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RESUMO

Rhinosporidium seeberi € um Ichthyosporea incultivavel, que causa a rinosporidiose
em animais, incluindo humanos. Por ser resistente ao cultivo, seu ciclo de vida pode
ser estudado somente em tecidos frescos ou fixados em formalina. Por esta razao,
sua posicdo taxondmica tem sido discutida por mais de 100 anos. Estudos
moleculares filogenéticos recentes demostraram que o R. seeberi esta localizado em
um novo grupo de patdégenos de peixes, anfibios e outros animais, denominado
Mesomycetozoa. Muito pouco se sabe acerca do ciclo de vida do R. seeberi e muito
menos sobre o seu ciclo nuclear nos hospedeiros com rinosporidiose. Estudos
recentes mostraram que esse patdgeno apresenta divisdo nuclear sincronizada sem
citocinese. Portanto, para estudar o ciclo nuclear do R. seeberi e validar estudos
anteriores, utilizamos microscopia confocal e investigar o seu comportamento
nuclear em tecidos fixados em formalina marcados por DAPI e faloidina.
Observamos que o0s esporangios juvenis do R. seeberi apresentam nucleo marcado
por DAPI (5-7 um) e, a medida que o ciclo celular progride, os ndcleos se dividem
sincrbnicamente sem citocinese. Os esporangios intermediarios apresentaram
numerosos nucleos marcados por DAPI em diferentes estagios mitéticos, com
didametro entre 3-4 uym, e uma fina camada interna da parede celular que retém
fortemente o conjugado de faloidina. Os esporangios maduros apresentaram
multiplos endosporos com diametro entre 5-12 um, cada um contendo nucleo com
didametro entre 2-4 um. O conjugado de faloidina ndo se ligou a camada interna da
parede dos esporangios maduros nem dos endosporos. O desenvolvimento de uma
“zona germinativa” na camada interna do esporangio maduro contendo centenas de
ndcleos marcados por DAPI também foi confirmada. O presente estudo establece
gue durante o ciclo de vida do R. seeberi ocorrem divisbes nucleares sincronizadas
resultando na formacdo de mdultiplos nucleos. A citocinese € um evento Unico e
ocorre apos a formagdo de milhares de ndcleos, logo antes da formacdo do

esporangio maduro.

Palavras-chave: Ichthyosporea, Mesomycetozoa, Rhinosporidium seeberi,

rinosporidiose.



ABSTRACT

Rhinosporidium seeberi is an uncultivated Ichthyosporean causing rhinosporidiosis in
animals, including humans. For being resistant to culture, its life cycle can be studied
only in fresh or formalin fixed tissues. For this reason, its taxonomic position has
been discussed for more than 100 years. Recent phylogenetic molecular studies
showed that the R. seeberi is located in a new group of fish, amphibians and other
animals pathogens, called Mesomycetozoa. Very little is known about R. seeberi life
cycle and much less about its nuclear cycle in the host with rhinosporidiosis. Recent
studies have shown that this pathogen has synchronized nuclear division without
cytokinesis. Therefore, to study R. seeberi nuclear cycle and validate previous
studies, we used confocal microscopy to investigate R. seeberi nuclear behavior in
formalin fixed tissues stained with DAPI and phalloidin. We report that R. seeberi
juvenile sporangia showed DAPI stained nuclei (5 to 7 ym) and, as the cell cycle
progresses, the nuclei synchronously divided without cytokinesis. Intermediary
sporangia displayed numerous 3 to 4 um DAPI stained nuclei at different mitotic
stages and a thick inner layer that strongly retain the conjugates of phalloidin. Mature
sporangia displayed multiple 5 to 12 ym cell walled endospores each holding 2 to 4
pm in diameter nucleus. The conjugate of phalloidin did not bind to the inner layers of
mature sporangia or endospores. The development of a “germinative zone” in the
inner layer of mature sporangia containing hundreds of DAPI stained nuclei was also
confirmed. This study established that during R. sebeeri life cycle synchronous
nuclear divisions take place resulting in the formation of multiple nuclei. Cytokinesis
is one time event and occurs after the formation of thousands of nuclei just before

mature sporangia formation.

Keywords: Ichthyosporea, Mesomycetozoa, Rhinosporidium seeberi,

rhinosporidiosis.
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Ha mais de um século o Rhinosporidium seeberi tem sido o centro de uma disputa
taxondbmica que ainda continua um desafio (ASHWORTH, 1923;
ARSECULERATNE, 2002; AZEVEDO, 1958; KARUNARATNE, 1964; THIANPRASIT
E THANGERNGPOL, 1989; VILELA E MENDOZA 2012). O motivo principal para tal
indefinicdo encontra-se na incapacidade de reproduzir o microrganismo em meios de
cultivo em laboratorio clinico (ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005). Por esta
razdo, seu nicho ecoldgico, assim como o seu ciclo de vida fora do hospedeiro, tem
permanecido em completo mistério para aqueles que de uma forma ou outra
esforcam-se para estudar este patégeno incomum de humanos e animais. Este fato
contribuiu para a frustracdo de alguns pesquisadores na elaboracdo de propostas
exodticas acerca da exata localizacdo taxondmica do R. seeberi. Recentemente,
Vilela e Mendoza (2012) revisaram os trabalhos que discursavam hipoteses variadas
sobre a possivel classificacdo do microrganismo. Nos anos subsequentes a
descricdo deste patdgeno pelo argentino Rodolfo Seeber (1900), numerosas teorias
surgiram para explicar o ciclo de vida do R. seeberi, sendo que, dentre elas,
destacam-se o0s estudos realizados por Ashworth (1923), Azevedo (1958),
Karunaratne (1964) e, mais recentemente, Mendoza e Vilela (2013), indicando que

R. seeberi € um eucariota com ciclo nuclear definido.

O principal problema destes estudos é que foram realizados a partir de amostras
histoldgicas fixadas em formalina e, os investigadores que séo favoraveis as outras
teorias que indicam que as estruturas identificadas pelos pesquisadores acima
mencionados sdo, na realidade, estruturas vesiculares do R. seeberi. Por exemplo, o
estudo desenvolvido por Mendoza e Vilela (2013) mostra que os ndcleos de R.
seeberi se duplicam sincrbnicamente sem citocinese. Estes investigadores
encontraram a presenca de figuras mitéticas classicamente presentes em
organismos eucariotas. O problema principal deste estudo € que as estruturas
descritas, como por exemplo, nucleo, filamentos de actina e tubulina, podem ser

sugeridas como "similares” a formas encontradas em outros eucariotas.

Na busca do esclarecimento da hipotese nuclear mediante as observacoes
histologicas, o presente estudo propde a utilizagdo de marcadores moleculares
fluorescentes especificas para estruturas exibidas na interfase e na fase mitética,

como o DNA nuclear em profase, metafase, anafase, teléfase e filamentos de actina.
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Para esta visualizacdo prop0Oe-se a utilizagdo da microscopia confocal. Esta
metodolgia é ideal e altamente especifica para demonstrar ndo somente que R.
seeberi € um microrganismo eucariota, como também para validar os trabalhos
publicados por Ashworth (1923), Azevedo (1958), Karunaratne (1964) e Mendoza e
Vilela (2013). O estudo do ciclo de vida, bem como a compreensédo do seu ciclo

nuclear sera fundamental para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.

O presente estudo tem como principal objetivo validar as observacfes de Vilela e

Mendoza (2013), utilizando marcadores especificos e microscopia confocal.
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2 REVISAO DA LITERATURA
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2.1 Historico da rinosporidiose

A rinosporidiose € uma doenca subcutanea crénica que acomete humanos e
animais, caracterizada pelo desenvolvimento de polipos granulomatosos localizados
principalmente na mucosa nasal e em outros sitios do trato respiratério. O agente
etiologico é o Rhinosporidium seeberi, eucarioto recentemente classificado como
membro da classe Mesomycetozoae que inclui parasitas de animais aquaticos
(ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005; DAS et al.,, 2011; THIANPRASIT E
THANGERNGPOL, 1989; VILELA E MENDOZA, 2012).

O primeiro relato da doenca foi publicado na Argentina no ano de 1900 por Guillermo
Seeber. O autor observou esta enfermidade pela primeira vez em um jovem
trabalhador rural, de 19 anos de idade, que se queixava de dificuldade respiratoria.
Ao exame fisico, 0 paciente apresentava uma obstrucdo nasal por uma massa
polipoide. Microscopicamente, Seeber descreveu um microrganismo semelhante
agueles da classe Coccidia, mas ndo sugeriu um nome especifico. Em sua tese,
Seeber comenta que em 1892 em Buenos Aires, Malbram observou um caso similar
da doenca em humanos, mas nédo publicou seu achado (ARSECULERATNE E
MENDOZA, 2005; KARUNARATNE, 1936; THIANPRASIT E THANGERNGPOL,
1989; VILELA E MENDOZA, 2012).

Apébs a publicacdo da tese de Seeber, varios pesquisadores analisaram tecidos de
pacientes por microscopia convencional e eletrbnica e publicaram estudos
relacionados aos aspectos morfoldgicos do ciclo de vida do R. seeberi. Dentre esses
trabalhos pode-se destacar Ashworth (1923), Melo (1946), Azevedo (1958),
Karunaratne (1964), Grover (1969), Bader e Grueber (1970), Kannan-Kutty e Gomez
(1971) e Moses et al. (1991).

2.2 Histdrico cronoldgico do R. seeberi

A classificagdo taxondmica do R. seeberi sempre foi alvo de inimeras discussdes.
Apos estudar o ciclo de vida do microrganismo, Seeber acreditava que este era um
esporozoario relacionado a subdivisdo Polysporea da classe Coccidia devido a

formacdo de esporangios repletos de endoconidios (ARSECULERATNE E
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MENDOZA, 2005; SEEBER, 1900). O nome Coccidium seeberia foi dado
aparentemente pelo professor de Seeber, Dr. R. Wernicke, que pensou que o
microrganismo também poderia ser um fungo similar ao Coccidium immitis
(Coccidioides immitis), agente etiolégico da doenca de Posadas (AZEVEDO, 1958;
KARUNARATNE, 1936 E 1964). Um fato que sustenta essa ideia € a publicacdo do
Tratado de Parasitologia Animal por Pedro Belou em 1903, no qual cita o R. seeberi
sob o nome Coccidium seeberia, Wernicke 1900 (ASHWORTH, 1923).

Também em 1903, O’Kinealy descreveu um polipo nasal retirado de um paciente
indiano de 22 anos de idade e, posteriormente, 0 mesmo tumor foi estudado por
Vaughan, o qual descreveu a histologia da lesé@o e a presenca de corpos “parecidos
com cistos” preenchidos com inumeros esporos pequenos (ARSECULERATNE E
MENDOZA, 2005; ASHWORTH, 1923; KARUNARATNE, 1936). Duas secc¢des do
material apresentado por O’Kinealy foram enviadas para Minchin e Fantham (1905),
que utilizaram diferentes coloracfes histoldgicas para estudar o tecido. Concluiram
gque o0 microrganismo possuia semelhanca com a ordem Neosporidia e o filo
Haplosporidia e nomearam-no como Rhinosporidium kinealyi atribuindo a descoberta
do parasito a O’Kinealy, uma vez que nao tinham conhecimento sobre o trabalho
publicado por Seeber. Em seguida, Beattie (1906) publica um trabalho no qual
reafirma as conclus@es de Minchin e Fantham e sugere também alguma semelhanca

do Rhinosporidium com o a ordem Sarcosporidia.

Alguns anos depois, Laveran e Pettit (1910) notaram a semelhanca do R. seeberi
com o Ichthyosporidium, género renomeado para Ichtyophonus (patégeno de trutas),
que atualmente pertence a classe Mesomycetozoea a qual o Rhinosporidium
também faz parte. Em 1912, Seeber publica em francés um resumo de sua tese com
figuras adicionais, adota o género Rhinosporidium criado por Minchin e Fantham,
mas reivindica a prioridade sobre o nome da espécie e endossa 0 nome
Rhinosporidium seeberi. Em seguida, Zschokke (1913) relata um microrganismo
presente em um polipo nasal de um cavalo na Africa do Sul, o qual nomeou como
Rhinosporidium equi e afirma ser semelhante ao Rhinosporidium descrito em
humanos (ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005; ASHWORTH, 1923; VILELA E
MENDOZA, 2012).
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Em 1923, Ashworth em um trabalho minucioso corrige 0 nome Coccidium seeberia
(Wernicke 1900) para “Rhinosporidium seeberi (Wernicke 1903), emend. Ashworth”
e considera que R. kinealyi e Coccidium seeberia sdo a mesma espécie, bem como
todas as amostras de Rhinosporidium descritas em humanos parecem pertencer a
mesma espécie. Ashworth considerou o microrganismo como possivelmente um
fungo zigomiceto ou chytridiomycetes (VILELA E MENDOZA, 2012). Mais tarde,
todas as espécies R. equi, (Zschokke,1913), R. ayyari (ALLEN E DAVE, 1936), R.
hylarum (AZEVEDO, 1958; CARINI, 1940) e R. amazonicum (ABEN-ATHAR, 1944;
AZEVEDO, 1958) tornaram-se sinbnimo de R. seeberi.

Posteriormente, Carini (1940) e Azevedo (1958) observam que o R. seeberi possui
semelhancas morfolégicas com o Dermosporidium hylarum (Amphibiocystidium
ranae), espécie que pertence a ordem Dermocystida incluida dentro da classe
Mesomycetozoea. Anos mais tarde, Vanbreuseghem (1973) sugere em seu trabalho
gue o R. seeberi poderia ser uma alga apesar da auséncia de cloroplastos.

Na década de 90, Ahluwalia publica trabalhos com hip6teses bizarras afirmando que
0S esporangios encontrados na rinosporidiose eram resultado de uma mistura de
materiais de plantas e humano ou que essas estruturas esféricas seriam produto de
excrecdo celular de polissacarideos provenientes da tapioca, 0s quais seriam
indigeriveis pelo organismo humano (AHLUWALIA, 1992, AHLUWALIA et al., 1994;
VILELA E MENDOZA, 2012). Tais hipoteses se mostraram equivocadas e foram
substituidas, pelo mesmo autor, pela teoria de que o R. seeberi seria na verdade
uma cianobactéria do género Microcystis (AHLUWALIA, MAHESHWARI E DEKA,
1997).

