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Monitoramento morfoldgico e por espectroscopia Raman da pele de ratos apos a

aplicacdo intradérmica de uma fracdo de F. oxysporum

RESUMO

Fusarium é um patdgeno emergente com alta taxa de morbidade e mortalidade. Importante
resposta tecidual € observada nos pacientes infectados e tem sido associada com a producdo
de metabolitos de acdo tdxica. Nosso objetivo foi individualizar a fracdo majoritaria do
extrato metabolico bruto de Fusarium oxysporum e investigar seus efeitos na pele de ratos
saudaveis. A fracdo F1 foi obtida por meio do cultivo de F. oxysporum em Czapek-Dox. Nos
grupos tratados (n=4 animais/tempo de sacrificio) foi injetado, via intradérmica, fracdo F1
(0,5 mg / mL) e nos grupos controle (50 pl) de solugdo salina 0,9%. Os animais foram
sacrificados 3, 6, 12 e 24 horas ap0s a inoculacao. A pele foi fixada para inclusdo em parafina
para obtencdo de cortes histolégicos e coradas com hematoxilina e eosina, avaliando
resposta inflamatoria; Sirius red, para a quantificacdo de coladgeno; e TUNEL, para detectar
células em apoptose. Uma amostra (n=2 animais/tempo de sacrificio) foi analisada por
espectroscopia Raman com transformada de Fourier. As reac6es teciduais foram classificadas
e comparadas ao longo do tempo e tratamento. No grupo tratado a reacdo inflamatdria atingiu
um pico em 6 horas sendo classificada como moderada, com o infiltrado formado
principalmente por neutrofilos, hiperemia e fibroblastos com morfologia de células ativas. A
coloracdo de TUNEL foi negativa. A area ocupada por colageno tipo I e Ill no grupo tratado
teve um ganho temporal. Houve alteracdo na area ocupada por amida | e nas razbes das
moléculas -CH;, e —CHj3. A fracdo F1 de F. oxysporum néo foi capaz de induzir os mesmos
eventos bioldgicos daqueles estudados anteriormente. E plausivel supor que a fragdo contenha
elementos que contribuam para a invasdo de Fusarium na pele, desestruturando a organizagéo
da matriz extracelular.

Palavras-chave: Fusarium oxysporum. Micotoxinas. Raman.



Monitoring morphological and Raman spectroscopy of rat skin after intradermal

application of a fraction of F. oxysporum

ABSTRACT

Fusarium is an emerging pathogen with high morbidity and mortality. Important tissue
response is observed in infected patients and has been associated with the production of
metabolites of toxic action. Our goal was to individualize the major fraction of the crude
extract of Fusarium oxysporum metabolic and investigate their effects on the skin of healthy
mice. The fraction F1 was obtained by the cultivation F. oxysporum in Czapek-Dox. In the
treated groups (n = 4 animals / time of sacrifice) was injected intradermally F1 fraction (0.5
mg / mL) and control (50 ul) of 0.9% saline solution. The animals were sacrificed 3, 6, 12 and
24 hours after inoculation. The skin was set for inclusion in paraffin to prepare histological
sections and stained with hematoxylin and eosin, assessing inflammatory response, Sirius red
for collagen quantification, and TUNEL to detect apoptotic cells. A sample (n = 2 animals /
sacrifice time) was analyzed by Raman spectroscopy with Fourier transform. Tissue reactions
were classified and compared over time and treatment. In the group treated inflammatory
reaction peaked at 6 hours was classified as moderate, with the infiltrate consisting mainly of
neutrophils, hyperemia and morphology of fibroblasts with active cells. TUNEL staining was
negative. The area occupied by type | and 11l collagen in the treated group had a winning
time. There were changes in the area occupied by the reasons amide | and molecules -CH -
CHs. The fraction F1 of F. oxysporum was not able to induce the same biological events of
those studied previously. It is plausible that the fraction contains elements that contribute to
the invasion of Fusarium in the skin destabilized the organization of the extracellular matrix.

Keywords: Fusarium oxysporum. Mycotoxins. Raman.
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CAPITULO |

1. Introducéo

Fusarium sp é um fungo filamentoso ndo dermatéfito (FFND), geofilico, saprofito
e fitopatogeno, sendo a minoria patogénica para 0 homem ®. Pertencem ao Reino Eumycota,
Divisdo Ascomycota, Classe Euascomycetes, Ordem Hipocreales, Familia Hypocreaceae,
Género Fusarium @. Fusarium sp sdo comuns em regifes tropicais e temperadas, mas
também so encontrados no deserto e areas do Artico ©.

E caracterizado pela presenca de micélios abundantes de aspecto cotonoso,
apresenta pigmentacdo de cor rosa, parpura, cinza ou amarela; hifas hialinas septadas,
conidiéforos variaveis e conidios em duas formas: macroconidios septados em forma de foice
e microconidios unicelulares ovoides ou oblongos, sendo comum a presenca de
clamidésporos @,

O género € representado por mais de 50 espécies, incluindo patdgenos de plantas,
animais e humano. Doze espécies foram associadas a infeccdo humana sendo a mais frequente
Fusarium solani seguido por Fusarium oxysporum, Fusarium moniliforme e Fusarium

verticillioidis 4,

1.1. Importancia do Género Fusarium sp

A maioria das espécies de Fusarium é prejudicial a agricultura, uma vez que
invadem sementes de cereais e outros tecidos causando doencas. As diferentes formas de
acometimento das plantas e as diversas culturas afetadas representam um cendrio preocupante
devido aos prejuizos que a infeccdo e contaminacdo dos vegetais por Fusarium sp causam a
agricultura ©.

Dentre as doencas destaca-se a murcha de Fusarium, caracterizada por clorose e
lesbes necrdticas a partir das folhas mais velhas, com posterior murcha, desfolhamento
prematuro e nanismo (. A variedade Fusarium oxysporum produz doencas em tomate, batata
doce, peras e foi responsavel pela doenca das bananas no Panama ©.

