo o anticorpo anti-melanina foi realizada com a

utilizacdo de polietilenoglicol.

3.11. Imunomarcac¢ao de melanossomos

Para o experimento de microscopia eletronica de transmissao, os conidios
de F. pedrosoi foram fixados, desidratados e incluidos em resina de unicryl.
Realizou-se cortes ultrafinos que foram colocados em contato com o anticorpo anti-
melanina diluidos em PBS em concentracdo final de 1:20, e com anticorpo-
secundario anti-humano (1:100) acoplado a particulas de ouro-coloidal 10nm, com
observacdo realizada no equipamento JEOL 1200 (Laboratério Herta-meyer —

Instituto de Biofisica Carlos Chagas filho/Universidade Federal do Rio de Janeiro).
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4. RESULTADOS

Para a selecao de quais fontes naturais seriam capazes de produzir a
inducao de células esclerdticas, foram testados os mesocarpos das seguintes frutas:
Acai (Euterpe oleracea), Pupunha (Bactris gasipaes), Araga-Boi (Eugenia stipitata),
Acerola (Malpigia glabra), Limao (Citrus limom), Limao Galego (Citrus aurantifolia), e
Cupuagu (Theobroma grandiflorum), gerando com a metodologia proposta (item
3.1.1) um caldo nutritivo e de transparéncia que permite o acompanhamento dos

experimentos com a utilizagdo de um microscopio invertido.

Os meios naturais obtidos com a metodologia proposta que tiveram como
base as biomassas de T. grandiflorum e B. gasipaes, nas seguintes condigdes de
cultura: 1) temperatura ambiente, 2) sem agitacdo e 3) 3x10° conidios/ml
promoveram a inducdo das células escleréticas a partir das formas filamentosas de

F. pedrosoi

Nos meios de T. grandiflorum, apés 48 horas de cultivo a temperatura
ambiente, sem agitacédo, observou-se células escleréticas com coloragao, septagao
e tamanhos similares as células observadas in vivo, conservando essa morfologia
por aproximadamente 10 dias, sem haver a necessidade de renovagdo do meio

(figura Q7), iniciando apds esse periodo a formacéao de hifas.

O meio natural que tem a base em biomassa de B. gasipaes apresentou a
indugcdo apds 10 dias de cultivo, mantendo a morfologia classica de célula
escleréticas por 30 dias, sem haver necessidade de renovagdo do meio de cultura,

iniciando-se apos esse periodo a formacgao de hifas.

A coloragao pelo Giemsa permitiu avaliar a similaridade morfologica
existente entre as esclerdticas obtidas in vifro, em todos os meios aqui
apresentados, com as observadas in vivo, principalmente no que se refere ao modo
de divisdo e a formagao da parede celular espessa, caracteristicas dos agentes de

cromoblastomicose (figura 07).
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Figura 07. Células escleréticas obtidas nos meios naturais. As células escleréticas observadas a
fresco, sem coloragdo (A), apresentam coloragdo acastanhada e septos multiplanarios bem definidos
(seta). A coloragdo pelo Giemsa (B) permite visualizar os restos de conidios (seta escura) que
originaram as células escleroticas novas, onde evidenciam-se as septagoes classicas (seta vazada).
Barra 10um.

Os meios naturais de T. grandiflorum (cupuagu), G. speciosa (pupunha) e
C. limon (limao) promoveram a indugao das células escleréticas de F. pedrosoi em
um periodo de tempo muito inferior (a indugdo ocorre apds 48 horas) as técnicas
hoje disponiveis, o processo de indugdo agora pode ser realizado em apenas dois
dias, reduzindo a 5% o tempo exigido pelos meios convencionais. Outro beneficio
destes meios de cultura estd na independéncia do processo de indugdo dos

indutores como o DL-Propanolol e o PAF ou quelantes de Ca*? como o EGTA.