A elucidacéo da classificacdo taxonémica do R. seeberi ocorreu com a utilizacéo de
ferramentas moleculares. Em 1999, Herr et al. realizaram um estudo utilizando duas
amostras humanas de pacientes com rinosporidiose provenientes do Sri Lanka, no
qual avaliaram a morfologia do microrganismo por microscopia de transmissao
eletrbnica (MTE). Também amplificaram por reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
a sequéncia de DNA ribossomal (rDNA) da menor subunidade 18S e concluiram que
0 parasito € um eucarioto. Os autores criaram a classe Mesomycetozoa, que

significa “entre fungos e animais”, para alocar o R. seeberi junto a outros patdgenos
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com morfologia semelhante que antes eram conhecidos como grupo DRIP
(Dermocystidium, Sphaerothecum destruens — 0 agente da roseta, Ichtyophonus e
Psorospermium). Em seguida, outro grupo de pesquisadores independente do citado
anteriormente, amplificou a mesma sequéncia 18S a partir de uma amostra de
rinosporidiose em um c&o e obteve uma arvore filogenética idéntica aquelas
publicadas por Herr et al. (1999), confirmando o trabalho anterior (FREDRICKS et
al., 2000).

Mesmo apoés a publicacdo desses trabalhos que demonstram claramente que o R.
seeberi € um microrganismo eucarioto pertencente a classe Meosomycetozoea,
alguns pesquisadores ainda insistem em introduzir hipdteses distintas para a
classificacéo taxonémica. E o caso de Thankamani (2005) e Thankamini e Lipin Dev
(2011, 2012), que recentemente afirmaram ter isolado um fungo em diferentes
amostras de rinosporidiose e que este seria 0 verdadeiro agente etiolégico da

doenca.

2.3 Principais hipdteses taxondmicas

Atualmente, existem trés hipéteses defendidas por diferentes grupos de pesquisa
para a classificacdo taxondmica do R. seeberi, a saber:

1. O R. seeberi € uma cianobactéria (AHLUWALIA, 1999; AHLUWALIA,
MAHESHWARI E DEKA, 1997; AHLUWALIA, DHAULAKHANDI E GARG,
2010; DHAULAKHANDI et al., 2004, 2006);

2. O R. seeberi é um fungo (THANKAMANI, 2005; THANKAMANI E LIPIN DEV,
2011, 2012);

3. O R. seeberi € um eucarioto pertencente a classe Mesomycetozoa
(FREDRICKS et al., 2000; HERR et al., 1999b).

2.3.1 R. seeberi € uma cianobactéria do género Microcystis?

Em 1997, Ahluwalia et al. publicam o primeiro trabalho afirmando que o R. seeberi
nao é um protista, mas sim uma cianobactéria procariota do género Microcystis.
Devido a existéncia de varios relatos de casos de pacientes com rinosporidiose que

tem o habito de se banhar em rios e lagos, existe a hipotese de que o R. seeberi
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possua um nicho aquético (THIANPRASIT E THANGERNGPOL, 1989). Baseando-
se nessa relacdo, os autores conduziram um estudo ecolégico com o objetivo de
isolar o agente etiolégico da rinosporidiose em amostras provenientes de regides
aquéaticas endémicas na India. Ao observarem por microscopia as amostras de
adgua, os autores identificaram colbnias grandes arredondadas compostas por
células esféricas menores e identificaram o microrganismo semelhante a Microcystis
aeruginosa, uma cianobactéria formada por pequenas esferas (hanocytes) que
podem se agrupar em colbnias. Também foram analisadas amostras de polipos de
pacientes com rinosporidiose e estruturas “semelhantes” as observadas nas
amostras de agua foram encontradas. Segundo o0s autores, 0S nhanocytes
corresponderiam aos chamados endosporos e seriam a unidade infectante, e as
colénias de nanocytes corresponderiam aos esporangios preenchidos por

endosporos visualizados nos tecidos dos pacientes (Figura 1).
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Figura 1 — Ciclo de vida do género Microcystis.

(a-c) Nanocytes se dividem por fissdo binéaria; (d-e) agregacdo dos nanocytes por uma matriz
mucilaginosa formando colénias grandes e amorfas; (f) desintegracdo das coldnias antigas para a
colonizagéo de outro ambiente.
Fonte: Vilela e Mendoza (2012).

Mas tarde, Ahluwalia (1999) afirmou ter desenvolvido um método para o cultivo do
agente causador da rinosporidiose. Nesse trabalho, a autora isolou uma
cianobactéria do género Microcystis em amostras de pacientes com rinosporidiose e
amostras de 4gua coletada em regides endémicas utilizando o meio de cultura BG-
11 em placas de Petri, no qual visualizou estruturas esféricas contendo 0s nanocytes
e laminas para cultivo com diferentes concentracdes de glicerol, nas quais observou
estruturas filamentosas identificadas como “n&o-fungicas”. A partir desses achados,
a autora concluiu que a cianobactéria do género Microcystis € o verdadeiro agente

etioldgico da rinosporidiose.

Apos a publicacdo desses trabalhos, Ahluwalia (2001) escreveu uma carta ao editor
criticando o trabalho publicado por Herr et al. (1999b) que comprova por métodos

moleculares que o R. seeberi € um eucarioto pertencente a classe Mesomycetozoa.
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Segundo ela, os pesquisadores utilizaram esporangios e endosporos contaminados
com tecido humano e, portanto, a sequéncia de DNA amplificada, bem como as
mitocondrias visualizadas por MTE seriam de origem humana e nao do R. seeberi.
Além disso, a pesquisadora afirma que as estruturas identificadas como nucleos na

verdade seriam “nanocytes do Microcystis englobando o DNA procariético”.

Posteriormente, Dhaulakhandi et al. (2006) amplificaram por PCR a sequéncia 16S
do RNA ribossomal (rRNA) de células purificadas e isoladas do R. seeberi
provenientes de amostras clinicas e ambientais. Essa sequéncia de rRNA de 1458
bp contém a assinatura AATTTTCCG tipica de cianobactéria, bem como duas
repeticdes simples e duas palindrébmicas presentes em espécies de Microcystis e em
outras cianobactérias. Como o patdgeno possui um fenotipo similar ao Microcystis e
genadtipo semelhante ao Microcystis e outras cianobactérias, os autores concluiram
que o microrganismo causador da rinosporidiose é uma cianobactéria. Mais
recentemente, Ahluwalia, Dhaulakhandi e Garg (2010) conduziu outro estudo
filogenético e descobriu que a sequéncia 16S rRNA amplificada das amostras do R.
seeberi possui 98% de identidade com plantas de floracdo e apenas 79-86% de
identidade com o Microcystis, bem como outras cianobactérias. Apesar dos
resultados, a conclusdo do trabalho € que 0 microrganismo possui mais
caracteristicas em comum com as cianobactérias do que com os patdégenos da

classe Mesomycetozoa.

2.3.2 R. seeberi é um fungo?

Em 2005, Thankamani publicou um trabalho afirmando que obteve sucesso
cultivando o agente etiolégico da rinosporidiose, um fungo com estagios de
desenvolvimento semelhantes ao Synchytrium endobioticum, membro da ordem
Chytridiales que causa a verrugose da batata. A autora disse ter conseguido isolar o
mesmo microrganismo a partir de swabs coletados de pacientes indianos com
rinosporidiose. O fungo apresentou crescimento lento em agar nutriente, agar
sangue e agar Sabouraud dextrose (ASD) em temperatura ambiente (28-30°C), mas
nao cresceu em 37°C. A coldnia obtida foi descrita como muito pequena, circular,
convexa, superficie lisa, semitransparente e sem difusdo de pigmento. Apds o

subcultivo da coldnia primaria em ASD em temperatura ambiente (72-96 horas), a
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autora relata a formacgéo de coldnias idénticas as primarias contendo esporangios
ovais grandes que continham uma area mais fina na parede que se assemelhava a
um poro em desenvolvimento pelo qual os esporos maduros seriam liberados. A
partir do segundo subcultivo ndo foram mais observados esporangios grandes,
apenas células regulares esféricas ligadas por uma estrutura semelhante a micélios,
que apos multiplas divisbes tornam-se esporos. Essa estrutura semelhante a
micélios, segundo a autora, seria uma etapa transitoria, a qual culmina na formacéao
dos esporos. Neste estudo foram observadas estruturas semelhantes a zoosporos,
mas nao ha a descricdo morfolégica dessas estruturas. A autora alega, segundo
seus achados, o encontro de estruturas fungicas formando zigosporos. Para validar
seus resultados, esta pesquisadora inoculou as colbnias isoladas em camundongos,
mas nenhum dos animais desenvolveu a rinosporidiose. A autora justifica que esse

resultado negativo pode ser devido a “uma resisténcia inata da espécie utilizada”.

Posteriormente, Thankamani e Lipin Dev (2011) avaliaram a viabilidade e as fases
de desenvolvimento do R. seeberi em uma amostra refrigerada a 4°C ha 10 anos.
Os autores afirmaram ter isolado 0 mesmo microrganismo, nomeado UMH.48, que

foi previamente isolado por Thankamani em 2005.

Mais recentemente, em 2012, Thankamani e Lipin Dev realizaram uma andlise do
DNA gendmico da cepa original UMH.48 mantida em agar por 2 anos e esporangios
do R. seeberi presentes em novos tecidos de biopsias nasais (0 numero de
amostras ndo foi mencionado), na tentativa de confirmar os dados morfoldgicos
obtidos em 2005 e 2011. O “Internal Transcriber Spacer” (ITS) foi amplificado por
PCR utilizando os primers ITS4 e ITS5 em ambas as amostras (UMH.48 e bidpsias
de casos recentes). Como resultado, os autores encontraram 99% de identidade da
cepa UMH.48 com o tecido da bidpsia analisado. O que indicaria que “0 UMH.48
corresponderia ao agente etioldogico da rinosporidiose humana”. Diante desse
resultado molecular e da analise morfologica, “0 UMH.48 parecia ser um fungo
dimorfico com morfologia e ciclo de vida semelhantes ao do Synchytrium”. Porém, ao
realizarem as sequéncias das duas amostras para interrogar a base de dados
utilizando andlise BLAST foi encontrada uma semelhanca de 99% com o fungo
ascomiceto Colletotrichum truncatum. Este fato relatado, foi considerado pelos

autores uma contradicdo em relacdo a morfologia da cepa UMH.48 descrita por eles.



29

Em seguida, compararam também suas sequéncias com os chytridiomycetos e com
a classe Mesomycetozoa e encontraram uma identidade muito baixa com esses dois
grupos. Os autores concluiram que o agente etioldégico da rinosporidiose € um

“fungo desconhecido”.

2.3.3 R. seeberi € um eucarioto pertencente a classe Mesomycetozoa?

Em 1999, Herr et al. publicaram um trabalho apresentando dados taxondomicos e
moleculares que evidenciam que o R. seeberi € um microrganismo eucarioto
pertencente a um grupo de parasitos de peixes e anfibios. Tal grupo apresenta
micromorfologia esférica no tecido do hospedeiro semelhante a do R. seeberi e
algumas espécies nao sdo cultivaveis e ndo infectam animais experimentais
(PEREIRA et al.,, 2005; SPANGGAARD, HUSS E BRESCIANP, 1995). Esses
parasitos aquaticos foram descritos pela primeira vez por Ragan et al. (1996), que os
denominaram como grupo DRIP; mais tarde Herr et al. (1999b) renomearam esse
grupo como Mesomycetozoa. Esse achado corrobora com estudos ao longo de mais
de 100 anos que indicavam que esse microrganismo é um eucarionte (ASHWORTH,
1923; BADER E GRUEBER, 1970; KANNAN-KUTTY E TEH, 1974a; KANNAN-
KUTTY E TEH, 1974b; KANNAN-KUTTY E TEH, 1975; KARPOVA, 1964,
KENNEDY, BUGGAGE E AJELLO, 1995; MOSES et al., 1991; PRINS, TANGE E
DINGEMANS, 1983; SAVINO E MARGO, 1983; SEEBER, 1900; THIANPRASIT E
THAGERNPOL, 1989; VANBREUSEGEM, 1973). Herr et al. (1999b) utilizaram
amostra de tecidos de dois pacientes do Sri Lanka com rinosporidiose, que foram
analisados por MTE e métodos moleculares. A analise por microscopia revelou
esporangios em diferentes fases de desenvolvimento e tamanhos, bem como alguns
nacleos com nucléolos evidentes e inumeras mitocondrias com crista plana foram
observadas nos esporangios intermediarios. Na analise molecular, o gene 18S SSU
rDNA 1790 bp foi amplificado por PCR utilizando-se o primers universais NS1 e NS8.
A andlise filogenética da sequéncia amplificada e de outras 23 sequéncias de DNA
de outros microrganismos revelou que o R. seeberi € um taxon irmao das espécies
do género Dermocystidium e esta intimamente relacionado aos membros da ordem
Ichthyophonida (Herr et al., 1999b).
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No ano seguinte, Fredricks et al. (2000) publicaram um trabalho apresentando a
amplificacdo da mesma sequéncia 18S SSU rDNA utilizando uma amostra de DNA
do mesmo tecido nasal de um c&o com rinosporidiose estudado por Levy, Meuten e
Breitschwerdt (1986). Os autores também utilizaram tecidos fixados em formalina de
trés humanos com rinosporidiose e como controle negativo, a amostra de 12 polipos
nasais de humanos sem a doenca. Em seguida, foram desenvolvidos diversos
primers, incluindo dois especificos para o R. seeberi (Rhino-fw/Rhino-rev) delineados
a partir de regides unicas do DNA desse microrganismo; todos os primers foram
testados e foram realizadas também analises de hibridizacdo in situ por
fluorescéncia (FISH). Como resultado, os autores demonstraram que a sequéncia
amplificada foi a mesma descrita por Herr et al. (1999b) e que os primers especificos
para o R. seeberi ndo amplificaram o DNA de humanos, fungos, Dermocystidium
salmonis e S. destruens. Além disso, a andlise da sonda DNA FISH especifica para
R. seeberi, detectou DNA do microrganismo presente nos esporangios maduros e
imaturos, mas nao detectou DNA nos controles negativos. A Unica discrepancia com
o trabalho de Herr et al. (1999b) é que na analise dos tecidos por MTE foram
observadas mitocondrias com cristas tubulares ao invés de cristas planas. Os
autores concluiram que o R. seeberi ndo € um fungo, mas sim o primeiro parasito de
humanos pertencente ao grupo de protistas parasitos aquaticos localizados
evolutivamente préximos ao ponto de divergéncia entre humanos e fungos e, assim,
validaram o estudo de Herr et al. (1999b). Recentemente, foi realizado um estudo
global taxonémico e filogenético indicando que o R. seeberi esta classificado dentro

da classe Mesomycetozoae (ADL et al., 2005).