Este microrganismo tambem é conhecido por produzir micotoxinas que sao
metabolitos secundarios de grande importancia na medicina veterindria por causar varias
fusariotoxicoses ), destacando-se:  toxicose-tricotecenos, ~ sindrome  zearalenona,
leucoencefalomalacia eqiina, edema pulmonar suino e sindrome do raquitismo em aves ©. As

toxinas mais importantes responsaveis pelas fusariotoxicoses sdo 0s tricotecenos
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(desoxinivalenol (DON), 3-acetildesoxinivalenol, nivalenol, fusarenona-X, toxina T-2,
diacetoxiscirpenol), zearalenona e fumonisinas %%,

A intoxicacdo pela DON se manifesta pela diminuicdo na ingestdo de alimentos
ou sua recusa, vomitos e distirbios digestivos *®. A diminuicdo da ingestdo de alimentos
ocorre em funcdo da inibicdo da sintese protéica, aumentando o0s niveis de aminoacidos
circulantes, dentre eles o triptofano que esté ligado ao controle da saciedade “®. Entre os
animais, 0s porcos sd0 0s mais suscetiveis em relacdo a aves e ruminantes, e a
susceptibilidade é também influenciada pelo género sendo machos mais suscetiveis que
fémeas @4

A toxina T-2 apresenta capacidade de formar um quadro clinico de sindrome
sanguinolenta, com ocorréncia de dermatites, abortamentos, distlrbios do sistema nervoso
central (SNC), e hemorragias géstricas e viscerais *1°).

A sindrome zearalenona € caracterizada pela capacidade dessa micotoxina de
interferir com a fisiologia dos estrégenos, fazendo com que a fertilidade dos animais seja
diminuida devido a um quadro de hiperestrogenismo causado pela similaridade da
zearalenona com os estrégenos >, A acdo desta toxina se da pelo estimulo aos receptores
estrogénicos citoplasmaticos, incrementando a sintese protéica no aparelho reprodutor 9.
Dentre os sintomas mais evidentes encontram-se: inchaco, vulva avermelhada, prolapso retal
e vaginal, hipertrofia uterina, atrofia ovariana decorrente da manutengdo do corpo l(teo em
quadro de pseudogestacio, leitdes fracos e natimortos (3169,

As fumonisinas em equinos possuem tropismo especial pelo sistema nervoso
central, onde produzem uma necrose liquefativa da substancia branca, denominada
leucoencefalomalacia. Os sinais clinicos caracterizam-se por inapeténcia, fraqueza
generalizada, sonoléncia, anorexia, lentiddo ao caminhar, depressdo, sinais de cegueira,
desorientacdo seguida por ataxia, tendéncia de permanecer com 0s membros anteriores
cruzados, andar em circulo, batidas contra cercas e objetos, decubito lateral e movimentos de
pedalar até a morte. As areas com necrose de liquefacdo se caracterizam pela formacéo de
cavitagdes multifocais na substancia branca, que contém material encefalico fragmentado e
amolecido, formando uma massa pastosa de colorac&o branco-acinzentada ™®.

Em suinos intoxicados pela mesma fumonisina pode haver a formacgdo de edema
pulmonar e hidrotorax. Os principais sinais clinicos sdo relacionados ao sistema cardio-
respiratério, como aumento da freqiiéncia respiratéria, respiracdo abdominal e cianose. Em
aves a fumonisina causa aumento do consumo de &gua e racao, bem como diarréia escura e

pegajosa com diminuic&o no ganho de peso 9.
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Em humanos Fusarium é um agente de infecgdes de qualquer natureza, seja em
individuos imunocomprometidos ou imunocompetentes . E considerado um patégeno
emergente devido ao crescente nimero de casos graves com alta taxa de morbidade e
mortalidade e também por sua ampla resisténcia as drogas antifingicas %,

As infecgOes por Fusarium podem ser localizadas, focalmente invasivas ou
disseminadas, sendo que a Ultima classificagdo se da quando dois ou mais Orgdos sao
envolvidos %Y. Este fungo causa um amplo espectro de doencas humanas, tais como
micotoxicoses, sinusite alérgica, ceratite, oculomicose, micetoma, e onicomicose. Também
tem a capacidade de aderir em material protético como lentes de contato e cateteres ©.

Entre os individuos imunocompetentes, as lesdes de pele geralmente sdo
localizadas e se desenvolvem apés ruptura da pele (queimaduras e trauma), as infecgdes
cutaneas comumente apresentam lesdes com necrose central, papulas eritematosas, celulite
secundaria, Glceras cronicas e abcessos %22,

Onicomicoses causadas por esse género quase sempre sdo diagnosticadas nas
unhas dos pés afetadas por traumas, distrofias ou ja apresentando infeccdo por dermatéfitos @
e sdo caracterizadas por lesdes dolorosas, paroniquia, reacdo inflamatéria e dor @. A
onicomicose causada por Fusarium tem sido considerada uma das portas de entrada para
infeccdes invasivas Y. A ceratomicose ou infeccdo da cornea por fungos é provavelmente o
tipo de infeccdo mais frequente. A maioria dos casos de ceratite flngica estd associada a
trauma da cdrnea por vegetais do solo, corpos estranhos ou pelo uso de lentes de contato
(25,26).

Em individuos imunocomprometidos, sobretudos aqueles com malignidades
hematoldgicas como 0s neutropénicos, Fusarium representa o fungo mais freqientemente
isolado como causa de infecgdes invasivas, e a evolucdo da lesdo ocorre em um periodo curto
de tempo. As lesBGes nestes pacientes sdo caracterizadas por eritemas multiplos, papulas,
nédulos com necrose central e lesdes dolorosas “7.