O desenvolvimento do meio de cultura quimicamente definido para a
indugdo das células esclerdticas teve inicio a partir da realizagdo de um
levantamento dos principais meios de cultura quimicamente definidos, com maior
relevancia para aqueles relacionados com o dimorfismo dos agentes de
cromoblastomicose, quando foram selecionados os seguintes compostos: Sédio
(fosfato de sddio monobasico, fosfato de sddio bi-basico, citrato de sddio e cloreto
de sddio), Potassio (fosfato de potassio bi-basico, nitrato de potassio e cloreto de
potassio), Calcio (carbonato de célcio e cloreto de calcio), Magnésio (sulfato de
magnésio e carbonato de magnésio), Manganés (sulfato de manganés), ferro
(sulfato de ferro), Carbono (dextrose, maltose, glicose e lactose) e Nitrogénio
(extrato de levedura, extrato de carne e peptona bacteriologica).
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Cada um destes compostos foram testados individualmente e em grupos
de 2, 3, 4, 5, 6 e 7 elementos de cada um dos principais elementos quimicos. Foram
ainda testados o pHs (iniciando em 5,0 e gradualmente decrescendo até 1,5) e
diferentes temperaturas de cultivo (37°c e ambiente) para a determinagdo dos

parametros de cultivo.

Inicialmente foram testadas diferentes fontes de aminoacidos, contudo
mudancgas nas fontes e concentragdes nao mostrou qualquer influéncia no processo
de inducdo ou de manutencdo das células esclerdticas, diferentemente dos
resultados observados nos testes com as fontes de carbono, onde diferentes fontes
apresentaram o mesmo comportamento, a auséncia inibia o processo de indugao,
enquanto a diminuicdo da concentracdo dos agucares revelou baixas no periodo de
manutencdo das células escleréticas, produzindo rapidamente a reversao do
processo pela formacdo de hifas. Nossos resultados revelaram também a
independéncia do processo de inducdo da presenca ou auséncia dos ions Mn"® e
Ca’.

Apds a observacdo da agédo dos diferentes elementos testados sobre os
conidios, isoladamente ou em conjunto, definiu-se um meio minimo para
diferenciagéo de conidios em células esclerdticas constituido unicamente por 1000ml
de agua bidestilada, acrescida de 40,0g de Dextrose, 19g de Nitrato de Potassio,
40g de Fosfato de Sdédio Monobasico e 9g de Sulfato de Magnésio, com o pH
ajustado para 2.7 (quadro 01). Assim como nos meios naturais, a indugdo das
células escleroticas ocorreu apos 48 horas de cultivo em temperatura ambiente e
sem agitacao (figura 08). O modo de processamento de novos meios de cultura,
bem como a descricdio do meio de cultura quimicamente definido gerou uma
solicitacdo de patente ao Instituto Nacional da Propriedade Intelectual (INPI), e
encontra-se atualmente aguardando a chancela do 6rgao (Processo numero
000385/05).
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Quadro 01: Comparativo das composigdes ionicas testadas. Desconsiderando as diferentes
concentragdes e fontes testadas, em destaque o meio minimo quimicamente definido que induz a
diferenciagdo de conidios em células escleréticas classicas.

Componentes do meio

pH Na Mg K Glicose Ca Mn Fe Tipos Celulares Obtidos

2,68 + + + + + + + Células escleréticas classicas
2,68 + + + + - + + Células esclerdticas classicas
2,68 + + + + + - + Células esclerdticas classicas
2,68 + + + + + + - Células escleroticas classicas
2,68 + + + + c - - Células escleréticas classicas
2,68 - + + + + + + Manutengao de conidios
2,68 + = + + + + + Células Esclerdticas reduzidas
2,68 + + o + + + + Manutencgao de conidios
2,68 + + + = + + + Manutencgao de conidios
4,00 + + + + + + + Formacao de hifas em 24 horas
4,00 + + + + - + + Formacao de hifas em 24 horas
4,00 + + + + + - + Formacao de hifas em 24 horas
4,00 + + + + + + - Formacao de hifas em 24 horas
4,00 + + + + - - - Formagao de hifas em 24 horas
4,00 - + + + + + + Formagéo de hifas em 24 horas
4,00 + - + + + + + Formacé&o de hifas em 24 horas
4,00 + + - + + + + Formag&o de hifas em 24 horas
4,00 + + + - + + + Formagé&o de hifas em 24 horas