2.4 Distribuicdo ecoldgica e epidemiologia

india e Sri Lanka sdo considerados os paises endémicos da doenca, embora
existam casos isolados em diversos paises. A idade dos pacientes varia entre 3 e 90
anos, sendo que a idade média no momento do diagndstico é entre 20 e 40 anos
(THIANPRASIT E THANGERNGPOL, 1989). No geral, ha uma maior incidéncia em
homens adultos, embora existam trabalhos que sugerem uma maior incidéncia de
rinosporidiose nasal em homens e ocular em mulheres (KARUNARATNE, 1964,
THIANPRASIT E THANGERNGPOL, 1989). Outros autores afirmam n&o existir
diferenca na incidéncia entre os sexos (MOSES et al. 1988). O crescimento lento
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das lesbes e o aparecimento tardio das manifestagBes clinicas dificultam o
estabelecimento do periodo de incubagdo da doenca que pode variar em dias,
meses ou anos (ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005; ARSECULERATNE,
SUMATHIPALA E ERIYAGAMA, 2010).

Muitos pacientes sdo agricultores e pessoas de classe social baixa (ALLEN E DAVE,
1936; ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005). Isso poderia sugerir um carater
ocupacional da doenca e explicaria a maior incidéncia em homens jovens adultos
(ELLES, 1940), porém o predominio de casos em animais machos também ja foi
relatado (KENNEDY, BUGGAGE E AJELLO, 1995). Em regibes endémicas, as
mulheres e os homens estdo expostos as mesmas provaveis fontes de infeccdes
(rios e reservatorios) e, mesmo assim, permanece o predominio da doenca em
homens (ARSECULERATNE, SUMATHIPALA E ERIYAGAMA, 2010).

Uma vez que o R. seeberi resiste a cultura, seu nicho ecolégico ainda é
desconhecido, mas considerando a localizacdo dos pacientes em ambientes umidos,
muitos autores concordam que o microrganismo deve pertencer a um nicho aquético
(ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005; THIANPRASIT E THANGERNGPOL,
1989; VILELA E MENDOZA, 2012). A ocorréncia de rinosporidiose em regides secas
do Oriente Médio sugere que o R. seeberi produz estruturas de resisténcia a
ambientes secos (ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005). Baseado nesta hipotese
foi sugerido que tempestades de areia comuns nessas regides poderiam promover a
inoculagéo traumatica do microrganismo no olho humano (KAYE, 1938). Contudo, a
hipétese mais aceita para explicar a infeccdo de humanos e animais € que esta se
da provavelmente pela implantacdo traumatica ou transepitelial da fase infectiva do
parasito no tecido do hospedeiro quando este adentra em ambientes aquaticos
(ARSECULERATNE, 2002; ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005; HERR et al.,
1999b; JACOB et al., 2011; VILELA E MENDOZA, 2012).

Karunaratne, em 1964, levanta a hipdtese de que a “autoinoculagdo” dos
endosporos por contiguidade ou apoés cirurgias seria a causa do desenvolvimento de
polipos satélites as regides adjacentes a lesGes primarias. Isso explicaria, por
exemplo, casos de pélipos nasais que futuramente evoluiram para lesdes na faringe.

Segundo Karunaratne, a coceira de lesdes primarias poderia levar também a
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autoinoculacdo dos endosporos na pele por meio das mé&os contaminadas
(ARSECULERATNE, 2002; ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005). A transmissao
do microrganismo por fomites pode ser considerada em casos que o paciente utiliza
lentes de contato (DE DONCKER et al., 1990; SUH et al., 2009).

No Sri Lanka, a rinosporidiose nasal é considerada mais prevalente entre
mulgcumanos, o que poderia ser explicado pelo costume de lavar o nariz antes de
entrar na mesquita para orar. O microrganismo seria inoculado por meio da acgao
mecanica de limpar o nariz com o dedo (ARSECULERATNE, SUMATHIPALA E
ERIYAGAMA, 2010; KARUNARATNE, 1964). Os casos de rinosporidiose peniana e
uretral também s&o comuns entre muculmanos, provavelmente pelo habito de
esfregar pedras no orificio uretral para remover as gotas de urina restantes
(ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005; ARSECULERATNE, SUMATHIPALA E
ERIYAGAMA, 2010; KUTTY E UNI, 1969).

Em raros casos de acometimento de érgdos viscerais como figado, rins e pulméo a
disseminacgdo por via hematogénica € considerada. Agrawal, Sharma e Shrivastava
(1959) relatam o caso de um paciente indiano de 30 anos com lesdes na pele, olhos,
laringe, epiglote, pulmdes, figado, rins e bago. LesBes subcutaneas e dsseas sem o
aparecimento prévio de lesbes mucosas ou cutaneas proximas sugerem também
possivel propagacao hematogénica (BANDYOPADHYAY et al., 2013; MADKE et al.,
2011).

Em 1966, Symmers relata o Unico caso na literatura que sugere a transmissao da
doenca entre humanos por via sexual. Um paciente indiano de 21 anos apresentou
uma lesdo no pénis diagnosticada como rinosporidiose, sendo que a noiva deste
paciente, também indiana, possuia rinosporidiose na vulva e o casal manteve
relacdes antes e apds o tratamento da mulher. Entretanto, além deste relato ndo
existem evidéncias de que ocorra a transmissdo da doenca entre humanos, apesar
de existirem casos de rinosporidiose em mais de um membro da mesma familia.
Também ndo existem relatos de transmissao entre humanos e animais. O mais
provavel é que ambos, humanos e animais sdo infectados por meio do contato com
uma fonte comum de aguas (ARSECULERATNE, 2002; ARSECULERATNE E
MENDOZA, 2005).
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Apesar do grande numero de pessoas que se banham em aguas de origem
subterrdnea em regides endémicas, apenas um pequeno numero desenvolve a
doenca, o que indica a existéncia de fatores predisponentes a infeccéo relacionados
ao hospedeiro (ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005; KARUNARATNE, 1936). O
trauma anterior a exposicao a fontes de aguas represadas pode ser considerado
como um fator predisponente em alguns casos (SYMMERS, 1966).

2.4.1 Epidemiologia da doenca no Brasil

Azevedo publicou sua tese “Rhinosporidium seeberi — consideracdes sobre a
morfologia, ciclo parasitario e posi¢cao sistematica” em 1958 e dedicou um capitulo
para referenciar todos os casos de rinosporidiose diagnosticados no Brasil desde
entdo. Segundo ele, o primeiro caso da doenca no pais é atribuido a Montenegro
(estado de Sao Paulo) o qual nao foi publicado, mas existem citacdes desde 1930
por outros autores. O paciente do sexo masculino apresentava um polipo nasal. Em
1940, Fialho et al. encontram o segundo caso brasileiro (estado do Rio de Janeiro),
um paciente também do sexo masculino com um pélipo nasal. Coelho publica em
1942 um caso de rinosporidiose nasal em um homem de 59 anos em Alagoas. Em
1944, Aben-Athar publica um caso no Amazonas de uma menina de 11 anos com
um polipo nasal. Em seguida, Capua (1944), Fialho (1946) e Ferreira Filho e Salles
(1949) publicaram outros casos de rinosporidiose nasal. Em 1949 foi publicado por
Bocaccio e Becker o primeiro caso de rinosporidiose ocular do pais, que acometeu
um homem de 55 anos no Rio Grande do Sul.

Miziara, Santos e Kalil (1972) publicam o relato de 10 casos de rinosporidiose nasal
diagnosticados no 1° Hospital Distrital de Brasilia, descrevendo as caracteristicas
macro e microscopicas das lesdes. Dos 10 pacientes, 1 era de Goias, 1 da Bahia, 1

do Distrito Federal, 1 do Espirito Santo e 6 do Maranh&o.

Posteriormente, Silva et al. (1975) descreveram 11 casos diagnosticados pelo
servico de otorrinolaringologia do Hospital Getulio Vargas em Teresina, Piaui. A
idade dos pacientes variou de 6 anos até 33 anos, 9 eram do sexo masculino e 2 do
sexo feminino, 8 eram provenientes no Maranhdo e 3 do Piaui. Os pacientes

apresentavam obstrucado nasal parcial ou total, epistaxe e alguns se queixavam de
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prurido e apresentavam secre¢do mucopurulenta. Todas as lesGes foram retiradas

cirurgicamente e cauterizadas.

Franca Jr. et al. (1994) publicaram um relato de caso de rinosporidiose nasal em
uma crianga de 10 anos de idade natural de Minas Gerais. A menina apresentava
obstrucdo nasal unilateral e epistaxe intermitente ha 3 meses. Foi realizada a
resseccdo cirargica da lesdo e o exame anatomopatolégico que evidenciou varios
esporangios repletos de endosporos. Em 2002, Boni et al. relatam o primeiro caso
de rinosporidiose ocular no estado do Espirito Santo. O paciente era natural da
Bahia, morava em Vitéria ha 3 anos e tinha o habito de banhar-se em rios e lagos da

sua cidade de origem.

Em 2007, Tzelikis et al. relataram um caso de rinosporidiose ocular em um menino
de 12 anos natural de Roraima, residente em Brasilia. No mesmo ano Abud e
Pereira (2007) publicaram o relato de 4 casos de rinosporidiose nasal
diagnosticados na unidade de otorrinolaringologia do Hospital de Base do Distrito
Federal entre maio de 2002 e julho de 2004. Dentre os casos, todos eram naturais
de zona rural (Bahia e Maranh&o), 2 eram do sexo feminino e 2 masculino, as idades
variaram de 8 a 22 anos, 3 deles relataram histérico de banhos em rios e lagos. Foi
realizada a biépsia de todas as lesdes e, posteriormente a excisdo cirargica em 3
casos. Uma paciente de 12 anos apresentou remissao espontanea da lesdo sem
recidivas apdés 2 anos. Outro caso de rinosporidiose nasal foi diagnosticado em
Minas Gerais em um paciente do sexo masculino residente ha 5 anos no Maranhao
(CROSARA et al., 2009).

Mais recentemente, Vallarell, Rosa e Souza (2011) relataram um caso de
rinosporidiose cutanea em um paciente de 9 anos do sexo masculino proveniente do
Maranhdo. Foi realizada a remocéo cirargica da lesdo proxima ao olho seguida de

eletrocoagulacgao.

Em 1954, Ferri e Neves publicam o primeiro caso da doenca em animais no pais.
Uma mula procedente do estado de Sdo Paulo apresentou um pdlipo no vestibulo
nasal direito que foi retirado cirurgicamente. Em 2008, Trotte et al. realizaram um

estudo histopatolégico de 11 lesdes nasais em equideos e diagnosticaram 3 casos
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de rinosporidiose. Mais recentemente, Neves et al. (2014) relataram o primeiro caso

de rinosporidiose canina no Brasil.

2.4.2 Epidemiologia da doenca na América Latina

A América Latina ndo € a principal area endémica da doenga, mas existem casos
relatados em alguns paises. Como dito anteriormente, o primeiro caso publicado de
rinosporidiose ocorreu na Argentina (SEEBER, 1900). Posteriormente foram
relatados casos no Uruguai (PARODI, 1930), México (MENDIOLA E CORTES
OCHOA,1950), Brasil (AZEVEDO, 1958; ABUD E PEREIRA, 2007), Venezuela
(STACHWSKY, 1961), Paraguai (ROLON, 1974), Costa rica (MORA et al., 1985),
Panama (LAI, RIOS E SANCHEZ, 1986), Cuba (SUAREZ et al., 1996), Colémbia
(VELEZ, SALAZAR E MONSALVE, 2011; PEREZ et al., 2012) e Chile (BREVIS et
al., 2010; ZOROQUIAIN, MORENO E ODDO, 2014).

Segundo Mayorga (1970), até 1970 ocorreram 108 casos em humanos e 45 em
animais em toda a regido, sendo que a maioria ocorreu no Paraguai, Argentina,
Brasil e Venezuela. Dentre os casos no Paraguai e na Argentina, a grande parte é
proveniente da regido do Chaco. O autor ressalta que a rinosporidiose € considerada
uma doenca rara, mas é um problema relevante em areas endémicas.
Posteriormente em 1974, Rolén publicou um estudo epidemiolégico sobre 48 casos

da doenca no Paraguai no qual afirma que o pais é uma importante area endémica.

2.4.3 Epidemiologia da doenca no mundo

Além da América Latina, existem casos diagnosticados da doenga em diversos
paises da Europa, Asia, Africa e América do Norte, tais como, Estados Unidos
(WELLER E RIKER, 1930; RUCHMAN, 1939; ELLES, 1940; DICK, 1951; KUTNIK E
KERTH, 1976; LASSER E SMITH, 1976; REIDY et al., 1997; SUH et al., 2009;
JUSTICE et al., 2013), Africa do Sul (COETZEE, 1959), Ird (FIROUZ-ABADI,
MOGHIMI E AZAD, 1971; AZIZI, 2006), Reino Unido (HAACKE E MUGLISTON,
1982; MEARS E AMERASINGHE, 1992), Espanha (ALONSO et al. 1987), Holanda
(DE DONCKER et al., 1990; VAN DER COER et al., 1992), Zaire (UKETY et al.,
1992; GIGASE E KESTELYN, 1993), Burundi, Ruanda, Tanzania, Chad (GIGASE E
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KESTELYN, 1993), Nepal (SHRESTA, HENNIG E PARIJA, 1998;
VENKATACHALAM, ANAND E BHOOSHAN, 2007), Singapura (LOH et al., 2001),
Paquistdo (RAHAT E SADIQ, 2005; AZAD, AHMAD E KAYANI, 2008), Italia
(MORELLI et al., 2006), Canada (HARISSI-DAGHER et al., 2006; BELLIVEAU et al.,
2012), Congo (KAIMBO E PARYS-VAN GINDERDEUREN, 2008), Nigéria
(ECHEJOH et al.,, 2008; NGAMDU, et al.,, 2014), Arabia Saudita (AYUB-UR-
REHMAN, MUHAMMAD E MOALLAM, 2012) e Quénia (GICHUHI et al., 2014).