Em infeccdo por Fusarium sp as lesdes da pele sdo frequentemente a Unica fonte
de material para diagnostico. Portanto, é importante analisar as caracteristicas do
histopatolégico de fusariose na pele e estabelecer seu papel no diagndstico e tratamento desta
infeccdo &7,

A producdo de metabolitos secundarios de Fusarium oxysporum e suas acgdes
sobre tecidos vegetais tem sido aplamente estudadas, no entanto o efeito de metabdlitos em
tecidos animais é pouco estudado ¥,
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1.2 Analises por meio de espectroscopia Raman com Transformada de Fourier

A espectroscopia Raman é uma técnica Optica que mede o espalhamento inelastico
de uma radiacio monocromatica. E amplamente utilizada em estudos analiticos, qualitativos e
quantitativos. Através da espectroscopia Raman a estrutura molecular e a composi¢do do
material é codificada através das informacdes obtidas sobre os niveis vibracionais das
moléculas, a partir do qual a sua composicéo molecular pode ser determinada #*3V.

A espectroscopia Raman tem sido ultimamente utilizada como uma ferramenta
analitica na caracterizacdo bioguimica dos tecidos bioldgicos, incluindo neoplasias, devido a
vantagens, como a sua sensibilidade para detectar pequenas mudancas estruturais nas
moléculas, bem como, por ser um teste ndo- invasivo, que ndo requer muita preparacdo em

coleta de dados @32,

1.2.2 Espectroscopia Raman

O efeito Raman é um processo em que ha troca de energia entre a luz e a matéria.
Quando a radiacdo eletromagnética proveniente de uma fonte monocromatica (como o laser),
atinge uma substancia, ela pode ser absorvida, espalhada ou transmitida. No espalhamento
inel4stico toda luz espalhada tem a mesma frequéncia que a luz incidente ®®. Entretanto para
algumas moléculas, esta pode ser inelastica, a qual leva a materia para um nivel de energia
excitado, o0 que resulta numa perde de energia do foton e este é espalhado com frequéncias
menores que a incidente ¥,

O espalhamento Raman pode resultar tanto em um féton de menor energia, quanto
em um foton de maior energia. As frequéncias Raman s&o conhecidas como linhas Stokes
quando o foton é espalhado com energia maior que a do incidente, e de Anti-Stokes se a
molécula esta em um estado excitado e a colisdo com um foton causar uma perda de energia,

fazendo a molécula sofrer uma transicéo para um estado de energia mais baixo (figura 1) S

elastico

Stokes wite-Sokes

AL L ARA

&) o Uy

Figura 1 — Espectro Raman esquematico representando mostrando os processo Rayleigh, Anti-
Stokes e Stokes




1.2.3 Espectroscopia Raman com transformada de Fourier

é a maior interferéncia para a medida da energia das moléculas. Dessa forma para a remocéo

indesejada da fluorescéncia no espectro Raman utiliza-se a espectroscopia Raman com

transformada de Fourier (FT-Raman) ©.

excitacdo um lazer de Nd:YAG com comprimento de onda de 1064 nm, que mantém a
maioria das bandas de absorcdo dos fluoréforos fora do espectro;
Michelson, onde sdo agrupadas as frequéncias do espalhamento Raman em um Unico sinal; e

um detector de Ge que coleta varios comprimentos de onda em um curto periodo de tempo,

Amostras bioldgicas apresentam sinais Raman fracos e a emissao de fluorescéncia

Na espectroscopia Raman com Transformada de Fourier utiliza-se como fonte de

sendo este refrigerado por nitrogénio liquido (Figura 2) ©©.

Lazer =3

Caminho optico

Porta Amostra

N

Interferometro

Detector

Figura 2 — Esquema do FT-Raman, adaptado de Manoharan (1996).

um interferometro de
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2 - Justificativa

Fusarium oxysporum tem sido abundantemente estudado na agricultura por seu
potencial em causar doencgas nos tecidos vegetais, nos quais sao observados frequentemente,
necrose e morte celular. Também é considerado patdgeno emergente em humanos,
responsavel por causar infecgbes que variam sua intensidade de acordo com estado
imunologico do paciente.

Pacientes, tanto imunocomprometidos, quanto imunocompetentes, com infeccédo
causada por Fusarium apresentam comprometimento do sistema tegumentar, cuja
caracteristica clinica é a presenca de lesdes necrdticas e/ou inflamatdrias.

Entre os individuos atendidos no Laboratdrio de Ensino e Pesquisa em Anélises
Clinicas- LEPAC/UEM, as infec¢bes por F. oxysporum se restringem a onicomicoses, todas
elas com destaque para uma ampla resisténcia as drogas antifangicas.

E possivel que a resposta tecidual observada nas infeccdes por Fusarium na
clinica médica esteja associada aos metabdlitos que tém acdo tdxica. Como resultado desta
hipbtese, o presente estudo investiga o efeito da aplicacdo de uma fracdo F1 obtida de um

extrato metabdlico de Fusarium oxysporum na pele de ratos sadios.
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3 - Objetivos

Determinar, a natureza fisico-quimica e efeito sobre a pele de ratos sadios, de uma

fracdo (F1) de extrato metabdlico de Fusarium oxysporum obtido de onicomicose.

3.1 Objetivos especificos

- Extrair uma fracdo F1 a partir do extrato bruto obtido de Fusarium oxysporum
isolado de onicomicose;

- Estudar as alteracBes morfoldgicas decorrentes da aplicacdo intradérmica da
fracdo F1 na pele intacta de ratos;

- Avaliar a distribuicdo de colageno tipo I e Il apds a aplicacdo intradérmica da
fracdo F1 na pele intacta de ratos;

- Avaliar a ocorréncia de morte celular programada;

-Anélise fisico-quimica da pele através de Espectroscopia Raman com

Transformada de Fourier.
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Resumo