D

Figura 08: Células escleréticas induzidas em meio quimicamente definido, ndao coradas (A,B e
C ou coradas pelo Giemsa (D,E e F). Em A, D e E observa-se a células esclerotica classica,
isolada, originaria de apenas um conidio (setas). Em B, C e F, verifica-se a presenga de grumos de
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células esclerdticas pigmentadas, com parede espessa e septagdo multiplanaria, idénticas as células
encontradas no tecido lesionado, in vivo. Barra 10um.

Os experimentos de esgotamento revelaram que quando novos conidios
sdo colocados em meio ja exaurido, a formagao de células escleréticas também se
processa em 48 horas. No entanto, transcorridas 72 horas de cultivo, estas células
iniciam a diferenciacdo para hifas. Quando o meio exaurido € complementado
unicamente com dextrose a indugao gera células escleréticas classicas que se
mantém por um periodo médio de 13 dias. A complementacdo com sulfato de
magnésio também €& capaz de gerar células escleréticas, contudo sdo observadas
conidios sem alteragdo morfolégica, enquanto que na complementagdo com nitrato
de potassio o processo de indugdo ocorre de forma bastante irregular, com a
presenca de conidios aumentados de volume e poucas escleréticas. Na
complementagdo com todos componentes, a indugcdo € restabelecida, a
complementacao com fosfato de sédio monobasico leva ao surgimento de hifas a
partir das células escleréticas em 48 horas, quando nao se processa a

suplementagao os conidios colocados no meio séo induzidos a células esclerdticas

de forma normal, contudo o processo de reversao ocorre em 72 horas. (figura 09).

Figura 09. Resultados dos experimentos de exaustdo. A) Meio sem suplementagdo. Apds 72
horas observa-se a formacéo de hifas a partir das células escleréticas; B) a suplementagdo com
fosfato de sédio monobasico leva ao surgimento de grande nuimero de hifas em 48 horas; C) Meio
suplementado apenas com nitrato de potassio gera poucas células escleréticas e sdo observados
conidios com o volume aumentado; D) A suplementagcdo com sulfato de magnésio gera células
escleréticas normais, mas observa-se um grande numero de conidios sem alteragdes morfoldgicas;
E) Na suplementagcdo com dextrose células escleroticas classicas sao observadas e F) células
escleroticas classicas em meio totalmente suplementado.
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A MEV revelou a similaridade ultraestrutural entre as células escleréticas
produzidas in vitro com o0s meios naturais ou o meio de cultura quimicamente
definido, com células oriundas do meio Butterfield acrescido de DL-Propanolol, o nas
formas isoladas de lesbes de pacientes, através da comparagdo com registros
analisados em trabalhos cientificos publicados. As células escleréticas aqui

apresentadas demonstram uma plena conservacgao da divisdo planaria e septos bem

evidentes (figura 10), assim como as formas in vivo.

Figura 10. Microscopia eletronica de varredura de células escleréticas induzidas in vitro.
Células escleroticas induzidas, em magnetizagdes crescentes, evidenciando o alto poder de indugéo
do meio quimicamente definido, (A) Auséncia de conidios no menor aumento, (B) Grumos de células
esclerdticas e (C) células esclerdticas apresentando a septagéo planaria.

Os resultados da microscopia eletrbnica de transmissao (figura 11)
revelaram a presenca de parede celular espessa e bem delimitada, assim como
septacado multiplanaria bem definida e um grande numero de vesiculas com material

eletrondenso.
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Figura 11. Microscopia eletrénica de transmissao das células escleréticas induzidas in vitro.
Podemos observar a presenga de granulos eletrondensos (setas claras), parede bem definida (setas
escuras) e vesiculas (asteristico). Barra 1um.

