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INTRODUCAO

Sporothrix schenckii, causador da esporotricose, € um fungo dimoérfico, que na
forma miceliana apresenta hifas finas, hialinas, septadas e ramificadas, com conidiéforos
delgados e, do qual surgem conidios hialinos, com parede celular fina. Ao longo das hifas
existem os conidios pigmentados, com paredes celulares grossas, 0s quais variam em
guantidade, determinando a intensidade da coloracdo da coldénia. Os conidios
pigmentados possuem granulos de melanina DHN na parte externa da parede celular e, in
vitro, ja foi demonstrado que a melanina exerce importante funcédo de protecéo celular. Os
conidios pigmentados foram mais resistentes a fagocitose, a radiagcao ultravioleta e aos
radicais livres do que os albinos (Hogan et al., 1996; Nobre et al., 2004; Nobre et al.,
2005).

A esporotricose € uma micose subcutanea, de evolucdo subaguda a crénica,
caracterizada pela formacdo de ndédulos que evoluem para Ulceras e drenam exsudato
castanho avermelhado, levando a formacao de crostas; podendo apresentar-se na forma
clinica cutanea (fixa, disseminada ou linfangite ascendente) ou extracutdnea. A
transmissdo ocorre pelo implante traumatico do S. schenckii na derme, através de
espinhos de plantas, felpas, arranhdes e mordeduras de felinos, tornando essa espécie,
uma importante fonte de infeccéo (Findlay & Vismer, 1986; Mujica et al., 1992).

As lesdes podem ser localizadas ou disseminadas dependendo da evolucéo da
doenca, determinadas por fatores que agravam a intensidade como a viruléncia da cepa,
guantidade de células fungicas no local da lesédo, estado imunoldgico do individuo,
espécie acometida entre outras (Kwon-Chung & Bennett, 1992; Nobre et al., 2003).

O exame direto das lesbes de esporotricose de felinos revela grande ndmero de
células fungicas, geralmente pleomorficas, com forma esférica, ovoide, alongada e em
forma de charuto e também sdo observadas células em brotamento. Enquanto em
humanos imunocompetentes e nas outras espécies animais ja estudados como cées e
equinos as células fungicas estdo ausentes ou sao raras (Lacaz et al., 1998; Lopes-
Bezerra et al., 2006).

Sendo um fungo dimérfico, o Sporothrix schenckii apresenta-se na forma micelial no
meio-ambiente e “in vitro” a temperatura de 25°C formando hifas e conidios, e forma
leveduriforme em parasitismo e “in vitro” a 37°C, sendo a temperatura o6tima de
crescimento entre 25-27°C e a inibicdo do crescimento entre 39-40°C (Lacaz et al., 1998).

Em vista desta realidade, o estudo objetivou avaliar as diferencas clinicas e
histopatolégicas entre isolados de Sporothrix schenckii pigmentados e mutantes albinos,
em modelo experimental.



MATERIAL E METODOS

Foram acompanhados 90 ratos albinos (Rattus norvergicus) de linhagem Wistar
(cepa UFPel), machos, com sete semanas de idade, divididos em trés grupos (Controle -
CONT, Melanina positiva - MEL" e Melanina negativa - MEL"), cada grupo composto por
30 animais mantidos por nove semanas.

O isolado de S. schenckii, proveniente de caso clinico de esporotricose felina, foi
cultivado em placas de Petri contendo agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol e
cicloheximida, incubadas a 25°C por 10 dias. Apos, as colonias foram removidas do meio
de cultura com auxilio de estilete, centrifugadas e lavadas duas vezes com PBS (solucao
salina tamponada), padronizadas na escala 4 de MacFarland e armazenadas em
aliquotas a -70°C. O indculo foi preparado com 0,1mL do isolado armazenado, sendo
cultivado em duplicata por espalhamento em meio YEPD (peptona-dextrose-extrato de
levedura) e incubado por sete dias. Apds este periodo, as coldénias foram removidas do
meio de cultura com auxilio de estilete, centrifugadas e lavadas duas vezes com PBS,
homogeneizada e padronizados em 10° conidios/mL. Para a producéo do mutante albino,
o isolado foi exposto a 300 ergs/mm? de luz ultravioleta de acordo com a técnica descrita
por Nobre, 2004.

Os animais foram inoculados por via subcutanea no coxim plantar dos membros
posteriores, esquerdo e direito, com 0,2mL do in6culo em cada ponto de inoculagéo, e o
grupo controle, utilizou-se a mesma quantidade de PBS (solucao salina tamponada).

As lesdes no coxim plantar esquerdo foram classificadas, em todos os animais de
cada grupo, semanalmente, avaliando-se a formacdo dos nédulos, uUlceras, drenagem de
exsudato com formacdo de areas de necrose e crostas e regressdo da lesdo, como
também o aparecimento destas lesdes em outras areas corporeas. Todos os itens foram
avaliados de acordo com o grau de gravidade e envolvimento tecidual no seguinte escore:
— (ausente), + (pouco), ++ (médio) e +++(muito).

As bidpsias foram realizadas no coxim plantar direito de trés animais de cada
grupo. Nas duas primeiras semanas do experimento, as bidpsias foram realizadas a cada
trés dias e a partir deste periodo, em que ocorre a fase de transicdo do indculo
filamentoso para leveduriforme, foram realizadas semanalmente.