Fusarium é um patdgeno emergente com alta taxa de morbidade e mortalidade.
Importante resposta tecidual é observada nos pacientes infectados e tem sido associada com a
producdo de metabodlitos de acdo toxica. Nosso objetivo foi individualizar a fracdo
majoritaria do extrato metabdlico bruto de Fusarium oxysporum e investigar seus efeitos na
pele de ratos saudaveis. A fragdo F1 foi obtida por meio do cultivo de F. oxysporum em
Czapek-Dox. Nos grupos tratados foi injetado, via intradérmica, fracdo F1 (0,5 mg/ mL) e
nos grupos controle (50 ul) de solugdo salina 0,9%. Os animais foram sacrificados 3, 6, 12 e
24 horas ap0s a inoculacdo. A pele foi fixada para inclusdo em parafina para obtencdo de
cortes histoldgicos e coradas com hematoxilina e eosina, avaliando resposta inflamatdria;
Sirius red, para a quantificacdo de colageno; e TUNEL, para detectar células em apoptose.
Amostra dos animais tratados foi analisada por espectroscopia Raman com transformada de
Fourier. As reacOes teciduais foram classificadas e comparadas ao longo do tempo e
tratamento. No grupo tratado a reacdo inflamatdria atingiu um pico em 6 horas sendo
classificada como moderada, com o infiltrado formado principalmente por neutréfilos. A
coloracdo de TUNEL foi negativa. A area ocupada por colageno tipo | e I1l no grupo tratado
teve um ganho temporal. Houve alteracdo na area ocupada por amida | e nas razbes das
moléculas —CH, e —CHa. E plausivel supor que a fracdo F1 contenha elementos que
contribuam para a invasdo de Fusarium na pele, desestruturando a organizagdo da matriz

extracelular.
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Abstract

Fusarium is an emerging pathogen with high morbidity and mortality. Important
tissue response is observed in infected patients and has been associated with the production of
metabolites of toxic action. Our goal was to individualize the major fraction of the crude
extract of Fusarium oxysporum metabolic and investigate their effects on the skin of healthy
mice. The F1 fraction was obtained by cultivation F. oxysporum in Czapek-Dox. In the treated
groups was injected intradermally fraction F1 (0.5 mg / mL) and control (50 pl) of 0.9%
saline solution. The animals were sacrificed 3, 6, 12 and 24 hours after inoculation. The skin
was set for inclusion in paraffin to prepare histological sections and stained with hematoxylin
and eosin, assessing inflammatory response, Sirius red for collagen quantification, and
TUNEL to detect apoptotic cells. Sample of treated animals was analyzed by Raman
spectroscopy with Fourier transform. Tissue reactions were classified and compared over time
and treatment. In the group treated inflammatory reaction peaked at 6 hours was classified as
moderate, with the infiltrate consisting mainly of neutrophils. TUNEL staining was negative.
The area occupied by type I and Il collagen in the treated group had a winning time. There
were changes in the area occupied by the reasons amide | and molecules -CH, -CHgs. It is
plausible that the fraction F1 contains elements that contribute to the invasion of Fusarium in

the skin destabilized the organization of the extracellular matrix.
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1. Introducéo

Fusarium é um patégeno emergente devido ao crescente numero de casos graves de
pacientes infectados, com alta taxa de morbidade e mortalidade e também por sua ampla
resisténcia as drogas antifingicas'. Papulas eritematosas e nddulos com necrose central sio
frequentes na pele infectada por esse género®. Importante resposta tecidual é observada nos
pacientes, 0 que tem sido associado com a producdo de metabdlitos de acdo tdxica’.
Recentemente foi demonstrado o potencial efeito irritante de um extrato metabdlico bruto de
Fusarium oxysporum produzido in vitro, capaz de induzir reacdo inflamatoria, resposta
tecidual e morte celular programada na pele e tecido subcutaneo de ratos sadios”.

Entretanto ainda ndo é conhecido quais componentes desse extrato bruto seriam
responsaveis pela resposta inflamatéria e lesdes necroticas encontradas neste estudo in vitro.

Historicamente o género Fusarium spp € conhecido pela importante capacidade de
produzir micotoxinas: tricotecenos (desoxinivalenol, 3- acetildesoxinivalenol nivalenol,
fusarenona-X, toxina T-2, diacetoxiscirpenol), zearalenona e fumonisinas®®. E possivel que
estes componentes sejam 0s responsaveis pelas reacées observadas na pele de animais* e de
humanos®. Onicomicoses causadas por esse género mesmo em pacientes imunocompetentes
sd0 caracterizadas por lesdes dolorosas, paroniquia, reagdo inflamatéria e dor’.
Adicionalmente, a onicomicose causada por Fusarium spp tem sido considerada uma das
portas de entrada para infeccdes invasivas®, principalmente em  pacientes
imunocomprometidos como neutropénicos e transplantados®. Assim é oportuno investigar
quais componentes extracelulares estéo relacionados a essa resposta tecidual.

O presente estudo individualiza a fracdo majoritaria do extrato metabolico bruto de
Fusarium oxysporum, investiga os efeitos de sua administragdo na pele de ratos saudaveis e
realiza a andlise fisico-quimica através de espectroscopia Raman com transformada de

Fourier.
2. Material e Métodos

2.1. Isolado fungico condigdes de cultivo

A amostra previamente selecionada de F. oxysporum foi isolada de um paciente
portador de onicomicose, atendido no Laboratdrio de Ensino e Pesquisa em Anélises Clinicas
da Universidade Estadual de Maringa, Parand, Brasil.
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A amostra foi repicada em placa de Petri contendo agar batata dextrose (Difco, Detroit,
MI, EUA) e incubado durante 7 dias a 25 °C, trés discos de 5mm dessa cultura foram
colocados em frascos contendo 200 ml de meio Czapek-Dox’, com pH ajustado a 5.5 e,
esterilizado a 120 °C por 20 minutos. Os frascos foram mantidos em estufa a 25 °C com
agitacdo orbital a 70 rotagOes por minuto, por 15 dias.

Apos este periodo, as culturas foram filtradas em papel de Whatman N.° 1, usando
uma bomba de vacuo, para a remocao do micélio. A seguir o liquido bruto obtido do filtrado
de cultura foi esterilizado a 120 °C por 20 minutos. O produto dessa filtracdo foi concentrado
10-20 vezes, por evaporacao a vacuo em rotaevaporador R-210 (BUCHI Labortechnik AG,
Flawil, Switzerland), a 40 °C, e dializado contra agua destilada durante 48 horas em
membranas de 14 KDa. Este extrato, denominado extrato bruto, foi mantido a 4 °C até o
momento do uso. Paralelamente 100 ml de meio Czapek-Dox foi submetido as mesmas

condicdes que o extrato bruto para ser utilizado como solucéo controle dos experimentos.