No isolamento da DHN-melanina obteve-se um volume total de
correspondente a 0,5 ml, que apds a liofilizagdo realizada no Laboratério de
Estruturas de Superficies de Microorganismos (IPPG-UFRJ) apresentou um volume
correspondente a 0,4 ml. A proteina liofilizada foi colocada em incubagao em 20ml
de soro de pacientes diluidos em 1:1 em tampao PBS, de onde isolou-se o anticorpo

anti-melanina em uma concentragéo de 1mg/ml, com um volume total de 2ml.

Com os experimentos de microscopia eletrbnica de transmissao de
conidios marcados com o anticorpo anti-melanina, notou-se uma distribuicao
homogénea na marcacgao entre as diferentes porgdes da parede celular dos conidios
de F. pedrosoi (figura 12), além da marcagdo em organelas citoplasmaticas com

formato e tamanho similar aos melanossomos de melandcitos humanos.
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N

Figura 12. Imunomarcagido em microscopia eletronica de transmissdao da melanina em
conidios de Fonsecaea pedrosoi. A) Marcagdo homogénea em toda a extenséo da parede celular,
B) Primeira observagédo do melanossomo em Fonsecaea pedrosoi.
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5. DISCUSSAO

A obtencao das formas teciduais de F. pedrosoi in vitro é fundamental para
o0 maior conhecimento sobre a relagdo parasita-hospedeiro, ou seja da biologia dos
agentes da cromoblastomicose, aumentando assim o conhecimento dos processos
intrinsecos ao patégeno, possibilitando o estudo de novas metodologias

terapéuticas.

As tentativas de indugdo das células esclerdticas tém hoje como maior
preocupacdo mimetizar o modo mais natural da diferenciagcdo, como é visto na
tentativa de substituicdo do DL-Propanolol, pelo PAF (ALVIANO et al., 2003b),
possibilitando assim a obtengdo de células com similaridade morfolégica e
imunogénica com as formas teciduais, o que possibilitaria estudos sobre a relagéo

parasito-hospedeiro in vitro mais préximo das reagcdes organicas in vivo.

Como as células esclerdticas sado observadas tanto em tecido animal
como vegetal (ZEPPENFELDT et al., 1994), € de se esperar que em meios de
cultura que tenham como base extratos vegetais, o mecanismo de indugdo seja
muito mais proximo ao ocorrido in vivo, conferindo entdo uma maior significancia aos

resultados obtidos com estudos realizados utilizando estes meios de cultura.

A metodologia aplicada na producdo dos meios naturais nos leva a supor
que eles contém apenas substancias hidrossoluveis, ions e aminoacidos, ja que as
proteinas e vitaminas existentes nas fontes sdo desnaturadas durante o processo de
esterilizacdo por autoclave, além de agucares, o que aproxima muito das condi¢cdes
existentes in vivo, e que a inducdo das células esclerbticas provavelmente ocorre na

natureza de forma mais comum a que possamos supor.

Estes novos processos de obtencdo das células escleréticas utilizando
meios naturais ou um meio minimo, quimicamente definido, sdo um avango em
razdo do curto espaco de tempo com que estas células sdo obtidas quando
comparado com os meios quimicamente definidos atualmente utilizados, Butterfield
acrescido de DL-Propanolol ou PAF (ALVIANO et al., 1992a;ALVIANO et al.,

2003a), que requerem um periodo longo e sequéncias de mudangas da material
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fungico para diferentes frascos, o que eleva a possibilidade de contaminagao, e

requer recursos estruturais e pessoal qualificado para a funcionalidade da operacéo.

A principal desvantagem da utilizagdo de meios naturais é o
desconhecimento preciso de quais substancias estdo presentes e em que
concentragcdes sdo encontradas na solucido, e qual ou quais moléculas realmente
promovem o processo de inducdo das células esclerdticas a partir das formas
filamentosas ou conidios do fungo melanico F. pedrosoi. Duas maneiras de se
elucidar este processo poderiam ser utilizadas. A primeira seria caracterizar
qualitativamente e quantitativamente toda a composi¢édo quimica dos meios naturais
indutores, e a partir deste conhecimento, elaborar um meio quimicamente definido
para inducdo. Este procedimento, apesar de aparentemente mais técnico, seria
altamente dispendioso em custo financeiro e em tempo, com as técnicas que
dispomos atualmente. A segunda maneira, seria elaborar meios de cultura
quimicamente definidos a partir de informagdes prévias, tanto dos meios disponiveis
para inducdo, como da composicdo quimica dos mesocarpos escolhidos para

processamento, o que foi realizado com sucesso.