Apesar desta ampla distribuicdo geografica de casos, 0s paises considerados
endémicos e que apresentam a maior prevaléncia da rinosporidiose séo a india e o
Sri. Lanka (ARSECULERATNE, SUMATHIPALA E ERIYAGAMA, 2010;
SATYANARAYANA, 1960; VILELA E MENDOZA, 2012). Mesmo nesses paises
hiperendémicos, a taxa de incidéncia da doenca varia de acordo com a regiao,
sendo que na india, a regido sul possui maior incidéncia e no Sri Lanka, o foco
predominante esta na zona seca do pais. A causa da alta endemicidade da doenca
nessas regides especificas ainda necessita de maior esclarecimento, mas tem sido
sugerido que, se realmente fontes de aguas sdo o habitat natural do parasito, entao
as caracteristicas quimicas e fisicas dessa agua precisam ser determinadas. Além
disso, outros microrganismos aquéticos podem ser importantes para uma possivel
acdo sinérgica que contribua para o estabelecimento da rinosporidiose natural
(ARSECULERATNE, 2002; ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005;
ARSECULERATNE, SUMATHIPALA E ERIYAGAMA, 2010).

A maioria dos casos de rinosporidiose em paises ndo endémicos foram
diagnosticados em imigrantes ou pessoas que viajaram para paises endémicos
(ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005; ARSECULERATNE, SUMATHIPALA E
ERIYAGAMA, 2010; MORELLI et al., 2006), mas ha também casos autoctones. A
Australia é a unica area geografica no mundo na qual ainda ndo existe relato de
casos de rinosporidioses (HARISSI-DAGHER et al., 2006).

2.5 Ciclo de vida do R. seeberi

Diversos autores estudaram os aspectos morfolégicos e o ciclo de vida (Figura 2) do
R. seeberi na tentativa de compreender este patdégeno singular. A caracterizacéo

dos seus estagios morfoldégicos nos tecidos afetados, a saber: endosporos,
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esporangio juvenil (EJ), esporangio intermediario (El) e esporangio maduro (EM) tém
sido realizada em cortes histologicos corados e por MTE (ASHWORTH, 1923;
AZEVEDO, 1958; GROVER, 1969; KANNAN-KUTTY E GOMEZ, 1971, KANNAN-
KUTTY E TEH, 1975; KARPOVA, 1974; KARUNARATNE, 1964; MOSES et al.,
1991; SAVINO E MARGO, 1983, TEH E KANNAN-KUTTY, 1975). As
caracteristicas intrinsecas de cada uma dessas estruturas, bem como o ciclo de vida

e ciclo nuclear do R. seeberi serdo descritas mais detalhadamente a seguir.

Figura 2 — Ciclo de vida do Rhinosporidium seeberi.

(a) Liberacdo dos endosporos através do poro de saida do esporangio maduro; (b) endosporos
aumentam de tamanho e perdem suas vesiculas e corpos eletrodensos; (b) formacédo do esporangio
juvenil; (c) esporangio juvenil aumenta de tamanho; (d) formagcédo do esporangio intermediario com
milhares de ndcleos em divisdo nuclear sincronizada; (e) formagdo do esporangio maduro preenchido
por endosporos que, ao sairem pelo poro, reiniciam o ciclo.

Fonte: Vilela e Mendoza (2012).

2.5.1 Endosporos

O ciclo de vida do R. seeberi se inicia com a liberagdo dos endosporos maduros

através de um poro de saida na parede celular do esporangio maduro (ASHWORTH,
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1923; LEVY, MEUTEN E BREITSCHWERDT, 1986; MENDOZA et al., 1999) e nao
pela ruptura da parede dos esporangios como sugeriram alguns autores (KANNAN-
KUTTY E TEH, 1974a; SAVINO E MARGO, 1983). A liberacdo dos endosporos
parece ser estimulada pela presenca de agua. Um mecanismo que poderia explicar
esse processo seria a absorcdo ativa de agua pela parede dos esporangios
maduros, o que resultaria em um aumento de pressao interna que poderia explicar a
abertura do poro (ASHWORTH, 1923; MENDOZA et al.,, 1999). A saida dos
endosporos mediante estimulo de compostos isotdénicos como solucdo salina e soro
de mamiferos também estdo envolvidos neste fendmeno (MENDOZA et al., 1999).
Segundo Mendoza et al. (1999), a liberacdo dos endosporos ocorre de forma
organizada e dinamica. Os autores descrevem a presenca de uma substancia
mucosa préoxima ao poro que parece auxiliar na regulacdo dessa saida. Segundo
essas observacdes, os endosporos maduros saem primeiro, seguidos pelos
endosporos remanescentes, proOXimos ao poro, 0 que resulta num movimento interno
dessas estruturas da parte inferior dos esporangios em direcdo a porcao apical.
Parte dessa matriz mucoide € liberada junto com os endosporos maduros, e,
Mendoza et al. (1999) sugerem que ela possa conter o material antigénico

previamente detectado por Herr et al. (1999a).

Os endosporos ndo apresentam flagelo (ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005;
KANNAN-KUTTY E TEH, 1974a), possuem diametro entre 4 e 10 um (VILELA E
MENDOZA, 2012) e sao preenchidos por vesiculas lipidicas (KENNEDY, BUGGAGE
E AJELLO, 1995) e corpos elétron-densos (CED) (Figura 3). A funcédo desses CED
nao € muito bem definida; alguns autores propuseram que eles seriam a estrutura
infectante do R. seeberi, uma vez que afirmaram ter evidenciado nucleo ou presenca
de acido nucleico nessas vesiculas e, por isso, 0s endosporos deveriam ser
denominados “esporo moérulas” (ARSECULERATNE, 2002; BEATTIE, 1906;
KANNAN-KUTTY E GOMEZ, 1971). Essa teoria, entretanto, ndo foi amplamente
aceita, pois, considerando que o didmetro do nucleo do R. seeberi corresponde a
aproximadamente 2-4 um, a presenca de um nucleo dentro de uma vesicula de 0,5-
3,0 um de diametro parece improvavel. Além disso, ndo existe até o momento
nenhum patdgeno eucariota que libere sua forma infectante sem a protecdo de uma
parede celular (MENDOZA E VILELA, 2013; VILELA E MENDOZA, 2012). Outros

autores defendem que os CED seriam estruturas de reserva proteica para a nutricao
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dos endosporos até a formacdo do esporangio juvenil (ASHWORTH, 1923;
MENDOZA E VILELA, 2013).

Além disso, os endosporos maduros possuem capsula mucilaginosa ao redor de
uma parede bilaminada com espessura entre 1 e 3 um, um nucleo com nucléolo
evidente e numerosas vesiculas eletrodensas (Figura 3) (ASHWORTH, 1923;
AZEVEDO, 1958; ELLES, 1940; KARUNARATNE, 1964; MOSES et al.,, 1991;
VILELA E MENDOZA, 2012). A visualizacdo do nucleo e de mitocondrias é dificil
(VILELA E MENDOZA, 2012).

Figura 3 — Endosporos.
MO x5 4 |

(a) Liberacdo dos endosporos através do poro de saida do EM (hematoxilina e eosina — H&E); (b)
CED aparecem como pequenas vesiculas vermelhas em coloragdo H&E; (c) CED aparecem como
vesiculas elétron-densas na microscopia eletronica e presenca de nucleo com nucléolo (seta branca);
(d) capsula mucilaginosa em torno dos endosporos (MTE).

Fonte: (a) Frickmann et al. (2015); (b) Michigan State University; (c) Mendoza e Vilela (2013) (d)
Leeming et al. (2007).
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2.5.2 Esporangio juvenil

Apos serem liberados do esporangio maduro, os endosporos aumentam de tamanho
(diametro entre 10-70 um), absorvem as vesiculas e os CED e se tornam
esporangios juvenis (Figura 4) (VILELA E MENDOZA, 2012). Nesse estagio
observa-se uma parede celular unilamelar elétron-densa envolvida por uma capsula
fibrilar com espessura entre 0,9-1,5 um (KENNEDY, BUGGAGE E AJELLO, 1995;
SAVINO E MARGO, 1983). O citoplasma do EJ é granular e contém um nucleo
envolto por uma membrana nuclear com nucléolo evidente e mitocondrias
(ASHWORTH, 1923; AZEVEDO, 1958; KANNAN-KUTTY E TEH, 1974a, 1975;
KARUNARATNE, 1964;). Alguns autores descrevem também a presenca de reticulo
endoplasmético (KANNAN-KUTTY E TEH, 1974a; KENNEDY, BUGGAGE E
AJELLO, 1995), estruturas vacuolares e globulos lipidicos no citoplasma
(KARUNARATNE, 1964; SAVINO E MARGO, 1983). O esporangio juvenil continua
aumentando de tamanho e torna-se um esporangio intermediario quando atinge o
diametro entre 70-150 um (VILELA E MENDOZA, 2012).

Figura 4 — Esporangio juvenil.

(a) Corte histologico evidenciando um EJ com nucleo e nucléolo, membrana nuclear bem definida,
citoplasma granular e parede unilamelar (H&E); (b) trés EJ visualizados por MTE, dois deles
apresentam nucleo com nucléolos (setas pretas).

Fonte: (a) Michigan State University; (b) Mendoza e Vilela (2013).
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2.5.3 Esporangio intermediario

O esporangio intermediario (Figura 5) possui parede celular bilamelar espessa
contendo quitina (ASHWORTH, 1923; AZEVEDO, 1958; KARUNARATNE, 1964) e
uma estrutura fibrilar externa com espessura entre 4-6 um considerada por alguns
autores como uma terceira camada da parede (KENNEDY, BUGGAGE E AJELLO,
1995; THIANPRASIT E THAGERNPORL, 1989). A camada externa da parede é
semelhante a parede unilamelar do esporangio juvenil e a camada mais interna é
elétron-lucente com aspecto granular (ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005;
KENNEDY, BUGGAGE E AJELLO, 1995; MENDOZA E VILELA, 2013). E possivel
observar na parede celular o local de formacdo do futuro poro (VILELA E
MENDOZA, 2012). O citoplasma € granular e contém numerosos nucleos dispersos,
mitocondrias com crista plana e uma ou mais estruturas denominadas corpos
laminados, que sdo anéis concéntricos elétron-densos (Figura 5). O significado
desses corpos laminados ainda ndo é definido. Alguns autores propdem que eles
seriam o0s precursores dos endosporos (KANNAN-KUTTY E TEH, 1974a;
THIANPRASIT E THAGERNPORL, 1989), outros sustentam a hipétese de que
seriam as estruturas infectantes do R. seeberi formadas a partir de um rearranjo
estrutural da cromatina e liberadas pelos endosporos para futuramente formar os
esporangios juvenis (KANNAN-KUTTY E GOMEZ, 1971). Ainda outros autores
acreditam que sejam artefatos provenientes do processo de fixacdo dos tecidos
(MELO, 1946 apud VILELA E MENDOZA, 2012). A formac&o de uma parede celular
fina ao redor de cada nucleo marca a transformacdo do El em EM (VILELA E
MENDOZA, 2012).
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Figura 5 — Esporangios intermediarios e corpos laminados.

(a) El em estagio inicial com nudcleos grandes e citoplasma granular (esquerda) e EI em estagio mais
avancado de amadurecimento com numerosos nucleos pequenos e citoplasma em processo de
condensacéo (direita) (H&E); (b) corpos laminados visualizados por MTE.

Fonte: (a) Michigan State University; (b) Savino e Margo, 1983.

2.5.4 Esporangio maduro

O esporangio maduro (Figura 6) pode atingir o diametro de 450 pum ou mais. Possui
parede celular fina elétron-densa e formacdo de uma a trés camadas internas, as
quais sdo elétron-lucentes, antigénicas e possuem aspecto mucoide (HERR et al.,
1999a; VILELA E MENDOZA, 2012). Logo abaixo das camadas internas, 0s
esporangios estdo completamente preenchidos por endosporos maduros e imaturos
(HERR et al., 1999a). Na parede celular existe um Unico poro de saida com diametro
entre 10-20 um cuja localizag&o parece ser determinada geneticamente. Essa regiao
que concentra os endosporos imaturos ja foi descrita por diversos autores e é
denominada zona germinativa (ZG) (BADER E GRUBER, 1970; KANNAN-KUTTY E
TEH, 1974a; SAVINO E MARGO, 1983). Nesse local sdo formados novos
endosporos que vdo aumentando de tamanho e quando atingem a parte central do
esporangio proxima ao poro ja estdo completamente maduros (BADER E GRUBER,
1970; MENDOZA et al., 1999; SAVINO E MARGO, 1983). Os endosporos maduros

séo liberados através do poro e o ciclo é reiniciado (MENDOZA et al., 1999).
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Figura 6 — Esporangios maduros.

1, N

(a) e (b) Corte histolégico corado com H&E em diferentes aumentos no qual endosporos maduros e
imaturos sdo visualizados; (c) presenca de trés El (cabecas de seta brancas) e um EM apresentando
poro de saida (cabecas de seta pretas), ZG (setas brancas), endosporos maduros ao centro.

Fonte: (a) e (b) Michigan State University; (c) Vilela e Mendoza (2012).

2.5.5 Ciclo nuclear

Poucos estudos avaliaram o comportamento nuclear do R. seeberi ao longo do seu
ciclo de vida (ASHWORTH, 1923; AZEVEDO, 1958; KARUNARATNE, 1964;
MENDOZA E VILELA, 2013). Ashworth (1923) foi o primeiro a descrever o ciclo
nuclear desse microrganismo e apresentar figuras evidenciando esporangios
imaturos durante as fases mitGticas: profase, metafase anafase e teléfase. Ele
também descreveu a presenca de quatro cromossomos a partir da condensacao do
material nuclear de um esporangio juvenil e a primeira divisdo nuclear do R. seeberi.
Posteriormente, Azevedo (1958) e Karunaratne (1964) publicaram figuras
demonstrando novamente a formacdo dessas quatro protuberéancias durante o
estagio de profase, que foram interpretadas por Ashworth (1923) como

cromossomos. O estudo especifico do seu ciclo nuclear permaneceu esquecido até
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que, mais recentemente, Mendoza e Vilela (2013) realizaram uma investigagao
histol6gica para avaliar as fases mitéticas da divisdo nuclear do R. seeberi e
registraram imagens semelhantes as apresentadas pelos autores anteriormente
citados (ASHWORTH, 1923; AZEVEDO, 1958; KARUNARATNE, 1964), validando
esses estudos.