2.2. Obtencéo da fracdo F1

O extrato bruto foi submetido a eletroforese de proteinas — SDS-PAGE em cuba de
eletroforese BIO RAD Mini-PROTEAN Tetra System (Bio-Rad Laboratories Inc, California,
USA) em gel de poliacrilamida a 12%, em eletroforese vertical, para separacdo das fracdes de
acordo com peso molecular. Em seguida, o gel foi revelado com nitrato de prata para
identificacdo das bandas e, a banda majoritaria, denominada de fracdo F1, foi eluida em
tampéo de transferéncia (25 mM Tris, 192mM Glicina, 20% metanol, em pH 8.3) e usada com

adjuvante completo para imunizagéo de coelhos para a producédo de anticorpos.

2.3 Obtencédo do soro hiperimune contra a fracéo F1

Todos os experimentos envolvendo animais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal da Universidade Estadual de Maringa, sob protocolo nimero
005/2010, e parecer 080/2010.

Os anticorpos foram produzidos em coelhos da linhagem Nova Zelandia, obtidos na
Fazenda Experimental de Iguatemi (FEI) da Universidade Estadual de Maringa. Dois coelhos
com 4 meses, foram imunizados na regido dorsal por via subcutanea com 100 pg de eluato
contendo a Fragéo F1.

Ap0os 15 dias, foi aplicado uma dose de reforgo de 100 ul de eluato contendo a Fragdo

F1 e ao final de 30 dias o sangue foi coletado por puncao cardiaca. O experimento prosseguiu
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por 3 meses, sendo injetadas alternadamente uma dose de reforgo e uma coleta (20 ml de
sangue). Ao término do experimento os coelhos foram eutanasiados com administracdo de
uma associacdo de anestésicos: acepromazina (0,1 mg/kg), quetamina (0,15 mi/kg),
midazolan (0,3 mg/kg) e fentanil (5 microgramas/kg). Apds a perda dos reflexos, foi
administrada uma dose de cetamina até parada cardio-respiratoria. O soro dos animais foi

aliquotado e mantido a 4 °C.

2.4. Obtencao dos anticorpos anti-fracéo F1

Aproximadamente 20 ml de soro hiperimune dos coelhos foram precipitados com
sulfato de aménio, a 33%, em banho de gelo, overnight a 4 °C. Em seguida, foi centrifugado,
a 3000 g por 30 minutos e o sobrenadante desprezado. O precipitado foi suspenso lentamente,
com 500 ml de tampéo de acoplamento (tampéo bicarbonato de sodio 0.1M pH8.3 acrescido
de NaCl 0.5M) para montagem da coluna de afinidade. A concentracdo de imunoglobulinas
foi estimada em espectrofotdbmetro UV-1650PC de 280nm (Shimadzu Europa GmbH,
Duisburg, Germany).

2.5. Purificacéo e isolamento da fracdo F1 por coluna de afinidade

Foi resuspendida 0,28 g de resina Sefarose CNBr ativada em 10 ml de tampéo de HCI
1mM, pH 3.0, colocada em um funil de placa porosa acoplado a uma bomba de vacuo e
lavada com 200 ml deste tampé&o e em seguida lavado com 50 ml de tampéo de acoplamento
(bicarbonato de sodio 0.1M pH8.3 acrescido de NaCl 0.5M). O anticorpo previamente
precipitado foi colocado nessa solugédo na proporcao de 2 mg/ml de tampéo de acoplamento e
deixado agitando em shaker (Nova Etica, Curitiba, Brazil) overnight a 4 °C. Posteriormente, a
resina juntamente com o anticorpo foram centrifugados e o sobrenadante desprezado. Em
seguida foram lavados com tampdo de acoplamento para a remocdo dos ligantes inespecificos.
Os sitios remanescentes foram bloqueados com etanolamina 1M, pH 8.0 por 4horas, sob
agitacdo lenta a temperatura ambiente. A coluna foi lavada com 3 ciclos alternados de 5 ml
de tampédo acido acético/acetato de sodio, 0.1 M, pH 4.0 contendo 0.5 M NaCl e 5 ml de
tampdo Tris-HCI, 0.1 M, pH 8 contendo 0.5 M NaCl. A coluna foi montada e armazenada em
geladeira com PBS - azida.

O extrato bruto foi aplicado sobre a coluna de afinidade em circuito fechado com
auxilio de uma bomba peristéltica por 4 horas. A seguir foi lavada com 30 ml PBS pH 7.2. A
Fracdo F1 foi liberada por meio de um choque de pH com tampéo glicina 50 mM com NacCl

150 mM pH 2.8, posteriormente balanceado com tampao Tris-HCI 1M pH 8. O eluato foi
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coletado em vaérias fracfes de 1 ml e dosados com reativo de bradford para verificar em quais
tubos estavam presentes a Fragdo F1. Posteriormente, as eluicdes foram monitoradas em gel
de SDS-PAGE e coradas pela prata.

2.6. Procedimento experimental

Foram utilizados 32 ratos da linhagem Wistar, machos, pesando entre 150-200g. Os
animais foram mantidos em caixas de polipropileno em nimero de 4 animais/caixa em
ambiente com temperatura controlada de 22 = 2 °C, 50% de umidade e ciclo claro-escuro de
12 horas, com livre acesso a dgua e alimento.

Sob anestesia com tiopental (40 mg/kg), uma éarea de aproximadamente 1,5 cm: no
dorso, proxima a regido cervical de cada animal foi epilada dois dias antes da aplicacdo
intradérmica das solugdes testadas para evitar que a leve reacdo inflamatdria decorrente da
epilacdo interferisse com os resultados. Dezesseis animais receberam uma injecao
intradérmica de 50 pl de uma solugdo aquosa da Fracdo F1 contendo 0,5 mg/ml (concentragdo
determinada a partir de avaliacdo preliminar dose/efeito), em cada animal do grupo
experimental. Outros 16 animais receberam uma injecdo intradérmica de 50 pl de solucédo
salina 0,9% em cada animal do grupo controle. Os animais foram sacrificados por uma dose
de anestésico em 3, 6, 12 e 24 horas (n= 4 para cada grupo/tempo) apo6s a aplicacdo das
solucdes.