O meio quimicamente definido, composto por dextrose, nitrato de potassio,
fosfato de sodio monobasico e sulfato de magnésio, pH 2,7, promove a
diferenciagdo em 48 horas, sendo que os resultados com as diferentes fontes de
aminoacido e carbono, nos levam a supor que os conidios apresentam um grande
estoque de aminoacidos e baixa quantidade de reserva de carboidratos,
possivelmente localizadas nas vesiculas observadas em microscopia eletrénica de

transmissao, que apresentam seu conteudo extraido.

Em trabalhos anteriores, a composi¢cao de agucares e acidos graxos ja foi
descrita para as formas miceliais de F. pedrosoi, sendo que glicose, manose,
furanose, ramnose e glicosaminas sao os polissacarideos encontrados, e os acidos
graxos séo os acidos palmitico, estearico, oléico, liminoléico e aracdonico (SOARES
RM et al., 1995b).

No processo de formagéo de conidios ocorrem significantes mudangas na

composicao de polissacarideos e lipideos, onde a ramnose € o principal acucar em
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substituicdo a grande quantidade de galactose observadas em hifas, e o acido
aracdonico é o componente lipidico exclusivo desta forma (SOARES RM et al.,
1995a), sendo entdo conhecido que as reservas encontradas nos conidios sao a

ramnose e o acido aracdoénico.

O consumo total das reservas devera promover a reversao do processo de
inducdo e manutencao de células escleréticas, como observado nos experimentos
de esgotamento. Este consumo leva a um desequilibrio ibnico que nos remete a
idéia de existir uma intima regulagdo entre as concentragbes idnicas, como é
observado para os ions sodio e potassio, pois sutis alteracdes entre as proporcdes
promovem relevantes mudangas na morfologia das células, como por exemplo
quando a concentracao do fosfato de sédio monobasico é elevada resulta na
formagao imediata de hifas a partir de conidios, sem a formacdo de células
esclerdticas e quando a concentracao de nitrato de potassio é elevada resulta em

severa diminuicao no periodo de manutengao das células escleréticas diferenciadas.

Existe um estrito equilibrio entre sddio e potassio no meio apresentado,
pois quando este equilibrio é alterado com a disponibilidade ou consumo, seja por
aumento ou diminuigao das concentragdes de sédio ou potassio, hifas sdo formadas
a partir das células escleroéticas. A afirmacao de que o composto que realmente
interfere na formagao de hifas é o ion sédio, baseia-se em experimentos com outras
fontes deste componente, como: fosfato de sédio monobasico, fosfato de sddio
bibasico, citrato de sddio e cloreto de sodio, sem a alteragcdo dos resultados, mas o
aumento da concentracido de sédio em qualquer um destes compostos leva a
formagao das hifas, com a interessante constatacao de que a redugao do tempo de
inducao de 48 horas para 24 horas, pode ser alcangada quando substituimos fosfato
de sddio por citrato de sdédio. Esta redugdo no tempo de indugdo pode ser devida a
incorporacdo do citrato, que poderia desta forma entrar diretamente no ciclo de
krebs, evitando assim o processo de formacao de acetil-CoA a partir de piruvato, e

deste a partir de glicose-6-fosfato.

