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RESUMO

A cromoblastomicose é uma micose subcutanea cosmopolita, em que o Brasil € o
segundo foco mundia da doenca. O principa agente etiolégico é o fungo melanico
Fonsecaea pedrosoi, a doenca caracteriza-se clinicamente pela presenca de placas verrucosas,
atingindo principalmente os membros inferiores de trabalhadores rurais. O diagnostico
laboratorial é realizado através de exame micoldgico direto das lesdes ou do pus di
encontrado e a presenca das células escleréticas no tecido confirma a suspeita clincia A
obtencdo das formas teciduais de F. pedrosoi € conseguida com a utilizacdo de meios
quimicamente definidos, somente apds 12 a 45 dias necessitando ainda a adic¢éo de indutores
como o propanolol, quelantes de cdlcio ou com a adi¢éo de ions. O trabaho aqui apresentado
objetiva primordiamente elaborar novos de meios de cultura que possuam a capacidade de
induzir a formagdo células esclerdticas in vitro de maneira mais rgpida e menos trabalhosa.
Foram selecionados dois extratos vegetais que receberam o nome genérico de Natural
Medium for Sclerotics Induction, e identificados pelas siglas NAMES-A e NAMES-B.
Observou-se a transformacao de conidios em escleréticas apos 48 horas em NAMES-A e em
10 dias, quando cultivados em NAMES-B, sem a necessidade de acréscimo de qualquer outra
substéncia. As caracteristicas morfologicas das células obtidas sdo similares quando
comparadas as células observadas in vivo e em trabalhos anteriores de outros autores, sendo
estas caracteristicas confirmadas por experimentos de fluorescéncia, coloracdo com Giemsa,

mi croscopia 6tica e microscopia el etrénica de varredura.



1. INTRODUCAO

A cromoblastomicose € uma micose subcutdnea com distribuicdo cosmopolita,
tendo sido descrita nas Américas, Europa, Asia, Austrdia, Oceania e Africa, causada
principamente pelo fungo Fonsecaea pedrosoi (McGinnis M.R., 1983). Caracteriza-se por
apresentar aspectos clinicos variados, representados principalmente pela presenca de placas
verrucosas, Unicas ou multiplas, de limites nitidos e bordos bem definidos, associadas a
nodulos que podem ulcerar. Estas Ulceras podem tornar-se vegetantes, adquirindo aspecto
papilomatoso semelhante a couve-flor (Lacaz e cols, 1991). As lesbes estdo localizadas
principamente nos membros inferiores, atingindo pessoas que tém contato com areas de
floresta como agricultores, lavradores e madeireiros (Campbell I. apud Zaitz C., 1998).

A patologia tem alta endemicidade no Estado do Pard, que possui a segunda maior
prevaléncia no mundo, depois da Republica de Malgaxe (antiga Republica de Madagascar),
no continente africano. Entre os anos de 1942 e 1997 foram registrados em nosso estado 325
casos de cromoblastomicose (Silva J.P. e cols, 1999), e mais recentemente, entre anos de 2001
e 2003 foram cadastrados na Unidade de Referéncia e Treinamento em Dermatologia
Sanitéria Dr. Marcello Candia (URE-Marcello Candia) mais de 40 casos novos de
cromobl astomicose.

O diagndstico laboratorial é feito através do exame micolégico direto, onde sdo
observadas células arredondadas de coloragdo acastanhada denominadas de células
esclerdticas, corpos fumagoides ou células muriformes (Matsumoto T., 1984), podendo ser
observadas isoladamente ou em pequenos grumos a partir do raspado da lesdo ou mesmo do
pus ai encontrado (Odd F.C. apud Matte e cols, 1997). As células escleréticas no tecido
apresentam divisdo planéria, caracterizada pela formacéo de septos em diferentes planos
celulares (Rippon, 1988).