Os endosporos liberados pelo EM aumentam de tamanho reabsorvem suas
vesiculas e tornam-se EJ. Quando os EJ atingem um diametro de aproximadamente
50-60 um as granulacdes citoplasmaticas diminuem, o ndcleo sai da fase de repouso
e se prepara para a primeira divisdo nuclear (Figura 7). Durante a préfase, a
membrana nuclear desaparece gradualmente e a cromatina se condensa formando
quatro protuberancias, que sdo 0S sSuUpostos cromossomos; esse achado é
extremamente raro, 0 que sugere que esse evento é efémero (ASHWORTH, 1923;
MENDOZA E VILELA, 2013). Logo apos, o fuso mitético é formado e observa-se
uma condensacao linear do material nuclear que corresponde a metafase, na qual
0s cromossomos estdo alinhados no centro do fuso (KARUNARATNE, 1964;
MENDOZA E VILELA, 2013). Na anafase, 0s cromossomos comegam a se separar e
€ possivel visualizar os filamentos do fuso entre dois pequenos pontos condensados
(MENDOZA E VILELA, 2013) (Figura 8). Posteriormente, na tel6fase, o fuso
desaparece, embora na fase inicial ainda possa ser visualizado, e a membrana
nuclear é formada assim como o nucléolo torna-se evidente (ASHWORTH, 1923;
MENDOZA E VILELA, 2013) (Figura 7).
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Figura 7 — Primeira divisdo nuclear do R. seeberi.

(a) EJ com nucleo em fase de repouso com nucléolo evidente (Escala = 10 um); (b-d) primeira divisdo
nuclear do R. seeberi, que se inicia com a distor¢éo do ndcleo e a formagédo de quatro protuberancias
(b) (Escala = 10 um); (c) fase final da tel6fase (Escala = 12 um); (d) formacgédo de dois ndcleos com
auséncia de citocinese (Escala = 10 pm).

Fonte: adaptado de Mendoza e Vilela (2013).
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Figura 8 — Arranjos nucleares apresentados pelo R. seeberi ao longo do seu ciclo nuclear.

(@) EI com numerosos nucleos em fase de repouso com nucléolos evidentes (circulo; Escala = 21
pm); o desenho abaixo de (a) representa de forma esquematica a interpretacdo de Mendoza e Vilela
desse fendtipo do R. seeberi. (b) El com numerosos nucleos em préofase, semelhantes ao descrito na
Fig. 2b (Escala = 21 pm); desenho esquemético demonstrando um nucleo em préfase com a
formagdo de quatro protuberancias similares as descritas por Ashworth (1923), Azevedo (1958) e
Karunaratne (1964) como provaveis cromossomos. (c) El com material nuclear condensado em forma

linear (circulo), provavelmente em metafase; nota-se que a condensacgdo as vezes é visualizada
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como pequenos pontos, provavelmente devido ao corte sagital do material nuclear em metéafase
(Escala = 23 um). Abaixo de (c), a metafase é ilustrada de forma esquematica com a presenca de
centriolos e microtibulos que ndo sdo visualizados na microscopia. (d) EI com ndcleos
provavelmente em anafase, com presenca de numerosos filamentos emanando a partir de dois
pontos nucleares escuros (estrutura oval) (Escala = 20 um). O desenho abaixo de (d) reprenta a
separacdo dos cromossomos na anafase e a presenga dos microtlbulos. A teléfase é apresentada na
Fig. 7c.

Fonte: Mendoza e Vilela (2013).

Apés a separacao, os nucleos aumentam de tamanho e se preparam para a préxima
divisdo que resultara em quatro nucleos (ASHWORTH, 1923). Divisdes nucleares
sucessivas, sincrbnicas e sem citocinese continuam ocorrendo e resultam na
formacdo de 8, 16, 32, 64 ndcleos e, assim, sucessivamente até atingir
aproximadamente 16.000 nucleos (ASHWORTH, 1923; AZEVEDO, 1958). Ao longo
das divisbes, o tamanho dos esporangios aumenta e diametro dos nucleos
aparentemente diminui. A parede celular do El torna-se espessa devido a deposicéo
de uma substancia semelhante a celulose e, na fase final da maturacao observa-se
a condensacédo do citoplasma ao redor dos nucleos. Essa condensacao comeca na
periferia do citoplasma e alcanca gradualmente o centro. Apds a Ultima divisdo
nuclear ocorre a citocinese que € a divisdo do citoplasma através da formacédo de
uma parede celular fina ao redor de cada nucleo. Este processo marca a formacgéao
dos endosporos que preenchem os esporangios maduros. Parte dos endosporos
amadurecem, o que resulta no aumento de tamanho do EM e, ap6s a liberacao dos
endosporos maduros o ciclo é reiniciado (ASHWORTH, 1923; AZEVEDO, 1958;
KARUNARATNE, 1964; MENDOZA E VILELA, 2013) (Figura 9).
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Figura 9 — Fase final da maturag&o do El e formag&o do EM.

(a) El em estégio final de maturagcdo com presenca de condensacédo citoplasmatica observada como
um padréo réseo em torno dos nucleos logo antes da citocinese. (b) EM preenchido com endosporos
com parede celular.

Fonte: Michigan State University.

Segundo Mendoza e Vilela (2013), o R. seeberi possui uma “sofisticada maquinaria
de ciclo celular” que coordena minuciosamente o momento da divisdo nuclear
sincronizada em cada nudcleo. Os autores também observam que a formacdo de

inUmeros nacleos sem citocinese favorece a rapida formacéo de milhares de células.

2.6 Manifestacgdes clinicas da rinosporidiose

2.6.1 Manifestacdes clinicas em humanos

As lesdes da rinosporidiose manifestam-se principalmente na mucosa nasal (septo,
corneto inferior e médio, assoalho e meato nasal) e correspondem a
aproximadamente 70-75% dos casos. Os polipos podem ser uni ou bilaterais,
solitarios ou multiplos (ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005; KARUNARATNE,
1964; THIANPRASIT E THAGERNPORL, 1989). Outros sitios respiratérios que
podem ser eventualmente acometidos sdo a nasofaringe (LOH et al., 2001), seios
paranasais (VARSHENEY et al.,, 2007), Gvula, epiglote, amigdalas, palato
(SATYANARAYANA, 1960), laringe (SINGH et al., 2013), traqueia (MADANA et al.,
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2010; PURI et al., 2000) e brénquios (BANJARA et al., 2012; SINGH et al., 2013)
(Figura 10).

Figura 10 — Manifestagdes clinicas da rinosporidiose.

(a) Lesdo na orofaringe; (b) lesdo nos brénquios; (c) pélipos na laringe; (d) e (e) pdlipos nasais.
Fonte: (a) Loh et al. (2001); (b) Singh et al. (2013); (c) Madana et al. (2010); (d) Abud e Pereira
(2007); (e) Ghorpade (2008).

Elliot e Ingram (1912) relataram o primeiro caso de rinosporidiose ocular que, depois
da mucosa nasal, é o sitio mais comum da infeccdo e corresponde a
aproximadamente 15% dos casos (KARUNARATNE, 1964; THIANPRASIT E
THAGERNPORL, 1989). As lesdes na conjuntiva palpebral sdo as mais frequentes
(ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005; KARUNARATNE, 1964; SOOD,
AGARWAL E GUGNANI, 2012), mas existem relatos de casos em outros locais
como saco lacrimal (BELLIVEAU et al., 2012; MUKHERJEE et al., 2013), conjuntiva
bulbar (HARISSI-DAGHER et al., 2006), palbebras (KURIAKOSE, 1963), esclera
(DE DONCKER et al., 1990) e canaliculos lacrimais (KURIAKOSE, 1963) (Figura
11).
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Figura 11 — Rinosporidiose ocular.

(a) Pdlipo multilobulado, vascularizado e com pontos brancos na péalpebra inferior; (b) rinosporidiose
no saco lacrimal; (c) ectasia escleral decorrente de lesdo na conjuntiva; (d) pdlipo na conjuntiva
bulbar; (e) rinosporidiose ocular na conjuntiva bubar com coloragéo negra, pontos brancos e aumento
dos vasos adjacentes.

Fonte: (a) Cohen et al. (1997); (b) Gosh et al. (2008); De Doncker et al. (1990); (d) Harissi-Dagher et
al. (2006); (e) Jacob et al. (2011).

Além das lesdes oculares e no trato respiratorio existem relatos em locais menos
frequentes como, por exemplo, ducto parotideo (PANDA et al., 2013; SUDARSHAN
et al.,, 2012; YADAV E SHRESTHA, 2014), articulagbes (BANDYOPADHYAY et al.,
2013; MONDAL E CHOWDHURY, 2013), fossa poplitea (HOUREIH et al., 2006),
intrabucal e seio maxilar (DESHMUKH E KARANDE, 2011), unha (NATH et al.,
2009), ossos (AMRITANAND et al., 2008; KUNDU et al., 2013; SURYAWANSHI et
al., 2011), pele (SHETTY E MOHAN, 2013; VALLARELLI, ROSA E SOUZA, 2011),
linfonodos (ARSECULERATNE, PANABOKKE, ATAPATTU, 2001) lesbes
subcutaneas (LAXMISHA E THAPPA, 2005; RAVEENTHIRAN, 2006), uretra (AZAD,
AHMAD E KAYANI, 2008; PAL, MOULIK E CHOWDHURY, 2008), pénis
(BANDYOPADHYAY et al., 2013; PAL, MOULIK E CHOWDHURY, 2008), vulva
(SYMMERS, 1966) e visceras (AGRAWAL, SHARMA E SHRIVASTAVA, 1959)
(Figura 12).
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Figura 12 — Manifestagdes clinicas menos frequentes.

(a) Rinosporidiose no ducto parotideo; (b) lesdo 6ssea provocando fratura; (c) lesbes subcutaneas;
(d) pdlipo cutaneo ulcerado; (e) leséo Osteo-articular ulcerada.

Fonte:(a) Sudarshan et al. (2012); (b) Arseculeratne e Mendoza (2005); (c) Raveenthiran (2006); (d)
Shetty e Mohan (2013); (e) Bandyopadhyay et al. (2013).

Os sintomas dependem do sitio anatdmico afetado, mas, no geral, sdo indolores. No
trato respiratério € comum o relato de coceira, corrimento nasal sem secrecdo
purulenta, epistaxe (inclusive ao espirrar e assuar o nariz), dificuldades para respirar,
sensacao de corpo estranho no nariz, voz anasalada em caso de obstrucéo bilateral,
e raramente dor (ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005; KARUNARATNE, 1964;
SATYANARAYANA, 1960). Além disso, pacientes com lesdes na laringe podem
apresentar rouquiddao (MADANA et al., 2010) e aqueles com pdlipos nos brénquios
podem apresentar tosse com sangue, estridor e febre (MADANA et al., 2010; SINGH
et al., 2013; THOMAS, GOPINATH E BETTS, 1956).
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Na rinosporidiose ocular os pacientes podem apresentar olhos hiperemiados,
sensacao de corpo estranho, secrecdo mucopurulenta, dor eventual, sangramento,
visdo turva, lacrimejamento, fotofobia e desconforto (KARUNARATNE, 1964;
VELEZ, SALAZAR E MONSALVE, 2011; WATVE et al., 2006; ZOROQUIAIN,
MORENO E ODDO, 2014). As lesdes cutaneas normalmente apresentam prurido,
podem ulcerar, sangrar e propiciar o aparecimento de infec¢des secundarias, o que
resulta em dor ao toque (SATYANARAYANA, 1960; SHETTY E MOHAN, 2013).
Lesbes na uretra podem ocasionar disuria e sangramentos (AZAD, AHMAD E
KAYANI, 2008).

2.6.2 Manifestacoes clinicas em animais

Diversos animais como, por exemplo, cdes (ALLISON et al., 1986; EASLEY et al.,
1986; NEVES et al., 2014), gatos (BRENSEKE E SAUNDERS, 2010; MOISAN E
BAKER, 2001), mulas (BERROCAL E LOPEZ, 2007), cavalos (BURGESS et al.,
2012; LONDERO, SANTOS E FREITAS, 1977), patos (DAVIDSON E NETTLES,
1977), cisnes (KENNEDY, BUGGAGE E AJELLO, 1995), bufalos e gado (MOSES E
BALACHANDRAN, 1987), um ganso (FAIN E HERIN, 1957 apud KENNEDY,
BUGGAGE E AJELLO, 1995) e um golfinho (ARMED FORCES INSTITUTE OF
PATHOLOGY [AFIP], 1998) foram diagnosticados com a doenca (Figura 13).

Assim como em humanos, a rinosporidiose nasal € mais comum nos animais e
atinge em maior nimero os machos (ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005).
Existem, entretanto, casos de rinosporidiose ocular em aves (KENNEDY, BUGGAGE
E AJELLO, 1995) e em um golfinho (AFIP, 1998).
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Figura 13 — Manifestac@es clinicas em animais.

(b)

.

(a) e (b) Rinosporidiose ocular em cisnes; (c) e (d) pélipos nasais em equinos.

Fonte: (a), (b) e (c) Imagens cedidas pela Michigan State University; (d) Berrocal e Lopez (2007).

2.7 Patologia

2.7.1 Aspectos macroscopicos das lesdes

Os pélipos nasais podem ser Unicos ou multiplos e apresentam tipicamente aspecto
de “morango” com coloragdo rosada a vermelho purpura, superficie granular e
pequenos pontos brancos a amarelados que correspondem a esporangios maduros
subepiteliais (Figura 14). As lesfes sdo macias, lobuladas, sésseis e/ou
pediculadas, fridveis, podem pender do orificio nasal ou se estender para a
nasofaringe, e nao infiltram tecidos mais profundos (ALLEN E DAVE, 1936;
ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005; KARUNARATNE, 1964;
SATYANARAYANA, 1960; THIANPRASIT E THANGERNGPOL, 1989). Pdlipos em
sitios respiratdrios estdo comumente recobertos de muco, no qual podem ser
visualizados microscopicamente endosporos (ARSECULERATNE E MENDOZA,

2005). Satynarayana (1960) observou em um estudo de 255 casos que lesGes na
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Gvula, regido orofaringeana e tonsilas palatinas (amigdalas) sdo normalmente
sésseis com aparéncia granulomatosa e, em alguns casos, observa-se destruicdo do

septo nasal.