A obtencéo de energia ocorre pela respiragao celular que se processa nas
mitocdndrias, iniciando-se com a glicolise para a formagdo de piruvato, e

desenvolvendo-se em duas vias possiveis, a via hexosemonofosfato (HMP) e a via
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Embden-Meyerhof (EM), sendo esta a principal. O equilibrio entre as vias € regulada
de acordo com a aeracao do meio, onde a HMP é predominante em situacbes de
baixa aeragdo (ELIZABETH MOORE-LANDECKER, 1996). O &cido piravico,
molécula base do ciclo de krebs da respiracao celular, € convertido em acetil
coenzima-A, dentro das mitocéndrias, pela piruvato descarboxilase, tranformando-se
em citrato que entra no ciclo de Krebs para o fornecimento de 12 ATPs que serao

utilizados durante a biossintese das moléculas e na manutencgao do ciclo celular.

Em experimentos com Fusarium solani retirando isoladamente potassio e
magnésio do meio comercial, foi formulada a hipétese de que o potassio seria
importante na formacao de hifas, e o magnésio na formacado de conidios (DAS,
1991), o que apresenta similaridade com os resultados apresentados aqui, pois
quando o equilibrio entre sddio e potassio foi alterado a diferenciacao celular das

hifas e conidios foi comprometida.

Quando o magnésio foi omitido do meio de cultura de Joachin Das,
observou-se a diminuicdo da conidiogénese, e em nosso meio quimicamente
definido a alterag&o restringiu-se a diminuicdo do tamanho das células esclerdticas.
Uma possibilidade de justificativa baseia-se na operacionalidade da quitina
sintetase, responsavel pela biossintese da quitina, componente estrutural da parede
celular de fungos (figura 14) (BURNET J.H., 1976), que para seu pleno
funcionamento é dependente de magnésio, e como este fora omitido, em ambos os

casos as novas células apresentaram as alteracées morfoldgicas registradas.
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Glicose-6-fosfato

Fosfoglicoisomerase
Frutose-6-fosfato

+ Glutamina
Glicose-6-fosfato (+Gluamina)
+ Acetil Coenzima-A

N-Acetilglicosamina-6-Fosfato (+ Acetil coenzima-A)
+ATP +Fosfoacetilglicosamina mutase
N-Acetilglicosamina-1-Fosfato

+ Uridina trifosfato + profosforilase

Uridina difosfato - N - Acetilglicosamina (+ Polifosfato)

+ Poly-N-acetilglicosamina
+ Chitina Sintetase + Mg

+

QUITINA

Figura 14. Esquema de formagdao da
quitina, dependente da presenca de
quitina sintetase e magnésio.

Fonte: (BURNET J.H., 1976)

O pH da mistura dos componentes do meio quimicamente definido é igual
a 4,0, e nesta condigao os conidios em 24 horas iniciam a formagao de hifas. Assim
como no meio natural, se o pH nao estiver proximo de 2,7 a diferenciagao em células
escleréticas ndo ocorre, e o aumento deste para um valor igual ou superior a 3,5
resulta na imediata formacao de hifas. Deste modo, fica evidente que o processo de
transformagédo in vitro dos conidios de F. pedrosoi em células escleréticas €
dependente do pH acido, sendo este resultado corroborado por todos os outros
trabalhos de indugao de células esclerdticas existentes, onde a acidificagdo do meio
€ indispensavel no processo. Este pH acido do meio de cultura ativa os canais
dependentes de pH existentes na membrana celular, como os canais de potassio
(ROBERTS & TYERMAN, 2002), e a diminuicdo do pH gera um rapido aumento da
concentracao do magnésio no citoplasma (HONG-YING LI, 1994), permitindo o

influxo destes ions.

Os ions magnésio (Mg") e fosfato (POs’) em pH &cido sdo encontrados em
suas formas livres e este magnésio livre tem papel fundamental na produgao de

quitina, componente estrutural da parede celular de fungos (ELIZABETH MOORE-
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LANDECKER, 1996). Sem a presencga deste ion, a formagao de parede celular é
comprometida, provocando sérias alteragées na morfologia das células (figura 15)
(BURNET J.H., 1976), o que poderia, de modo analogo, explicar a diminuigdo do
volume celular das células escleréticas quando cultivadas no meio quimicamente

definido de onde retirou-se o sulfato de magnésio.

o]

Figura 15. Esquema das alteragoes
provocadas pela diminuicao da
concentragdao de magnésio em meio de
cultura: (a) e (b) severa deficiéncia de
magnésio em Chaetomiun globosum
demonstrando a diminui¢gdo da elongacao
das hifas com a formacdo de células
globosas e (c) crescimento normal de
Chaetomiun globosum em meio com
0,5ppm de sulfato de magnésio.