Como ndo had um esguema terapéutico padrdo no tratamento desta doenca,
encontramos na literatura uma grande variedade deles, sendo descritos desde a exérese
cirirgica até a crioterapia, ou a utilizacdo de drogas como o itraconazol e a terbinafina,
empregadas com diferentes graus de sucesso em peguenos estudos, ressaltando-se que 0s
tratamentos sdo longos e dispendiosos (Esterre P. e cols, 1996 e Bonifaz A. e cols, 1997).

Os agentes de cromobl astomicose s&o agrupados em quatro principais géneros, que
sd0 Cladosporium, Phialophora, Exophiala (Arvind e cols, 1996; Barba-Gomez e cols, 1992)
€ Fonsecaea, sendo este considerado o principal agente (Silva J.P. e cols, 1999). Em aguns

casos, podemos encontrar ainda o género Rhinocladiella (Arango M. e cols, 1998).



O genéro Fonsecaea esté inserido taxonomicamente na divisdo Mastigomycota,
classe Hyphomycetes, onde estdo agrupadas espécies pertencentes a duas outras classes:
Ascomycetes e Basydiomycetes que apresentam a parte sexuada do seu ciclo, muito rara,
desconhecida ou mesmo inexistente, sendo entdo os Hyphomycetes uma classificacdo
artificial que incorpora os estados anamorficos das Ascomycetes e Basidiomycetes.

A macroscopia da colénia de F. pedrosoi é aveludada de anverso escuro que vai
de verde oliva a negro, e reverso negro; apresentando uma conidiagdo do tipo holoblastica e
simpodial, onde os conidios séo formados com tempos diferentes pelas cél ulas conidiogénicas
e ndo rompem a parede destas para exteriorizarem-se, sendo essa conidiagdo conhecida como
do tipo Cladosporium (de Hoog e cols, 2002).

A microscopia eletronica de varredura (MEV) € uma importante ferramenta na
analise ultraestrutural do fungo, sgja em modo parasitério, analisado logo apds a preparacdo
do espécime retirado diretamente do tecido infectado ou apds o cultivo do fungo em
laboratorio. Apesar de bem estudados e caracterizados morfologicamente, os fungos
causadores de cromoblastomicose sd0 ainda pouco conhecidos ultra-estruturalmente e
imunologicamente, principalmente quanto a sua forma parasitaria, 0 que se deve
provavelmente a escassez de material clinico para o estudo nos paises desenvolvidos, visto
gue a grande maioria dos casos encontra-se em paises em desenvolvimento como o Brasil
(SilvaJ.P. ecols, 1999).

Para maior seguranca nas afirmacdes acerca da semelhanca entre as estruturas das
células esclerGticas obtidas in vivo e in vitro dos agentes de cromoblastomicose, a
microscopia eletronica € utilizada, constituindo um importante recurso nas andlises de
estruturas fungicas especificas presentes no fungo em cultura ou tecido (Silva J.P. e cols,
2002).

Para 0 maior conhecimento da biologia do principa agente de cromoblastomicose,
F. pedrosoi, € de grande importancia a inducdo in vitro das células esclerdticas, o que é
dificultado pela demora na obtencéo dessas células. O presente trabalho tem como objetivo
primordial elaborar novos de meios de cultura para a inducéo de células esclerdticas do
principal agente causador da cromoblastomicose, o fungo melénico F. pedrosoi, de maneira

mais rapida e menos traba hosa.



2. METODOLOGIA
2.1.1. AMOSTRASFUNGICAS

A cepa de F. pedrosoi utilizada neste estudo foi cedida pelo Laboratorio de
Dermato-Imunologiad UEPA/UFPA/MC, sendo obtida através do raspado de lesdo verrucosa
localizada no membro inferior esquerdo de um dos pacientes (Fig. 01) atendidos na URE
Marcello Candia, estando devidamente identificada com base em dados clinicos e
laboratoriais, pela presenca de células esclerdticas (Fig. 02), macroscopia da colonia (Fig. 03)
e microscopia 6tica através do microcultivo (Fig.04) das colénias (Riddel, 1950) e catalogada
no acervo da micoteca do referido laboratorio sob ainscri¢éo LDI-16.