Figura 14 — Polipo nasal pediculado ap6s excis&o cirargica; leséo

lobulada, vascularizada e com aspecto de “morango”.

Fonte: Sefu e Fauzia (2011).

As lesBes na conjuntiva normalmente sdo unilaterais e solitarias e apresentam lento
crescimento polipoide ou aderido na palpebra superior e/ou inferior, e, também na
conjuntiva bulbar, sendo que os pélipos sao indolores, granulares, rosados, macios,
sésseis ou pediculados e podem apresentar pontos brancos na superficie, bem
como a secrecdo de pus e sangramento (ARSECULERATNE, 2002;
ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005; JACOB et al.,, 2011; THIANPRASIT E
THANGERNGPOL, 1989; THOMAS, 2003). Algumas lesdes podem ser azuladas a
avermelhadas semelhantes a hemangiomas (BRANSCOMB, 2002), em raros casos
pode ocorrer afilamento escleral (TZELIKIS et al., 2007; Jacob et al., 2011) e
estafiloma escleral (JACOB et al., 2011; THOMAS, 2003).



55

No caso da rinosporidiose uretral, as lesdes sao polipoides e descritas como
solitarias, rosadas e pediculadas que crescem na parede da fossa navicular
(THIANPRASIT E THANGERNGPOL, 1989). As lesdes penianas podem inicialmente
parecer verrugas venéreas que posteriormente adquirem um aspecto de couve-flor
(ALLEN E DAVE, 1936).

Na infeccdo cutanea, que é rara, as lesdes iniciam como pequenas papulas e
tornam-se verrucosas e granulomatosas com o tempo. Tais lesdes raramente sao
indolores, friaveis, raramente pediculosas, geralmente com aspecto semelhante a
tumores malignos e ulceram facilmente, o que propicia o desenvolvimento de
infeccbes secundarias (ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005; BRANSCOMB,
2002; THIANPRASIT E THANGERNGPOL, 1989). Ossos subjacentes as lesdes
como, por exemplo, nas maos ou nos pés, podem apresentar erosdo ou fraturas
(ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005).

2.7.2 Aspectos microscopicos das lesdes

Na andlise microscépica das lesdes observa-se um epitélio hiperplasico, embora em
algumas porcbes pode-se observar o epitélio delgado, especialmente, quando h&a
esporangios maduros e rompidos projetando-se em dire¢cdo a superficie do tecido
(ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005; SATYANARAYANA, 1960) fenbmeno este
denominado por alguns autores como “eliminagdo transepitelial” (AZADEH,
BAGHOUMIAN E EL-BAKRI, 1994) (Figura 15). O estroma subepitelial é
constituido de tecido fibromixomatoso ricamente vascularizado com infiltrado
inflamato6rio constituido por linfocitos, plasmécitos, histiécitos, neutrofilos e,
raramente, eosinofilos (ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005; KARUNARATNE,
1964) (Figura 16). O infiltrado inflamatorio € moderado em torno dos esporéngios e
mais intenso ao redor dos endosporos livres, este Ultimo com predominio de
neutréfilos (ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005). Células gigantes sdo mais
comuns em casos da enfermidade cronica e podem ser visualizadas ao redor ou
dentro de esporangios rompidos ou degenerados (Figura 16) (KARUNARATNE,
1964). S&o visualizadas também &reas hemorrdgicas com presenca de células
vermelhas ou hemossiderina livre e/ou dentro das células fagociticas (ASHWORTH,
1923).
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Figura 15 — Cortes histolégicos corados com H&E.

(a) Pdlipo composto por mucosa hiperplasica e estroma fibrovascular preenchido por inimeros
esporangios; EM repleto de endsporos, em maior aumento; (b) EM projetando-se em direcdo a
superficie do epitélio mucoso (“eliminagao transepitelial” (Escala= 50 um) .

Fonte: (a) Berrocal e Lopez (2007); (b) imagem cedida pela Michigan State University.

As amostras cutaneas apresentam hiperplasia pseudoepiteliomatosa com
hiperceratose e papilomatose, bem como reacdo granulomatosa mista com
presenca marcante de ceélulas gigantes. O microrganismo ndo penetra tecidos mais
profundos do que a camada inferior da derme (THIANPRASIT E THANGERNGPOL,
1989).

Frequentemente todos os estagios evolutivos do R. seeberi podem ser observados
numa mesma secc¢ao. Os endosporos podem estar dentro dos esporangios maduros
ou livres no estroma (ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005; PRINS, TANGE E
DINGEMANS, 1983). Algumas vezes, esporangios aparentemente nao rompidos sao
invadidos por tecido fibroso ou podem calcificar. Também se pode observar com
certa frequéncia um ou mais esporangios juvenis associados ou néo a tecido fibroso
dentro de esporangios maduros (KARUNARATNE, 1964).
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Figura 16 — Cortes histologicos de pdlipos apresentando tecido fibromixomatoso e infiltrado

inflamatério constituido de linfécitos, plasmadcitos, neutréfilos e histiocios.
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(a) infiltrado inflamatério ao redor de esporangio (H&E 40x); (b) esporangios degenerados e célula
gigante adjacente (PAS 40x); (c) esporangios em diferentes estagios de desenvolvimento (setas;
H&E); (d) endosporos livres cercados por neutrdfilos (H&E).

Fonte: (a) Gichuhi et al. (2014); (b) Reidy et al. (1997); (c) e (d) Meier et al. (2006).

2.8 Diagnéstico Laboratorial

2.8.1 Exame direto

O exame direto ndo é descrito com frequéncia no diagndstico da rinosporidiose, mas
pode ser feito pela adicdo de hidroxido de potassio (KOH) sobre o raspado das
lesbes (CHOUDHURY, 2010), aspirados (MADKE et al., 2011) ou sobre uma por¢ao
do tecido biopsiado (CHITRAVEL et al.,, 1981a; SILVA et al.,, 2005). Amostras
liguidas mucosas, como lavado broncoalveolar e escarro, podem ser examinadas
por esse método apés adicdo de KOH 10% (GORI E SCASSO, 1994). O imprinting

do tecido sobre uma lamina também pode ser utilizado como um método direto
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(GHORPADE E RAMANAN, 1998; SATYANARAYANA, 1960). Na microscopia sdo
observados esporangios em diferentes estagios de desenvolvimento (PEREZ et al.,
2012) (Figura 17).

Figura 17 — Esporangios em diferentes fases de desenvolvimento visualizados por exame

direto.

(a) raspado de leséo nasal (KOH 5%)); (b) aspirado de lesGes disseminadas (KOH 10%); (c) tecido de
polipo nasal obtido por excisédo cirdrgica (KOH 10%).
Fonte: (a) Choudhury (2010); (b) Madke et al. (2011); (c) Das et al. (2011).

2.8.2 Exame anatomopatoldgico

O diagndstico definitivo da doenca é feito pela histopatologia dos tecidos obtidos por
biopsia ou resseccdo (ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005). Os aspectos macro
e microscopicos sdo avaliados de acordo com a descricdo do item 2.7. No exame
microscoépico sao utilizadas coloracdes de rotina como hematoxilina e eosina (H&E),
acido periddico de Schiff (PAS), mucicarmina e prata metenamina de Gomori
(ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005; MONDAL E CHOWDHURY, 2013) e o
achado dos esporangios em diversos estagios de desenvolvimento e endosporos
confirma o diagnostico (BHARGAVA, GROVER E MAHESHWARI, 2012) (Figura
18).

Segundo Kennedy, Buggage e Ajello (1995), a parede celular unilamelar do
esporangio juvenil é eosinofilica (H&E), também se cora por PAS (PANDA et al.,
2013), mas ndo se cora com mucicarmina e prata. O interior do EJ apresenta
material eosinofilico e/ou basofilico (H&E), coloracdo positiva variavel por PAS e

negativa para mucicarmina e prata. O esporangio intermediario apresenta a camada
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externa da parede celular bilamelar eosinofilica (H&E), a qual ndo se cora por PAS,
mucicarmina e prata. A camada interna da parede € positiva para PAS e
mucicarmina e fracamente positiva a hegativa para coloracdo de prata. O esporangio
maduro apresenta 0 mesmo padrao de coloracdo do intermediario. Os endosporos
imaturos se coram por PAS e mucicarmina, mas ndo por prata. JA& 0os endosporos
maduros apresentam parede celular basofilica e citoplasma eosinofilico (H&E), a

parede e o conteudo interno sdo positivos para PAS.

Figura 18 — Colorag@es histologicas utilizadas no diagnéstico anatomopatol6gico da

rinosporidiose.

Courtesy of

The Geraldine Kaminshi Medical Mycology Library
Produced by: David Ells and Roland Hermanis.

Copynight & 2003 Doctorfungus Corporation

(a) H&E; (b) prata metenamina de Gomori; (c) mucicarmina; (d) PAS.
Fonte: (a), (b) e (c) disponivel em: <www.doctorfungus.org>. Acesso em: 13 de dezembro de 2013;
(d) Suryawanshi et al. (2011).

A autofluorescéncia dos esporangios maduros e endosporos em cortes histoldgicos
sob a luz ultravioleta quando corados por H&E e PAS foi descrita por diversos
autores (ALONSO et al.,, 1987; MOSES et al., 1991; SAVINO E MARGO, 1983;
SENBA E YAMASHITA, 1985) .


http://www.doctorfungus.org/
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2.8.3 Exame citol6éqgico

O exame citolégico € utilizado com certa frequéncia no diagnostico da
rinosporidiose. As amostras podem ser, por exemplo, aspirados de lesdes nao
ulceradas de sitios extra respiratorios, esfregacos do muco que recobre pélipos na
via respiratoria, escarro, lavado dos seios paranasais e broncoalveolar
(ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005; BANDYOPADHYAY et al., 2013). Para a
obtencéo de aspirados, uma técnica econdmica e confiavel € a puncéo aspirativa por
agulha fina (PAAF) (BHARGAVA, GROVER E MAHESHWARI, 2012; DESHPANDE,
AGARWAL E KELKAR, 2008; GHORPADE, 2008; SINHA et al., 2012). Diversas
coloracdes podem ser empregadas para analise, tais como H&E, PAS, mucicarmina,
prata metenamina de Gomori, Papanicolau e Giemsa (ARSECULERATNE E
MENDOZA, 2005; DESHPANDE, AGARWAL E KELKAR, 2008) (Figura 19). O
diagnoéstico é confirmado pela visualizagdo microscopica dos esporangios em
diversos estagios de desenvolvimento e endosporos; células inflamatdrias estéo
presentes. No interior dos endosporos podem ser visualizados os CED
(DESHPANDE, AGARWAL E KELKAR, 2008; GORI E SCASSO, 1994). Além disso,
os endosporos sdo PAS positivos e, por isso, essa coloracdo € util para diferencia-
los das células epiteliais nasofaringeanas que sdo PAS negativas (BHARGAVA,
GROVER E MAHESHWARI, 2012).

Além da puncdo, outra técnica citolégica que pode ser utilizada no diagnéstico da
rinosporidiose € o imprinting de tecidos biopsados sobre laminas posteriormente
coradas com Giemsa. E possivel visualizar nessas preparacbes células epiteliais,
células inflamatérias, esporangios em diferentes estagios de desenvolvimento e
endosporos livres (MEIER et al., 2006) (Figura 19).
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Figura 19 — Diagn6stico citologico da rinosporidiose.
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(a) Esporéangios com endosporos (PAAF; H&E 40 x); (b) endosporos isolados e células inflamatérias
(PAAF; H&E 40 x); (c) um grupo de endosporos imaturos (setas), dois endosporos intermediérios e
um endosporo maduro eosinofilico ao centro (cabecas de setas; imprinting; Giemsa); (d) grupo de
endosporos maduros com parede celular eosinofilica (setas) cercada por halo claro (cabecas de
setas; imprinting; Giemsa).

Fonte:(a) e (b) Bhargava, Grover e Maheshwari (2012); (c) e (d) Meier et al. (2006).

2.8.4 Cultura e inoculacdo em animais

Diversas tentativas de cultivo em meios sintéticos e celulares, bem como a
inoculagdo do R. seeberi em animais foram conduzidas sem sucesso
(ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005). Seeber (1900) inoculou o microrganismo
em ratos brancos, Ingram (1910) inoculou em macacos, porcos da india e coelhos,
Tirumurti (1914) inoculou na conjuntiva, pele e cavidade peritoneal de porcos da
india, Wright e Cunningham (WRIGHT, 1922) inocularam nos pulmdes, conjuntiva e

pénis de macacos, entretanto, todos esses experimentos foram negativos.
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Posteriormente novas tentativas foram feitas por varios pesquisadores com 0s
mesmos resultados (ASHWORTH, 1923; KARUNARATNE, 1964). Karunaratne
(1964) inoculou tecidos humanos infectados na conjuntiva de um coelho que
desenvolveu um tumor inicial que apds dois meses possuia apenas tecido fibroso e
esporangios rompidos e degenerados procedentes do paciente. Mais recentemente,
Arseculeratne et al. (2000) ndo conseguiram infectar camundongos imunodeficientes

de células T e B.

Ashworth (1923) relata que Rettie em 1918 cultivou o microrganismo em &gar
Sabouraud, mas a cultura estava contaminada e néo foi possivel afirmar que a
coldnia pertencia ao R. seeberi. Dhayagude (1941 apud KARUNARATNE 1964)
observou que no meio Lowenstein o microrganismo foi preservado por dois meses,
mas sem sinais de crescimento. Satyanarayana (1960) testou o cultivo em ovos em
desenvolvimento, meios artificiais com aminoacidos, sais e vitaminas, meios com
alta tensdo de dioxido de carbono, meios com alta pressdo de vapor aguosa e,
seguindo as orientacdes de Rao (1938), inoculou duas amostras humanas em um
meio contendo ASD, esterco de vaca, esterco de cavalo e fezes de humanos;
nenhum crescimento foi observado. Reddy e Lakshminarayan (1962 apud JAIN E
RAO, 1997) utilizaram ASD, &agar sangue, Lowenstin-Jensen e infusdo cérebro
coracdo e ndo houve crescimento. Em 1965, Datta obteve o crescimento de um
fungo Aspergillus sp em meio contendo cenoura e também em tecido nasal de cabra
in vitro e afirmou ser esse o agente etiolégico da rinosporidiose. Grover (1969)
observou o desenvolvimento de endosporos e esporangios utilizando o meio TC199
a 4°C. Posteriormente, Levy, Meuten e Breitschwerdt (1986) cultivaram o R. seeberi
em células epiteliais de tumor retal humano e observaram que o microrganismo
induzia a “proliferagao” das células que se assemelhavam a estruturas polipoides. A
partir do segundo subcultivo ndo foi observada multiplicacdo significativa e o0s
subcultivos posteriores ndo foram bem sucedidos, assim como a inoculagdo em

animais.