2.7. Procedimento histoldgico e analise microscopica
Amostras de pele foram coletadas e fixadas em solugéo de parafolmaldeido 4% por 24
h e processadas para inclusdo em parafina. Cortes semi-seriados, de 7 um de espessura, foram
processados para diferentes técnicas de coloracdo e analisados em microscopio Optico

Olympus BX41 (Tokio, Japdo) para os seguintes parametros.

2.7.1. Reacdo inflamatoria (hematoxilina-eosina)

A avaliacdo do infiltrado inflamatorio foi realizada na derme e tecido subcutaneo,
verificando a morfologia celular. ReagOes teciduais foram classificadas como ausente, leve,
moderada ou grave, e comparados estatisticamente ao longo do tempo. Os critérios de
pontuacdo utilizados foram os seguintes: 0, auséncia de inflamacdo; 1, inflamacéo leve
(poucas células inflamatorias, principalmente polimorfonucleares); 2, inflamagdo moderada
(aumento da reacdo inflamatéria e presenca de linfocitos); 3, inflamacdo grave (intensa

reacao inflamatoria, presenca de macrofagos e células plasmaticas).
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2.7.2. Caracterizacdo e analise morfométrica de fibras de colageno (Sirius red

staining.)

A analise do colageno dermal foi realizada sob microscopia de luz usando polarizagédo
ptica’. As fibras de colageno foram classificadas em tipo | ou Ill de acordo com sua
birrefringéncia. Para a anélise morfométrica da area ocupada por colageno, imagens
padronizadas de 40 campos de 0,2 mm: por animal foram capturadas com objetiva de 20X e
digitalizadas pelo software de analise de imagem (Image Pro Plus, versdao 4.5, Media
Cybernetics, EUA). As imagens foram obtidas no mesmo dia para evitar qualquer
variabilidade associada com a fonte de luz. As areas marcadas foram identificadas e
quantificadas automaticamente, e os resultados foram expressos como média (um:) £+ desvio

padrdo.

2.7.3. Deteccao in situ de DNA fragmentado (TUNEL)

A fragmentagcdo do DNA foi examinada usando um kit comercial para a detecgdo de
apoptose (ApopTag Peroxidase, Chemicon,Temecula, CA, EUA). Apo6s desparafinizacdo e
hidratacdo, os cortes foram submetidos a digestdo enzimatica com 20 pg / mL de proteinase K
por 5 min, tratados com peroxido de hidrogénio 5% (30 volume) por 20 minutos para
blogueio da peroxidase enddgena e lavado com tampéo fosfato (PBS), 0,1 M, pH 7,4. Os
cortes foram, entdo, imersos em um tampao de equilibrio por 10 minutos e incubados com
uma solucdo estoque de enzima deoxinucleotidil transferase terminal (TdT) a 37 ° C por 1 h.
Os cotes foram lavados com PBS e incubadas com conjugado antidigoxigenina peroxidase e
substrato da peroxidase e para deteccdo de células em apoptose, com coloragdo marrom. A
contracoloracédo foi realizada com hematoxilina de Harris. A imunomarcagéo na epiderme e
na derme foi classificada como ausente (-), fraca (+), moderada (++) ou forte (+++) com base

na frequéncia de células marcadas.

2.7.4. Andlise estatistica

O software GraphPad Prism 3.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, EUA) foi
utilizado para analise estatistica. Dados sobre a quantificacdo de colageno foram analisados
por testes ndo paramétricos com analise de Variancia (ANOVA) e pos-teste de Tukey, p
<0,05 para a comparagdo das medias e teste t para analise da propor¢do de colageno I11:1 com
p <0,05.
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2.8. Andlise fisico-quimica da pele através de Espectroscopia Raman com
Transformada de Fourier

Para a anélise fisico-quimica da pele foi realizada a aplicacdo intradérmica da Fracao
F1 em 2 animais/tempo de sacrificio. Como controle foi utilizada a pele sem qualquer
aplicacdo. Os animais foram mortos com sobredose de anestésico. A pele foi removida e
encaminhada imediatamente para analise ex vivo em espectrometro Raman, modelo Vertex 70
FT-IR spectrometer coupled to a Ram Il FT-Raman module (©Bruker Optics, Ettlingen,
Germany), no modulo FT-Raman. O experimento foi realizado com o lazer em 200 mW e

resolucio espectral de 4 cm™, em um total de 300 scans por medida.

3. Resultados

3.1 Estudo histoldgico

3.1.1. Avaliacéo histopatoldgia

O exame microscopico revelou que 0s animais que receberam uma injecdo
intradérmica com a fracdo F1 de F. oxysporum apresentaram reacdo inflamatdria que variou
de leve a moderada observada principalmente na regido do tecido subcutaneo (Figura 1). Na
derme dos animais tratados observou-se a ocorréncia de hiperemia e edema as 3 e 6 horas. A
derme papilar e a derme reticular apresentaram fibroblastos com morfologia de células ativas
as 6 horas.

A reacdo inflamatoria as 3 horas foi leve, com predominio de neutréfilos. As 6 horas,
as amostras apresentaram inflamacéo classificada como leve a moderada, com o infiltrado
formado principalmente por neutréfilos e um pequeno nimero de linfocitos e mastocitos. As
12 horas a reacdo inflamatoria apresentou um grau leve e as 24 horas a pele e o tecido
subcutaneo voltaram a normalidade (Figura 1). No grupo controle nem a pele nem o tecido
subcutaneo apresentaram reacdo inflamatoria. O escore de inflamagéo esta representado na
tabela 1.

3.1.2. Analise da area ocupada por colageno na derme

Os resultados da analise histomorfométrica do coladgeno dermal estdo representados
nas figuras 3a, b ec.