2.1.2. CRITERIOS DE ESCOLHA PARA OS MEIOS

Para a escolha do material utilizado para a produgdo dos meios de cultura foram
considerados 0s seguintes aspectos. 1) Viabilidade de obtencdo, 2) Regionaidade, 3) Custo
reduzido, 4) Facilidade técnica de manuseio e 5) Fornecimento dos nutrientes necessarios.

Foram entdo selecionados dois extratos vegetais que receberam o0 nome genérico
de Natural Medium for Sclerotics Induction, e identificados pelas siglas NAMES-A e
NAMES-B (ambos em processo de solicitagdo de patente no Instituto Nacional de
Propriedade Intelectual - INPI).

2.1.3. PREPARO DOSMEIOSDE CULTURA

Com a selecdo dos extratos concluida, inicou-se entdo o processo de escolha do
modo de obtenc&o de um caldo nutritivo e de transparéncia que permitisse o acompanhamento
dos experimentos com a utilizagdo do microscopio invertido Coleman® modelo XDS-1.
Procedeu-se entdo da seguinte forma: 150g da biomassa “B” foi triturada, sem a necessidade
de acrescer agua, enquanto que para a trituracdo da mesma massa da biomassa “A” foi
necessario acréscimo de 50ml de agua destilada estéril; posteriormente, ambos foram diluidos
em 1.3 com agla destilada estéril, homogeneizados e centrifugados a 4000RPM por 5
minutos, em seguida foram retirados os sobrenadantes, que foram filtrados em membrana de
0,22um e autoclavados a 120°C por 15 minutos. Para os experimentos foram separadas duas
aliquotas de cada um dos meios, uma a 2,6 e outra de pH 6,0, sendo que o NAMES-B ja

possuiao pH natural de 2,6 e NAMES-A de 6,0.
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2.1.4. ISOLAMENTO E CONTAGEM DE CONIDIOS
A massa fingica da superficie da colénia cultivada por 15 dias em Agar-Batata foi
transferida para 10ml de agua destilada estéril em tubo de ensaio com fundo conico de 15ml
(TPP, Suica) e agitada em vortex por 1 minuto para a separacdo das hifas e conidios, que em
seguida foram filtrados para outro tubo através de uma membrana de nylon, e centrifugados a
4000rpm por 5 minutos, tendo o volume reduzido a 1ml. Para a obtencéo da concentracéo de

conidios/ml foi realizada contagem em cémara de Newbauer.

2.1.5. INDUCAO DE ESCLEROTICAS
Utilizando placas descartaveis de 24 e 96 pocos para cultivo celular (TPP, Suica)
foram colocados os conidios isolados nos meios de cultura NAMES-A pH.2,6 e NAMES-B
pH.2,6, acrescidos e 100ul de solugdo de Cloranfenicol 50%, em um volute total de 2,0ml
mantidos a temperatura ambiente, por 48 e 240 horas respectivamente, mantendo em ambos, a

proporcao de 3.000conidios/ml.

2.1.6. COLORACAO COM GIEMSA
As células esclerdticas obtidas nos meios de cultura foram aderidas em laminula
recobertas com Poli-L-Lisina (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), fixadas em metanol durante 1
minuto, coradas com solucdo 5% de Giemsa diluida em &gua tamponada por 30 minutos e
montadas sobre uma l&mina de vidro.

2.1.7. FLUORESCENCIA PELO CALCOFLUOR
Uma aliquota de cada um dos meios contendo células esclerdticas oriundas de
conidios, foi misturada na proporcéo de 1:1:1 com Calcofluor (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) e KOH 20%, sendo em seguida colocada entre lamina e laminula, e observada em