Thianprasit e Thagerngpol (1989) tentaram cultivar o R. seeberi em diversos meios
de cultura, tais como ASD e caldo, agar Czapex Dox e caldo, agar fuba, agar
sangue, agar extrato de solo 20% e caldo, soro humano, meio liquido TC 199 e ndo
obtiveram resultados positivos. No mesmo ano, Krishnamoorthy et al. (1989)
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afirmaram ter isolado o R.seeberi utilizando agar batata dextrose com adicdo de
acido tartarico e incubacgéo a 23°C. Das 25 amostras, 23 apresentaram crescimento
entre 4 e 8 dias, sendo que ao exame micromorfolégico foram visualizados
filamentos e esporos em cachos “semelhantes” aos esporos do R. seeberi, mas
menores do que os observados nos tecidos. Além disso, os controles apresentaram
contaminagdo, mas segundo o0s autores nenhum desses crescimentos eram
semelhantes ao das amostras. Kennedy, Buggage e Ajello (1995) falharam na
tentativa do cultivo em meios de cultura para bactérias aerébicas, fungos, bem como
em meios contendo soro bovino fetal 10% e antibidticos. Mais recentemente,
Ahluwalia (1999) utilizou o meio de cultivo BG-11 e isolou uma cianobactéria do
género Microcystis que seria o verdadeiro agente etiolégico da rinosporidiose.
Posteriormente, Thankamani (2005) isolou em ASD a 25°C um fungo semelhante ao
género Synchytrium, que apos analise molecular apresentou 99% de semelhanca

com o fungo Colletotrichum truncatum.
Segundo Arseculeratne e Mendoza (2005), o que foi interpretado por alguns autores
como propagacado bem sucedida, na realidade, foram interpretacdes errbneas e até

o momento ndo ha evidéncias contundentes de que o R. seeberi possa ser cultivado.

2.8.5 Exame soroléqgico

Existem poucos trabalhos que avaliam os aspectos imunoldgicos da rinosporidiose,
uma vez que 0 microrganismo nao causa a doenga em animais experimentais e ndo
é cultivavel. Este fato dificulta a obtencao de estruturas puras do R. seeberi livres da
contaminacdo de células do hospedeiro, bem como a avaliagdo dos mecanismos
imunologicos (ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005).

Chitravel et al. (1981b) avaliaram a resposta imune celular em 37 pacientes com
rinosporidiose. Os autores observaram que a inibicdo da migracdo de leucdcitos
(IML) foi mais significativa em todos os pacientes, quando comparados ao grupo
controle. Os pacientes com menos de 9 anos de evolu¢cdo da doenca apresentaram
niveis superiores de IML, quando comparados com pacientes que exibiam a forma
cronica da doenca, o que poderia significar uma tolerancia ou auséncia de resposta

imunoldgica nesses casos especificamente. Silva et al. (2001) avaliaram a resposta
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imune celular na rinosporidiose por meio de testes imunohistoquimicos e avaliagdo
da resposta linfoproliferativa dos linfocitos do sangue periférico dos pacientes frente
a concavalina A e ao antigeno RhA do R. seeberi. O infiltrado inflamatorio
apresentou composicdo semelhante independente da forma clinica e evolucdo da
doenca, com predominio de neutréfilos, células B CD20+, macrofagos CD68+
(alguns espumosos), numerosos linfécitos T CD3+, escassos linfécitos T CD4+,
numerosos linfocitos T CD8+ e alguns linfocitos NK CD56/57+ ao redor dos
esporangios maduros. Em relacdo a resposta linfoproliferativa, os pacientes
apresentaram resposta normal frente a concavalina A e diminuida frente ao antigeno
(Ag) RhA, o que poderia indicar uma resposta supressora Ag-dependente na
doenca, sendo que nao foi identificada diferenca considerando duracédo da doenca e

apresentacao clinica.

A resposta humoral foi avaliada por Chitravel et al. (1982 apud THIANPRASIT E
THANGERNGPOL, 1989), que utilizaram o soro de 69 pacientes na tentativa de
detectar anticorpos (Ac) e Ag circulantes por meio da contraimunoeletroforese e
imunodifusdo em agar. Os autores ndo detectaram Ac no soro dos pacientes, mas
um Ag circulante foi detectado. Posteriormente, Herr et al. (1999a) identificaram um
Ag aparentemente imunodominante que foi reconhecido por Ac presentes no soro de
dois pacientes. Esse Ag € encontrado apenas na camada interna do esporangio
maduro em desenvolvimento, o que explicaria a falha de Chitravel et al. (1982) ao
tentar detectar Ac no soro de pacientes utilizando endosporos como Ag. Esta foi a
primeira vez que Ac anti-R. seeberi foram identificados. Arseculeratne et al. (2004)
utilizaram extratos de endosporos e esporangios e identificaram Ac anti-R. seeberi
IgG, IgM e IgA no soro de pacientes e pessoas assintomaticas que vivem nas areas
endémicas. Esses Ac ndo parecem ser protetivos, uma vez que titulos elevados
foram encontrados tanto em pacientes com lesdes unicas como naqueles com

lesBes multiplas, recorrentes ou cronicas disseminadas.

2.8.6 Biologia Molecular

O uso de técnicas moleculares foi fundamental para o estudo taxonémico do R.
seeberi. Os estudos de Herr et al. (1999b) e, posteriormente Fredricks et al. (2000)

utilizando a amplificagéo por PCR e sequenciamento do gene 18S SSU rRNA do R.
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seeberi ratificaram a intima relacdo filogenética entre este microrganismo e um
grupo de patdgenos protistas de animais aquaticos (SILVA et al.,, 2005). As
sequéncias amplificadas por esses pesquisadores eram praticamente idénticas entre
diferentes hospedeiros mamiferos com rinosporidiose e, até 0 momento,
considerava-se que 0 género Rhinosporidium seria monotipico. Entretanto, em um
estudo filogenético conduzido por Silva et al. (2005) foi avaliada a sequéncia
completa dos ITS1, 5.8S e ITS2 de oito amostras humanas, duas de cisnes e uma
de cdo. Os autores encontraram diferencas significativas entre as sequéncias de

cada espécie, 0 que possibilita uma nova abordagem.

Fredricks et al. (2000) desenvolveram primers especificos para o R. seeberi (rhino-fw
e rhino-rev) que podem ser utilizados para a identificagdo do microrganismo em
amostras clinicas e ambientais. De fato, tais primers foram utilizados posteriormente
com sucesso em outros estudos com o objetivo de diagnosticar o R. seeberi em
diferentes amostras de mamiferos (BURGESS et al.,, 2012; SAHA et al., 2002;
SUDASINGHE et al., 2011).

2.8.7 Diagno6sticos diferenciais

O diagndstico clinico da rinosporidiose € dificil porque as lesdes sdo semelhantes a
diversas doencas infecciosas e nédo infecciosas. Porém, a analise epidemioldgica,

em alguns casos, pode ajudar a excluir a possibilidade de rinosporidiose.

A rinosporidiose apresenta uma enorme diversidade de formas clinicas. A literatura
permite a seguinte descricdo: lesdes retais - assemelham-se a hemorroidas e
polipos (ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005). Lesbes nasais: assemelham-se a
carcinoma papilar, rinite hipertréfica, poélipo antrocoanal, papiloma invertido,
angiofibroma e pdlipos benignos (BHARGAVA, GROVER E MAHESHWARI, 2012;
CROSARA et al., 2009; FRANCA Jr. et al., 1994). Lesbes oculares: assemelham-se
ao papiloma escamoso da conjuntiva, cisto conjuntival, estafiloma ciliar, ceratite
periférica (GICHUHI et al., 2014), conjuntivite folicular crénica (SUH et al., 2009),
calazio recorrente (MUKHOPADHYAY et al, 2012), hemangioma (VELEZ,
SALAZAR E MONSALVE, 2011), escleromalacia perforans (DE DONCKER et al.,

1990), pterigio ou mucocele do saco lacrimal. LesGes genitais: lesbes penianas e
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uretrais assemelham-se a carcinoma epidermoide e condilomas. Lesdes
disseminadas: podem parecer fibromas, angiofiboromas, verruga vulgar
(ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005) e sarcomas de partes moles (HOUREIH et
al., 2006). Lesdes 6sseas e articulares: podem ser confundidas com condrosarcoma,
tumor de células gigantes e tuberculose (AMRITANAND et al., 2008;
SURYAWANSHI et al., 2011) (Figura 20).

Dentre as doencas infecciosas dependendo do sitio e aspecto da lesdo é preciso
descartar criptococose (ALONSO et al., 1987), sinusite fungica (CROSARA et al.,
2009), histoplasmose, blastomicose, paracoccidioidomicose (GORI E SCASSO,
1994), rinoscleroma, cromoblastomicose, leishmaniose (Figura 20), hanseniase
(ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005) e infec¢cbes causadas por Chrysosporium
(Emmonsia) parvum var. parvum e crescens (ALONSO et al., 1987; ANSTEAD,
SUTTON E GRAYBILL, 2012; KENNEDY, BUGGAGE E AJELLO, 1995). Os agentes
etiolégicos dessas doencas podem ser cultivados in vitro (com a exce¢do do
Mycobacterium leprae), inoculados com sucesso em animais experimentais e
possuem caracteristicas morfolégicas e tintoriais diferentes do R. seeberi
(ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005).
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Figura 20 — Diagnésticos diferenciais da rinosporidiose.

(a) Paciente com rinosporidiose cutadnea semelhante a verrugas; (b) rinosporidiose nasal semelhante
a leishmaniose cutanea; (c) lesédo na tibia semelhante a um tumor maligno.
Fonte: (a), (b) e (c) Arseculeratne e Mendoza (2005).

No exame direto, 0 R. seeberi apresenta esporangios acastanhados, com diametro
entre 30 e 300 um preenchidos com endosporos arredondados. Conhecendo estas
caracteristicas é possivel diferencia-lo da forma esférica do Coccidioides immitis,
encontrada no tecido do hospedeiro. O género Coccidioides € o0 Unico
microrganismo que dentre todas as doencas infecciosas citadas apresenta
micromorfologia mais préoxima a do R. seeberi. Entretanto, possui esporangios
incolores e refringentes com diametro entre 30 e 60 pm preenchidos com
endosporos ovais, achatados e menos numerosos (GORI E SCASSO, 1994). Além
disso, o C. immitis pode ser cultivado em ASD, bem como infecta animais
experimentais (ALONSO et al., 1987) e seus esporangios ndo se coram com
mucicarmina. Ja R. seeberi, apresenta camada interna da parede dos esporangios
mucicarmina positiva (BHARGAVA, GROVER E MAHESHWARI, 2012; GUARNER E
BRANDT, 2011).
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2.9 Tratamento

A regressao espontanea das lesdes é rara, mas ja foi observada em humanos
(ALLEN E DAVE, 1936; KARUNARATNE, 1964) e cisnes (KENNEDY, BUGGAGE E
AJELLO, 1995). A excisdo cirurgica dos polipos associada a cauterizagdo da base
das lesBes para prevenir ou minimizar a recorréncia é o principal tratamento da
rinosporidiose (MUKHERJEE et al., 2013; SAHA et al.,, 2011). Existem diversos
relatos de recorréncia das lesbes apés o tratamento (KARUNARATNE, 1964;
SATYANARAYANA, 1960) e os pacientes precisam ser submetidos novamente a
cirurgias. O numero de recorréncias por paciente pode ser elevado. Para
exemplificar, a literatura descreve o caso de um paciente indiano que foi operado 49
vezes (CHITRAVEL et al., 1981a); o intervalo entre as recorréncias pode diminuir ao
longo do tempo ou a doenca pode se tornar mais exacerbada a cada operagéo
(ALLEN E DAVE, 1936; SATYANARAYANA, 1960). Algumas hipGteses foram
levantadas na tentativa de explicar a recorréncia das lesdes. Segundo Arseculeratne
e Mendoza (2005), a excisdo de pdlipos pediculados tende a ser mais facil e
completa levando a um menor nimero de recorréncias, enquanto polipos sésseis
podem ser extraidos incompletamente resultando na dissemina¢édo dos endosporos.
Isso justifica 0 acometimento das mucosas adjacentes e, consequentemente, maior
namero de recorréncias. Karunaratne (1964) também observou que o trauma
causado por repetidas cirurgias poderia ser um fator predisponente para o

surgimento de novas lesoes.

O uso do laser fosfato de potassio titanilo (KTP)/532 para a excisdo dos polipos
apresenta vantagens em relacdo a técnica tradicional de excisdo diatérmica. A taxa
de recorréncia, ap0s a excisao por laser, tem apresentado resultados promissores.
O laser permite o0 minimo contato com a lesdo o que evita a disseminacao de
esporos para mucosa adjacente. Esta técnica ndo é amplamente utilizada devido ao
alto custo do equipamento (KAMESWARAN et al., 2005; PRAKASH et al., 2009;
SAHA et al., 2011).

Diversos agentes antimicrobianos, tais como compostos de antimdnio, bismuto, iodo
e pentamidina, bem como anfotericina B, griseofulvina, esteroides tépicos, 5-

fluorocitosina, iodeto de potassio, cetoconazol, hidrocloreto de quinina, paludrine,
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antibiéticos, tratamento com raio X e ionizagcdo foram utilizados sem nenhum
sucesso (ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005; SATYANARAYANA, 1960). Allen
e Dave (1936) relatam o sucesso da terapia com injecdes locais de neostibosan
(composto antiménio pentavalente) associado a remocéao cirargica na prevencao de
recorréncias em alguns casos de rinosporidiose nasal, entretanto, também houve

pacientes que utilizaram o medicamento e apresentaram recidivas.