Fonte: (BURNET J.H., 1976)

Quando novos conidios sdo colocados em meio reutilizado, ainda assim
sao formadas células esclerdticas, contudo, o tempo em que a célula esclerdtica se
mantém nesta forma reduz-se para apenas um dia, diferenciando-se em seguida
para hifas. A hipotese formulada para esta situacdo esta na manutencédo de ions
como magnésio e sédio, além de dextrose, como reserva nos conidios (ELIZABETH
MOORE-LANDECKER, 1996), o que possibilitaria a sua transformacao para a forma

de esclerdtica.
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Os experimentos de exaustdo revelaram que durante o processo de
indugado de células esclerdticas, sendo consumidos a dextrose e o fosfato de sédio
monobasico, visto que a complementacdo com estes compostos leva a formagao de
células escleréticas, mesmo que com algumas alteragdes morfolégicas e menor
tempo de durabilidade. Assim como o0 consumo de magnésio, que quando
complementado isoladamente também é capaz de gerar células escleréticas
classicas por um curto espaco de tempo, diferente do potassio, que quando

suplementado ndo é capaz de gerar as formas teciduais.

Os fungos, diferentemente dos animais, parecem nao necessitar de fontes
de vitaminas como C, D, E e K, mas as vitaminas hidrossoliveis como as
pertencentes ao complexo-B (biotina, piridoxina, acido nicotinico, acido pantoténico,
riboflavina e cianocobalamina), na maior parte dos fungos é sintetizada
(ELIZABETH MOORE-LANDECKER, 1996).

Durante o processo de inducao de células escleréticas no meio Butterfield
acrescido de propanolol ou PAF, as vitaminas tiamina e biotina sdo requeridas, pois
a vitamina B4 (tiamina) (figura 16) ativa a tiamina pirofosfatase, que age na
regulacdo do metabolismo de carboidratos, e em fungos deficientes desta vitamina o
metabdlito intermediario acido piruvico tende a ser depositado no meio de cultura,
enquanto isso a vitamina By (biotina) (figura 16) regula a agdo de moléculas como a
acetil-coenzima-A na producao de acidos graxos e sua falta provoca o aumento da
permeabilidade da membrana celular (ELIZABETH MOORE-LANDECKER, 1996),
contudo estas vitaminas s&o, por sua importdncia metabdlica, sintetizadas na
maioria dos fungos micelianos (ELIZABETH MOORE-LANDECKER, 1996).
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CH3~ ¢ ¢~ CHy~ N ‘ HzC\ ; LaH (CH,);— COOH
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Figura 16: Vitaminas dependentes da presenga de enxofre. A) Tiamina B) Biotina

Com a simples comparacdao do meio quimicamente definido aqui
apresentado com o meio Butterfield, verifica-se a auséncia das vitaminas biotina e

tiamina, e como o processo de indugéo é obtido nas duas situagdes, sugerimos que
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F. pedrosoi, assim como um grande numero de fungos filamentosos, € capaz de
sintetiza-las, sendo para isso necessario o fornecimento de enxofre. Como no meio
Butterfield a concentracao de compostos sulfurados na composicao do meio é baixa
(0,1g/L), estas vitaminas sao exigidas no processo, enquanto isso no meio aqui
apresentado, a concentragdo do anion sulfato (SOs*) é 48 vezes maior e
aparentemente suficiente para a sintetizagdo das vitaminas (figura 17), assim como
€ também utilizado na formulagao de diversos aminoacidos como a cisteina, cistina e
metionina (ELIZABETH MOORE-LANDECKER, 1996).