1000X no microscopio de Fluorescéncia Nikon Eclipse E400.
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2.1.8. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Para andlise ultraestrutural, as células esclerdticas obtidas apds o cultivo nos meios
NAMES-A e NAMES-B foram aspiradas dos pocos, utilizando pipetas, colocadas em tubos
eppendorf de 0,6ml e centrifugadas a 1000RPM por 3 minutos, para aformagdo do pellet que
foi fixado por 2 horas a temperatura ambiente em uma solucdo contendo 2,5% de
glutaraldeido, 4% de paraformaldeido em tampdo cacodilato 0,1M e pH7,2. Apds esse
periodo, as células foram aderidas a uma laminula préviamente recoberta com poli-L-lisina
(Sigma-Aldriesch, St. Loius-EUA), seguindo-se trés lavagens no mesmo tampéo, e a pés-
fixago com solugdo de OsO, (Tetroxido de Osmio) a 1%, 0,8% de Ferricianeto de potéssio,
5mM CaCl, em tamp&o Cacodilato 0,AM pH 7,2 a temperatura ambiente por uma hora. Apés
este periodo, nova sequencia de lavagem no mesmo tampéo, passando para a desidratacéo
com passagem em uma série de etanol em adgua a 20, 30, 50, 70, 90 e 100%, com tempo de 20
minutos para cada etapa e duas vezes de 20 minutos em etanol 100%, seguidas por um
processo de secagem por ponto critico de CO, no equipamento EMITECH-K850. A seguir as
l&minas foram fixadas em suporte (stub) e recobertas com ouro no metalizador EMITECH-

K550 e observadas no microscopio eletronico de varredura de alta resolucéo LEO1450VP.
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3. RESULTADOS

Os conidios quando colocados em culturaem NAMES-A, atemperatura ambiente,
na proporcado de 3000 conidios/ml, apresentaram apos 24 horas um aumento significativo de
volume passando de, em média, 4um para 10um de didmetro e, apds 48 horas (Fig.05) em
cultura, foi observada a completa transformacdo dos conidios em células escleréticas
classicas, com divisdo planaria e coloracéo acastanhada, 0 que se manteve por cerca de 10
dias (Fig.06), sem que houvesse a necessidade de renovagdo do meio, iniciando apos esse
periodo aformacdo de hifas.

Em relacdo aos conidios em cultura de NAMES-B, conservando-se as mesmas
condicdes anteriores utilizadas para NAMES-A, a transformacdo em células escleréticas
ocorreu ap6s 10 dias (Fig.07), ndo observando-se aumento significativo no volume dos
conidios nesse periodo. Entretanto, 0 modo como se da essa transformacéo difere da cultura
em NAMES-A, visto que em NAMES-B parece haver uma abertura da parede com a
exteriorizagcdo de uma nova célula, que apresenta caracterisitcas morfoldgicas similares as
observadas nas células esclerdticas obtidas em NAMES-A ou mesmo das escleréticas
observadas in vivo (Fig. 02). As esclerdticas obtidas em NAMES-B mantém a estas
caracteristicas por cerca de 30 dias (Fig.08), sem que hgja a necessidade de renovagdo do
meio de cultura, iniciando-se apos esse periodo aformagdo de hifas.

Para os experimentos de fluorescéncia, as células esclerdticas cultivadas em
NAMES-A por 48 horas apresentaram a parte interna com coloragdo avermelhada, enquanto
as de NAMES-B afluorescéncia é azulada e restrita a parede (Fig.09).

As células obtidas nos meios de cultura NAMES-A e NAMES-B, quando coradas
com Giemsa apresentaram uma coloracdo esverdeada com a parede e 0s septos bem definidos.
E interessante notar a presenca de pequenas éreas escuras, algumas arredondadas, outras em
forma de meialua, que representam os conidios que deram origem as escleréticas (Fig.10).

A microscopia eletronica de varredura realizada demonstra que as células
esclerdticas obtidas em NAMES-A (Fig.11), apresentam a divido planaria por septacédo, de
formasimilar as observadas em outros trabalhos (Fig.12) e das formasin vivo (Fig. 02).