A érea total ocupada por colageno foi menor as 3 horas (p<0,05) nos animais tratados
com a fragdo F1 em comparacdo com o grupo controle (Figura 2a). Na andlise da area
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ocupada por colageno tipo | e Ill, de modo geral, houve um ganho temporal na area dos
colagenos | e 11, apos a aplicacdo da fragdo F1. Entre os animais do grupo controle as areas
ndo variaram.

Quando comparados ratos tratados com controles o colageno tipo Il apresentou uma
area significativamente menor naqueles que receberam a fracdo F1. O colageno tipo |
apresentou area significativamente menor nos animais tratados com F1, somente no periodo
de 3 horas (Figura 2b).

A Figura 2c mostra que a proporcdo de colageno Il1:1 diminuiu significativamente em

todos os tempos nos animais tratados com a fragéo F1.

3.1.3. Deteccdo in situ do DNA fragmentado (TUNEL)

N&o houve marcacédo para TUNEL.

3.2 Analise fisico-quimica da pele através de Espectroscopia Raman com
Transformada de Fourier
A Figura 4 mostra os espectros Raman na pele normal e ap0s a aplicacdo intradérmica

da fracdo F1 obtida de F. oxysporum.

4. Discussao

Fusarium oxysporum € a espécie do género mais frequentemente isolada de
onicomicoses, assim como de infec¢bes cutdneas e subcutaneas, endoftalmite, otite, sinusite,
artrite, osteomielite e abscesso cerebral™™ 2. A fracdo F1 de F. oxysporum obtida neste estudo é
uma mistura complexa, produzida como resultado do crescimento do fungo, envolvendo produtos do
metabolismo, como os metabélitos secundarios. Uma unica aplicacdo intradérmica da fragdo F1
na pele de ratos provocou resposta bioldgica e alteracfes fisico-quimicas na derme e tecido
subcutéaneo, indicando que a fracdo F1 continha componentes capazes de se difundirem para
os tecidos adjacentes provocando injarias.

Ap0s a administracdo da fracdo, observou-se uma resposta inflamatoria que teve o seu
maior pico de intensidade classificado como moderado, no tempo de 6 horas, sendo os
neutréfilos o tipo celular predominante. Em estudo anterior demonstramos, nas mesmas
condicdes experimentais deste trabalho, que uma Unica aplicacdo intradérmica do extrato
bruto de F. oxysporum® provocou uma resposta inflamatéria mais exacerbada, com pico em
12 horas, 0 que sugere que durante o processo de obtencdo da fracdo F1, os principais
elementos responsaveis pela inducdo da inflamacgdo tenham sido eliminados pois 0 processo
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de diélise eliminou moléculas com cut-off abaixo de 12KDa a 16KDa, e além disso alguns
elementos foram removidos quando o extrato foi submetido a separacdo de proteinas por
eletroforese.

A analise prévia do extrato bruto de F. oxysporum em gel de eletroforese marcou uma
banda com peso molecular de aproximadamente 50KDa, que corresponde a banda da fracéo
F1. Esta informagdo indica que as moléculas presentes na fragdo tem peso inferior ou igual a
50KDa. Entretanto, deve-se considerar que durante a didlise para a obtencao do extrato bruto,
aquelas moléculas com peso abaixo de 12KDa, como por exemplo os tricotecenos (250 a
500Da*?), que reconhecidamente provocam reacdo tecidual, seja na forma de inflamac&o ou

14 15 também foram eliminadas, desta forma as

inducdo de morte celular programada
moléculas presentes na fracdo F1 devem apresentar peso que varia de 16 a 50KDa e cuja
efeito bioldgico, de acordo com os resultados deste trabalho, parece néo incluir a inducéo da
resposta inflamatdria.

Os resultados da coloracdo por TUNEL reforcam esta hipétese ja que ndo houve
marcacdo TUNEL-positiva na pele injetada com a fracdo. Por outro lado a pele tratada
topicamente (dado ndo publicado) ou injetada intradermicamente com o extrato bruto
apresentou marcac&o na epiderme, derme e até no tecido subcutaneo”.

Varias toxinas produzidas por Fusarium agem de forma diferente quando elas ocorrem
sozinhas ou em diferentes combinagdes. As toxinas butenolide (Bd), fusarenon X (FX) e a
diacetoxiscirpenol (DAS), quando administradas topicamente e isoladamente, provocam
degeneracdo tegumentar e infiltrado celular de grau leve, entretanto quando DAS é
administrada em associacdo com FX ou com Bd a mesma resposta tecidual € intensificada,
sugerindo um sinergismo entre estas substancias™.

Fusarium é um fungo que produz toxinas com potencial para causar necrose cutanea.
Embora neste estudo a fragdo F1 ndo tenha provocado uma resposta celular, houve alteracdes
no componente colageno da matriz extracelular da derme. Quando comparado com a pele
tratada com salina, area ocupada por fibras do tipo | reduziu-se as 3 horas e aquelas do tipo
I11, em todos os tempos avaliados. Acreditamos que a menor area inicial das fibras colagenas
possa ser decorrente da acdo toxica da propria fracdo que pode conter elementos produzidos
para facilitar a invasdo e permanéncia deste patdégeno na pele.

Com a evolucdo temporal houve a recuperacdo (em relacdo a pele controle) das fibras
tipo I, mas ndo das fibras do tipo Ill. Apesar disso, a area ocupada pelas fibras tipo IlI
aumenta ao longo do tempo, indicando que esta havendo sintese de colageno. Esta hipbtese é

reforcada pela presenca dos fibroblastos hipertéficos as 6 horas e pelo aumento progressivo da
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area total ocupada por coldgeno (Figura 2a), sempre levando em consideragdo que a fracéo foi
aplicada uma unica vez.