Os animais foram anestesiados para a retirada da amostra tecidual do coxim
plantar com auxilio de punch de 6mm de didmetro. A amostra obtida da biopsia foi
fragmentada e acondicionada para o estudo histopatolégico e micoldgico.

O fragmento do tecido foi acondicionado em frasco contendo formalina tamponada a
10%, sendo posteriormente incluido em parafina, e feito cortes histoldégicos corados pela
hematoxilina-eosina (HE) e pelo acido periédico de Schiff (PAS). Os cortes corados com
HE serdo utilizados para a classificacdo da lesdo tecidual e infiltrados celulares e os
corados com PAS possibilitardo a visualizagdo, quantificacdo e avaliacdo do brotamento
das células fungicas.

O exame micologico foi realizado para o retroisolamento, sendo a amostra cultivada
em agar Sabouraud dextrose acrescido cloranfenicol e incubado a 25° e 37°C por até 10
dias; realizando assim, o exame macromorfolégico e micromorfolégico das colbnias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os grupos experimentais, MEL" e MEL", desenvolveram lesdes caracteristicas de
esporotricose no ponto de inoculagdo, embora tenham ocorrido diferencgas clinicas entre
0s grupos. O acompanhamento clinico realizado semanalmente demonstrou, na primeira
e segunda semana, a presenca de nodulos e edema do coxim plantar em ambos 0s
grupos. Na terceira e quarta semana, 0S animais apresentavam ulceras, as quais,
drenavam exsudato acastanhado. Na quinta semana, 86,7% do grupo MEL", apresentava
envolvimento da articulacdo e também aumento dos linfonodo popliteo, enquanto no
grupo MEL" 53,3% apresentavam esta caracteristica. A partir da sétima semana, 10% do



grupo MEL" ja apresentavam evolucdo para a resolucdo da lesdo enquanto no grupo
MEL" foi 23%. No final do experimento 73,3% dos animais do grupo MEL" apresentavam
lesBes de esporotricose em outras areas cutaneas enquanto que no grupo MEL’, 46,6%
tinham esta caracteristica clinica de esporotricose.

Possivelmente, a rapida evolugdo das lesdes do grupo MEL® seja devido a
fagocitose dos conidios pigmentados ocorrer em uma velocidade menor quando
comparados a fagocitose dos conidios mutantes (Romero-Martinez et al., 2000). As
lesdes em animais experimentais imunocompetentes tendem a aparecer apos a primeira
semana, seguido de um quadro clinico agudo e grave. A partir da sétima semana ocorre a
resolucdo das lesGes (Mujica et al., 1992; Yoshike et al., 1993), em alguns casos, este
periodo pode ser prolongado, devido a ativacado das lesbes locais (Hiruma et al., 1991)
e/ou em razdo do desenvolvimento de esporotricose cutanea disseminada (Gonzéles del
Polania & Saraiva, 1990). Inicialmente ocorreram diferengas entre os grupos albino (MEL")
e pigmentado (MEL"), no final todos os grupos tenderam para a resolucéo das lesées no
ponto de inoculagao, em alguns casos havendo reativagéo da leséo.

O retroisolamento do fungo S. schenckii foi obtido em todas as amostras das
biopsias do coxim plantar dos grupos MEL™ e MEL". As colbnias obtidas a temperatura de
25°C, provenientes das amostras do grupo MEL", apresentavam coloracdo creme-
acinzentada enquanto que as do grupo MEL" tinham coloragdo marrom-escura. A 37°C,
observou-se colénias de coloracdo creme e aspecto cremoso nos cultivos de ambos os
grupos.

Os cortes histopatoldgicos, corados através da técnica de HE e PAS, demonstraram
de um modo geral, a formacdo de granulomas com infiltrado inflamatério local com a
presenca de macrofagos e numerosos elementos fungicos fagocitados, alteracdes
semelhantes j& descritas na literatura (Hiruma et al., 1991). As les8es histopatoldgicas do
grupo MEL™ se caracterizavam pela presenca de piogranulomas bem organizados
geralmente focais, enquanto que no grupo MEL" foi observado piogranulomas multifocais
profundos. Comparando-se os achados, desde a primeira biopsia, observa-se que no
grupo MEL®, ha uma maior quantidade do agente nas lesdes e que esse tem maior
capacidade de invaséo tecidual.

Também foi observado que nas amostras do grupo MEL", na primeira biopsia, havia
maior quantidade de células leveduriformes intralesionais, o que néo foi evidente no grupo
MEL". A partir da quarta biopsia, observou-se uma mudanca desse padréo predominante,
sendo expressivo o0 numero de agentes intracelulares. A cepa pigmentada tende a estar
na periferia dos focos necréticos enquanto que a cepa mutante tende a ficar no interior da
necrose, determinando assim, por muitas vezes agudizacao das lesdes.

De um modo geral, a cepa pigmentada é claramente mais patogénica e em maior
guantidade na lesdo quando comparada a cepa mutante. A cepa mutante incita uma
resposta mais eficiente, que tende a restringir a disseminacgao tecidual do agente, pois se
forma um granuloma mais rapido e com menor tendéncia de les6es multifocais.

CONCLUSAO
O grupo MEL" apresentou uma evolugéo clinica mais acentuada, com presenca de
nodulos e Ulceras na regido inoculada, como também em outras regides corpoéreas
guando comparado com o grupo MEL’, possivelmente pela presenca de melanina incitar
uma maior resposta imunolégica.
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