13



4. DISCUSSAO

Os trabahos iniciais para a inducéo das células esclerdticas, como o realizado por
Ibrain-Granet (1985), eram baseados na utilizagdo de técnicas trabalhosas, podendo ser
resumidamente assim descritos: uma cepa isolada era repicada para Caldo Sabouraud com pH
gustado para 2,5 e colocadas em agitacdo constante a 20°C. ApOs 8 dias, 0 espécime era
transferido para outro frasco nas mesmas condigdes e apos 21 dias o cultivo apresentava
células aredondadas denominadas pelo autor de yeast-like (Fig.13), que ndo apresentavam
septacdo das esclerdticas observadasin vivo.

Alviano C. (1992) e Silva J.P. (2002), utilizando o meio de cultura Butterfield a
37°C e em agitacdo constante, acrescido de propanolol, biotina e tiamina, obtiveram sucesso
nainducdo de células esclerdticas a partir de hifas e conidios (Fig.14), apés um periodo de 45
dias.

Mendoza L. (1993), utilizando também um meio de cultura composto de 30g de
glicose, 3g de NaNOs, 1g de K;HPO,, 0,59 MgSO;-7H,0, 0,01g FeSO4-7H,0, 0,265¢g de
NH,4Cl e 0,003g de Tiamina, com o pH gjustado para 2,5 em 1L de agua deionizada, obteve
sucesso no processo de transformagéo das hifas e conidios em células escleréticas apos 21
dias, com a utilizacdo de 0,1 mmol 1* Ca™, obtendo também resultado similar com a
utilizacdo de EGTA, 2 mmol 1, ambos cultivados a 25°C (Fig.15).

Comparativamente aos resultados dos trabalhos descritos acima, verificou-se a
reducéo do periodo necess&rio para a inducéo de esclerdticas de 21 a 45 dias, para 10 dias
com a utilizagdo de NAMES-B com o pH natural de 2,6 e para apenas 48 horas com 0
NAMES-A com o pH gustado para 2,6, sem a necessidade de adicdo de outros componentes
aos extratos. A diminuicdo do tempo de inducdo facilita e agiliza a obtencdo de células
esclerdticas em grande nimero, semel hantes as formas observadas nas lesdes encontradas em
paci entes de cromobl astomicose.

Os testes de fluorescéncia e os resultados obtidos com a coloracéo de Giemsa
permitem avaliar a similaridade morfologica existente entre as esclerdticas obtidas in vitro
com os meios NAMES-A e NAMES-B, com as observadas in vivo, principamente no que se
refere a divisdo plan&ria e a formacdo da parede fungica espessa, caracteristicas de
cromobl astomicose.

Os resultados obtidos com a MEV, nos revelam a similaridade ultraestrutural entre

as células esclerdticas cultivadas em NAMES-B, com as oriundas do meio Butterfield
14



acrescido de propanolol, também pela presenca da divisdo planaria e de septos bem evidentes,

assim como nas formas encontradas in vivo.
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5. CONCLUSAO

Em raz&o dos resultados obtidos com o cultivo de F. pedrosoi nos novos meios de
cultura aqui apresentados, podemos concluir que: 1) O tempo de transformagdo de conidios
em céulas esclerdticas foi reduzido de 21 a 45 dias para 48 horas com a utilizagdo de
NAMES-A e para 10 diascom NAMES-B; 2) Os meios aqui apresentados reduzem a carga de
trabalhos técnicos e o custo operaciona antes exigido pela adicéo de Propanolol, Biotina e
Tiamina, além de outros reagentes aos meios convencionais €; 3) A manutencdo das formas
esclerdticas obtidas se mantém até 10 e 30 dias em NAMES-A e NAMES-B respectivamente,

sem a necessidade de renovacéo do meio de cultura.
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Fig 01. L esbes de cromoblastomicose no paciente atendido na URE Marcello Candia, em
Marituba. Em A, verifica-se a presenca de placas verrucosas, de limites nitidos e aspecto
geogréfico. Em B observam-se nédulos elevados (seta), verrucosos e nao ulcerados no
membro inferior esquerdo no paciente. Barras: A: 1cm, B: 2cm.
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Fig 02. Exame micolégico Direto. Raspado de lesdo clarificado com KOH 20%,
demonstrando as células esclerdticas com divisdo planaria (seta) e coloragdo acastanhada,
caracteristicas de Cromoblastomicose. Barra: 10um.