A espectroscopia Raman é uma técnica optica que fornece informacdes sobre os niveis
vibracionais das moléculas, sendo amplamente utilizada em estudos analiticos, qualitativos e
quantitativos. A partir desta técnica a estrutura molecular e a composicdo do material é
codificada pelas alteracfes das frequéncias observadas através da mudangas do espalhamento
da luz. Assim os espectros Raman também podem refletir as mudangas no entorno das
moléculas, portanto, Gtil no estudo intra e intermolecular X"

As analises via espectroscopia Raman, mostram o surgimento de picos que indicam
que a pele tratada com a fracdo F1 apresentou mudancas fisico-quimicas, diferentes do padrao
observado na pele normal, isenta de qualquer produto. As bandas associadas a area ocupada
por amida | evidenciaram mudancas estruturais em todos os periodos analisados apds a
aplicacdo da fragdo F1, detectadas no nimero de onda de 1640 - 1700cm™, que correspondem
principalmente a vibragdo das ligagdes C=0 % %',

Na pele dos ratos tratados com a fracdo F1 a razdo das moléculas —-CH, e —CH3 sofreu
uma diminuicdo em relacdo a pele dos animais controle, porém, sofreu uma evolucdo ao
longo do tempo. Fazendo um paralelo entre os resultados bioldgicos e fisico-quimicos deste
estudo nota-se que a evolucdo das moléculas —CH, e —CH3 se assemelha aquela observada na
area total das fibras colagenas que sdo complexos poliméricos ricos em grupamentos metil.

Os fungos estdo entre os organismos que ao longo do processo evolutivo conseguiram
se manter na natureza gracas ao seu potencial para aderir, invadir e se reproduzir no
hospedeiro. Este sucesso € garantido por uma gama de moléeculas produzidas pelas espécies
com as mais diversas a¢Oes. Demonstramos neste estudo que a fracdo F1, o componente
majoritario obtido a partir do extrato bruto de F. oxysporum, ndo foi capaz de induzir os
mesmos eventos bioldgicos ou na mesma intensidade daqueles ja estudados por noés
anteriormente, ou seja, intensa resposta inflamatoria e apoptose, entretanto e plausivel supor
que a fracdo F1 contenha elementos que contribuam para a invasdo de F. oxysporum na pele,
desestruturando a organizagdo da matriz extracelular, pois parece ter sido capaz de agir sobre

o colageno e interferir na estrutura fisico-quimica de moléculas organicas presentes na derme.
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Figural. Fotomicrografias da pele de ratos inoculados com fragdo F1 obtida de extrato metabdlico de Fusarium
oxysporum (0,5 mg / mL) as 3, 6, 12 e 24 horas. (a) Observe o infiltrado inflamatério leve em 3 horas; no
periodo de 6 horas observar (b) infiltrado inflamat6rio moderado; (c) grande nimero de fibroblastos (seta) e (d)
vasos hiperémicos com uma grande quantidade de polimorfonucleares (seta); (e) as 12 horas observar a
ocorréncia de infiltrado inflamatorio leve; e (f) as 24 horas a pele apresentou aspecto semelhante aos animais
controle. Coloracdo de hematoxilina e eosina. Aumento original: objetiva de 20x (a); objetiva de 40x (e e f);
objetiva de 100x (b, c e d).
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Tabela 1: Escore representando a frequéncia de células inflamatérias na pele 3, 6, 12 e 24 horas ap6s a
aplicacdo intradérmica da fracdo F1 obtida de Fusarium oxysporum ou de solugdo salina 0,9%.

03 HORAS

06 HORAS

12 HORAS

24 HORAS

Solucéo salina

Fracgéo F1

+

++

+

(-) auséncia, (+) fraca, (++) moderada, (+++) intensa
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Figura 2. Area (um?) ocupada colageno total (a), por fibras colagenas do tipo | e tipo Ill (b) e proporgdo de
colageno I11:1 (¢c) na derme de ratos, 3, 6, 12 e 24 horas ap6s a aplicacdo intradérmica de uma fracdo F1 obtida de
Fusarium oxysporum ou de solucdo salina 0,9%. a e b representam diferencas estatisticas quando realizada a
comparacdo entre 0s tempos do mesmo tratamento e * representa diferencas estatisticas entre grupo tratado e
controle para cada tempo analisado. P<0,05, n=4 animais/tempo.
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Figura 3. Espectro Raman obtido da face dermal (a) da pele de ratos Wistar; (b) da razdo da molécula CH,
(2930cm™) / amida 111 (1302cm™) e da razdo de CH; (2885cm™) / amida 111 (1302cm™); (c) e da 4rea ocupada
pela molécula de amida | (1658 cm™) as 3, 6, 12 e 24 horas ap6s a aplicacéo intradérmica da fracdo F1 obtida de
F. oxysporum.
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CAPITULO 11l

Conclusoes

O estudo realizado com a fragéo F1 obtida do extrato bruto de Fusarium oxyporum
mostrou que esta fragdo majoritaria, ndo foi capaz de induzir os mesmos eventos biologicos
estudados por nds anteriormente, ou a mesma intensidade quando presente.

E plausivel supor que a fracdo F1 contenha elementos que contribuam para a
invasdo de Fusarium na pele, desestruturando a organizacdo da matriz extracelular e

interferindo na estrutura fisico-quimica de moléculas organicas presentes na derme.
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Perspectivas Futuras

Para prosseguir com os estudos sobre o efeito biolégico das micotoxinas de
Fusarium na pele de ratos sadios, sugerimos as seguintes propostas:

1. Analisar a fragdo F1 em gel bidimensional;

2. Avaliar a composicdo fisico-quimica do colageno pela técnica de espectroscopia
Raman com transformada de Fourier;

3.Analisar a pele de ratos sadios, apos aplicacdo da fracdo F1, pela técnica de
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR-Fourier Transform
Infrared) para avaliar a composicdo fisico-quimica comparando com a espectroscopia Raman
com transformada de Fourier;

4.Utilizar marcadores imunohistoquimicos para inflamacao;

5. Utilizar marcadores especificos para fibroblastos, afim de, avaliar a atividade de
sintese ou degradacdo do coladgeno na pele de ratos apds a aplicacdo intradérmica e topica da

fracdo F1.