S0,
C ATP
ADP
APS
Adenosina-5-fosfosulfato
C ATP
ADP
PAPS
3-fosfo-adenosina-5-fosfosulfato

2H * | PAP fosfo-adenosina-fosfato
-

Carreador S0O,2-
azH T

Carreador SH-

C O - Acetil-Serina
Acetato

v
Cisteina

Figura 17. Esquema da utilizagcdo do

anion sulfato para a formagao de

aminoacidos (ELIZABETH MOORE-

LANDECKER, 1996)

A forma mais comum de suprir a necessidade fisiolégica do anion sulfato
(SO,4%) é a administracdo de sulfato de magnésio (MgSO4) no meio de cultura, e sua
incorporacdo pela célula se processa por transporte ativo (GARRAWAY M.O.,
1984). Para isso, o suprimento de compostos que serao utilizados para a producao

de energia é fundamental no processo de indugao.

O conhecimento da composi¢éo e estrutura da parede celular fungica de
patdogenos permite o estudo de novos alvos para a acdo de drogas anti-fungicas.
Como ja foi demonstrado que a melanina € um dos componentes da parede celular

de F. pedrosoi, faltava caracterizar a biossintese da molécula e a organela
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responsavel por este processo, sendo o melanossomo uma organela especializada
na biosintese e armazenamento de pigmentos melénicos (DELL'ANGELICA, 2003)

até entdo nao descrita na espécie.

O melanossomo é uma especializagcdo do lisossomo e o processo de
formagdo da organela esta divido em quarto estagios, sendo a caracterizagéo
somente possivel através da microscopia eletronica de transmissao, onde o primeiro
estagio € marcado por uma estrutura amorfa eletronluscente, e os trés seguintes por
organizacao de estruturas fibrilares que aumentam em espessura até provocar a
total eletrondensidade da organela (RAPOSO & MARKS, 2002). A imunomarcagao
de conidios apresentou o anticorpo anti-melanina em organelas citoplasmaticas com
formato e tamanho similar aos melanossomos de quarto estagio de melandcitos
humanos o que corrobora com a idéia de F. pedrosoi apresentar os melanossomos
como sitio de sintese da melanina, que seria segundo alguns autores um
componente estrutural da parede celular deste fungo (CUNHA et al., 2005), sendo
pela primeira vez evidenciada esta organela em F. pedrosoi, tornando necessaria a

confirmagao desta organela nas formas teciduais.
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6. Conclusoes

Os meios naturais obtidos a partir de Euterpe oleracea, Bactris gasipaes,
Eugenia stipitata, Malpigia glabra, Citrus limom, Citrus aurantifolia e Theobroma
grandiflorum sao capazes de realizar a indugao de células escleréticas a partir de

conidios de Fonsecaea pedrosoi, em diferentes tempos.

O meio quimicamente definido com 40g de Dextrose, 19g de Nitrato de Potassio,
40g de Fosfato de Sédio Monobasico e 9g de Sulfato de Magnésio, diluidos em
1000ml de agua bidestilada e deionizada com o pH ajustado para 2,7 realiza a
inducdo de células esclerdticas a partir de conidios de Fonsecaea pedrosoi em
24 horas.

As células esclerdticas induzidas com as metodologias propostas séo
morfoldgica e ultraestruturalmente similares as observadas in vivo e induzidas em

outros meios ja descritos.

Os meios propostos induzem células esclerdticas de forma mais rapida a

observada nos meios hoje disponiveis.

A existéncia de agentes indutores de células escleréticas, como propanolol ou

fator agregador plaquetario, ndo sao obrigatoérios para o processo.

A inducdo e manutencgéao in vitro das formas teciduais depende diretamente do

equilibrio ibnico do meio utilizado.

A obtencao rapida de células escleréticas permite estudos sistematicos acerca da
biologia, metabolismo celular do principal agente da cromoblastomicose, além da

interacdo patdgeno-hospedeiro.

Demonstramos pela primeira vez a presenca de uma organela especializada na
sintetizacdo da melanina, o melanossomo, isso possibilita estudos sobre a
sintese desta molécula no organismo, devendo ainda ser estudada a sua

presenca nas demais formas celulares.
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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



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