¢

b

Fig 03. Macroscopia da colénia de Fonsecaea pedrosoi. O cultivo do material obtido das
lesbes do paciente em Micosel apresenta-se apOs 15 dias em cultivo com a superficie
aveludada e anverso escuro e coloragdo proxima ao verde-oliva. Barra: 1cm.
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Fig 04. Microcultivo de Fonsecaea pedrosoi. A colonia obtida foi cultivada em um bloco de
1xlcm de Agar-Batata entre lamina e laminula. Apds 15 dias verificou-se a presenca de
conidiacdo holobléstica e simpodia caracteristica do tipo Clasdosporium. Barra: 3um.
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Fig 05. Células esclerdticas obtidas através de cultivo em NAMES-A. As escleréticas
foram obtidas apGs 48 horas de cultivo em temperatura ambiente e pH 2,6, evidenciando
septos e a divisdo planéria (seta). Barra: 10um.

Fig 06. Células esclerdticas obtidas através de cultivo em NAMES-A. Ap6s 10 dias de
cultivo em temperatura ambiente e pH 2,6, observa-se a presenca de hifas originadas a partir
das esclerdticas pré-existentes (seta). Barra: 10um.

23



Fig 07. Células esclerdticas obtidas através de cultivo em NAMES-B. As escleréticas
foram obtidas apds 10 dias de cultivo em temperatura ambiente e pH 2,6, evidenciando a
abertura da parede e a exteriorizagcdo das novas células (setas) que passam a apresentar septos
e divisdo planéria. Barra: 10um.

Fig 08. Células esclerdticas obtidas através de cultivo em NAMES-B. As escleréticas
foram obtidas ap6s 10 dias de cultivo em temperatura ambiente e pH 2,6, originando hifas
(setas) apds 30 dias. Barra 10um.
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Fig 09. Ensaios de Fluorescéncia. A) Céulas esclerdticas obtidas em NAMES-B, B) As
mesmas células submetidas a fluorescéncia pelo calcofluor. C) Células esclerdticas obtidas
em NAMES-A, D) As mesmas céulas submetidas a fluorescéncia pelo calcofluor. Barra:
10pum.

Fig 10. Céulas Esclerdticas obtidas a partir de conidios cultivados em NAMES-B,
Coradas com Giemsa. Ap6s 10 dias em cultura, observa-se a presenca de células escleréticas
com a septagdo classica da divisdo planéria (seta vazada). As setas escuras identificam parte
dos conidios que originaram as escleréticas. Barra: 10um.



Fig 11. Microscopia Eletronica de Varredura das células escler 6ticas obtidas a partir de
conidios cultivados em NAMES-A. Ap0s 48 horas em cultura, verifica-se a presenca de
células esclerdticas com divisdo planaria (seta). Barra: Spm.

Fig 12. Células escler dticas obtidas com 45 dias por Silva J.P. Observa-se a presenca de
divisdo planariaclassica (Fonte: SilvaJ.P., 2002).
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Fig 13. Yeast-cells obtidas por Ibrainh-Granet O. Microscopia Otica de céulas
leveduriformes obtidas ap6s 21 dias de cultivo (Fonte: Ibraihn-Granet O., 1985).

Fig 14. Células escler Gticas obtidas por Silva J.P. Microscopia ética de células escleréticas
obtidas apds 45 dias de cultivo utilizando propanolol. As setas indicam os septos da divisao

planaria (Fonte: SilvaJ P, 2002).
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Fig 15. Céulas esclerdticas obtidas por Mendoza L. Microscopia Otica de células
esclerdticas obtidas apds 21 dias de cultivo com quelantes de calcio e concentracfes diversas
de Ca" (Fonte: Mendoza L. 1993).
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