Atualmente, o Unico medicamento amplamente aceito como adjuvante no tratamento
da rinosporidise, com o objetivo de prevenir e/ou diminuir a recorréncia das lesfes é
a dapsona (ARSECULERATNE E MENDOZA, 2005; PRAKASH et al., 2009). A
dosagem de 100 mg/dia administrada por via oral € a mais utilizada e o periodo de
tratamento apds a cirurgia pode variar entre 3 meses a 2 anos (LAXMISHA E
THAPPA, 2005; LOH et al., 2001; MUKHERJEE et al., 2013; NATH et al., 2009;
SHETTY E MOHAN, 2013; WATVE et al., 2006). A reducédo da recidiva das lesGes
com o uso da dapsona é atribuida a sua capacidade de impedir a maturacado dos
esporangios, acelerar o processo de degeneracdo destes e promover acentuada
resposta inflamatéria com fibrose e consequente reducdo da vascularizacdo da
lesdo (JOB et al. 1993; MITHAL, AGARWAL E MITHAL, 2012; MUKHERJEE et al.,
2013; NERUKAR et al., 2004).

2.10 Microscopia confocal

No presente estudo, foi utilizada a microscopia confocal para ajudar a desvendar os
mistérios que ainda pairam sobre o R. seeberi.

A microscopia confocal foi idealizada em 1955 por Marvin Minsky, na época um pos-
doutorando de Harvard, que tentava visualizar interconexdes entre as ceélulas
neurais. O grande nimero de células presentes na amostra corada aliadas a grande
guantidade de luz dispersa por essas células no campo de visao resultavam em uma
imagem turva. Portanto, ndo era possivel distinguir individualmente as células ao
microscopio 6tico convencional (DEAN, 2001; MINSKY, 1957, 1988). O microscopio
confocal cria imagens nitidas através da excluséo da luz proveniente da amostra que
nao esta no plano focal do aparelho. Dessa forma, reduz-se o background e, assim,

a turvacao diminui e o contraste da imagem melhora. Além de aumentar a resolucéo
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dos pequenos detalhes, o microscépio confocal permite a reconstrucédo
tridimensional da amostra através do “empilhamento” das secgdes 6ticas obtidas ao
longo do eixo vertical. A maioria dos microscopios confocais proporciona imagens
tanto através da luz refletida pela amostra quanto pela fluorescéncia estimulada a
partir de fluorocromos. A microscopia confocal por fluorescéncia € o modo mais
utilizado para analises bioldgicas (SEMWOGERERE E WEEKS, 2008).

Para esclarecer a diferenca entre o microscopio confocal e o0 microscopio de
epifluorescéncia convencional, bem como proporcionar uma visao geral dos
principios da microscopia confocal, faremos uma abordagem resumida da tecnologia

envolvida em cada microscopia referida acima.

2.10.1 Microscopio de fluorescéncia

A fluorescéncia € o fenbmeno no qual uma molécula no estado excitado perde
energia no formato de luz. Quando uma molécula no estado fundamental (baixa
energia) absorve um foton de luz, um elétron é promovido para um estado excitado
(maior energia). Normalmente, a molécula tende a dissipar uma parte dessa energia
absorvida e, assim, o elétron pula para um nivel um pouco mais baixo de energia em
relacdo ao anterior, sendo que nesse processo ndao ha emissao de luz. Entretanto,
se as moléculas vizinhas ndo sdo capazes de receber a quantidade de energia
necessaria para que a molécula excitada retorne ao estado fundamental, essa
molécula emite espontaneamente luz com um comprimento de onda diferente da luz
excitatéria (Figura 21). O comprimento de onda (A) da luz excitatéria e a cor da luz
emitida dependem do fluorocromo utilizado (SEMWOGERERE E WEEKS, 2008).



71

Figura 21 — Mecanismo da fluorescéncia.
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As linhas horizontais pontilhadas indicam os niveis de energia da molécula. A molécula é excitada por
um féton e atinge um nivel de energia mais alto, sendo que uma parte dessa energia é perdida
através da colisdo com outras moléculas (seta vermelha) e o restante é emitida em forma de luz (seta
verde).

Fonte: Semwogerere e Weeks (2008).

Na microscopia de fluorescéncia convencional, a amostra marcada com um
determinado fluorocromo € iluminada por uma luz ultravioleta (UV) com um
comprimento de onda especifico e a imagem é obtida através da luz emitida. O
miscroscopio de fluorescéncia (Figura 22) contém um espelho dicroico, o qual
possui a propriedade de refletir qualquer luz com um A menor do que um
comprimento de onda especifico e transmitir luz com um A maior do que esse
determinado comprimento. Dessa forma, a luz proveniente da fonte de luz é refletida
(A curto) e a luz emitida pelo fluorocromo € transmitida (A longo) pela lente objetiva e

pelo espelho (SEMWOGERERE E WEEKS, 2008).
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Figura 22 — Microscoépio de epifluorescéncia convencional.
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A fonte de luz é refletida pelo espelho dicroico, atravessa a objetiva e atinge a amostra. Os
fluorocromos emitem luz fluorescente com um comprimento de onda maior do que a luz incidente
atravessando, assim a objetiva e o espelho, e sendo observada através das lentes oculares.

Fonte: Semwogerere e Weeks (2008).

A microscopia de fluorescéncia pode apresentar maior sensibilidade do que a
microscopia por luz refletida ou transmitida. Essa técnica permite a visualizacéo de
estruturas especificas da amostra ao invés da amostra inteira, bem como permite o
uso de mais de um tipo de fluorocromo para visualizar estruturas distintas numa
mesma analise (SEMWOGERERE E WEEKS, 2008).

Contudo, na microscopia de fluorescéncia, qualquer fluorocromo ligado a amostra
situado acima ou abaixo do plano focal também €& estimulado e emite luz
fluorescente captada pelo detector. A soma da luz proveniente de estruturas no
plano focal e fora dele, bem como a autofluorescéncia resultam em uma imagem
turva e com baixa resolucéo dos detalhes, de modo que certas estruturas marcadas
por imunofluorescéncia podem ser visualizadas olhando-se diretamente no

microscépio, mas néo é possivel documenté-las. Semelhantemente, na microscopia
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convencional, a luz atravessa o objeto e € distribuida pelo campo de visdo da
maneira mais uniforme possivel, sendo que se a amostra for mais espessa que o
foco da lente objetiva a luz proveniente de estruturas abaixo ou acima do plano em
foco também sera captada pelo detector. A miscroscopia confocal foi delineada para
resolver esse problema, uma vez que apenas um ponto muito especifico é detectado
por vez, ao invés do campo inteiro. Dessa forma, ndo existe a interferéncia da luz de
pontos vizinhos e é possivel obter imagens digitais de alta resolucéo (Figura 23) em
amostras espessas (DEAN, 2001; PADDOCK, 1999).

Figura 23 — Gr&o de p6len marcado com laranja de acridina.

A imagem da esquerda foi obtida com um pinhole de didmetro igual a 1600 um, para simular a
performance de um microscépio ndao confocal. A imagem da direita foi obtida com um pinhole de
didmetro igual a 40 um, o que resultou numa maior resolucdo da imagem.

Fonte: Dean (2001).
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2.10.2 O primeiro microscopio confocal

O microscopio projetado por Minsky (Figura 24), patenteado em 1957, € o modelo
mais simples dentre os microscopios confocais e possui uma lampada de zirconio
como fonte de luz, a qual é focada em direcdo a um pinhole, que é uma pequena
abertura circular por onde a luz ira passar. A luz que atravessa o pinhole incide
sobre uma lente condensadora que foca o feixe proveniente do pinhole num ponto
especifico do objeto. Em seguida, a lente objetiva forma a imagem desse ponto na
direcdo de um segundo pinhole localizado em frente a um fotodetector. Os dois
pinholes e o ponto especifico do objeto (ponto focal da lente objetiva) sdo confocais,
sendo que qualquer outro ponto que nao estiver no mesmo foco dos pinholes néo
sera efetivamente iluminado. Além disso, a maior parte da luz dispersa pelo objeto
ndo passara pela abertura do segundo pinhole. A formacao da imagem, portanto, €
ponto a ponto e, para obter uma imagem completa do objeto, Minsky utilizou um
sistema de escaneamento chamado stage-scanning, no qual o feixe de luz é
estacionario e a mesa do microscépio moével e, assim, o objeto é deslocado linha a
linha num padréo retangular xy. O stage-scanning possui como vantagem o fato de
gue apenas o eixo central da lente objetiva € utilizado, o que reduz as aberracfes de
lentes. Além disso, todos os pontos da imagem tem propriedades Gtica idénticas e a
ampliacdo da imagem pode ser realizada sem a mudanca das lentes, uma vez que o
campo de analise é limitado apenas pela amplitude do movimento da mesa (DEAN,
2001; MINSKY, 1957; PADDOCK, 1999). A principal desvantagem do stage-
scanning € o grande tempo requerido para escanear toda a amostra e gerar as
imagens (DEAN, 2001). Apesar de ter utilizado duas lentes no seu modelo, Minsky
percebeu que o sistema também funcionaria caso utilizasse apenas uma lente
objetiva operando em um modo de luz refletida (a luz da fonte luminosa e a luz
refletida da amostra passam pela mesma lente), sendo que tal sistema € o utilizado
atualmente em todos 0s microscopios confocais de escaneamento a lasers
comerciais (LEIVA-GARCIA, GARCIA-ANTON E MUNOZ-PORTERO, 2011;
MINSKY, 1988).
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Figura 24 — Microscopio confocal projetado por Minsky.
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A lente condensadora incide a luz que atravessa o pinhole sobre um ponto da amostra. As lentes
objetivas formam a imagem através do segundo pinhole. Os pinholes e os pontos focais das lentes
séo confocais.

Fonte: Dean (2001).

Inicialmente, a invencdo de Minsky ndo ganhou muita atencdo porque a qualidade
da imagem obtida ndo era boa. Uma imagem real ndo era formada no protétipo
original; a saida do fotodetector era traduzida para uma imagem da regido de
interesse. A imagem era construida em cima da tela de um osciloscépio militar
excedente de longa persisténcia sem nenhum recurso para cOpia impressa ou em
computador. Minsky afirmou posteriormente que a qualidade da imagem no seu
microscopio ndo era muito impressionante devido a baixa performance do
osciloscopio e ndo devido a falta de resolucdo do microscopio (LEIVA-GARCIA,
GARCIA-ANTON E MUNOZ-PORTERO, 2011; MINSKY, 1988; PADDOCK, 2000).
Outros fatores limitantes eram a inexisténcia na época de fontes de luz intensas
como o laser e auséncia de computadores potentes para armazenar grande
quantidade de dados (LEIVA-GARCIA, GARCIA-ANTON E MUNOZ-PORTERO,
2011).

2.10.3 Microscopio confocal de escaneamento a laser

Com os avancgos na area da computacdo, o desenvolvimento da tecnologia dos

lasers e aquisicdo de imagens digitais, a microscopia confocal passou a ser
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amplamente utilizada em véarios campos, destacando-se aqui a biologia (LEIVA-
GARCIA, GARCIA-ANTON E MUNOZ-PORTERO, 2011).

Os microscopios confocais de escaneamento a laser (MCEL) surgiram no final da
década de 80 e, com a disponibilidade de lasers com precos acessiveis e sistemas
de imagem de boa qualidade, a producdo comercial desses equipamentos tornou-se
mais pratica (PADDOCK, 1999). A introducdo do laser, particularmente, ofereceu
vantagens para a microscopia confocal quando comparado a outras fontes de luz.
Cada tipo de laser produz luz em apenas um ou em poucos comprimentos de onda
bem definidos (monocromético), sendo que a luz apresenta coeréncia temporal e
espacial. Coeréncia espacial significa a luz na qual as ondas tem a mesma
frequéncia, direcdo e angulo de polarizacao; coeréncia temporal faz referéncia a luz
que possui ondas exatamente na mesma fase e velocidade. Além disso, os lasers
possuem brilho extremamente intenso, baixa divergéncia do feixe, baixo ruido e
podem ser focados em areas muito pequenas (BRELJE, WESSENDORF E
SORENSON, 1993; LEIVA-GARCIA, GARCIA-ANTON E MUNOZ-PORTERO,
2011).

Os MCEL possuem um sistema de escaneamento chamado beam-scanning, o qual
atua de forma oposta ao do protétipo projetado por Minsky, ou seja, a amostra é
estacionaria e o feixe do laser € moével. O beam-scanning é considerado mais
adequado para a maioria das andlises bioldgicas, se comparado ao stage-scanning,
pois o tempo de aquisicdo das imagens € mais rapido (1 frame/s contra 1 frame/10s
do stage-scanning). Outra vantagem desse sistema € que os artefatos de vibracéo
sdo atenuados, uma vez que a amostra ndo € movida (PADDOCK, 1999). No beam-
scanning o laser é direcionado por um par de espelhos galvanométricos, sendo que
um dos espelhos movimenta o laser de um lado a outro da amostra na direcéo x e o
outro movimenta o laser na direcao y para permitir o escaneamento de uma segunda
linha na direcdo x (Figura 25). Esse processo continua até que a imagem de uma
fatia da amostra é formada (seccao otica), de modo que se o plano focal for alterado
e 0 processo de escaneamento repetido, € possivel formar a imagem de varias
seccOes da amostra em intervalos de tempo regulares e, por fim, unificar essas
imagens construindo uma imagem final tridimensional (Figura 26) (DEAN, 2001;
SEMWOGERERE E WEEKS, 2008).
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Figura 25 — Beam-scanning.
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A imagem da esquerda ilustra o sistema de beam-scanning compostos pelos dois espelhos

gavanométricos que efetuam movimentos na dire¢do xy. A imagem da direita ilustra o caminho

percorrido pelo laser durante o escaneamento de uma seccao Gtica.

Fonte: MICRON OXFORD — Confocal microscopy; lecture 8. Disponivel em: < http://www.micron.ox.

ac.uk/ microngroup/resources/Lecture 08 confocal.pdf>. Acesso em: 10 dez. 2014.

Figura 26 — Construgdo de uma imagem tridimensional.
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As seccbes Oticas obtidas ao longo do eixo z podem ser unificadas formando uma imagem

tridimensional da amostra. Fonte: MICRON OXFORD — Confocal microscopy; lecture 8.

Fonte: Disponivel em: < http://www.micron.ox.ac.uk/microngroup/resources/Lecture 08 confoc al.

pdf>. Acesso em: 10 dez. 2014.


http://www.micron.ox.ac.uk/microngroup/resources/Lecture%20_08_confoc%20al.%20pdf
http://www.micron.ox.ac.uk/microngroup/resources/Lecture%20_08_confoc%20al.%20pdf
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Um ou mais lasers podem compor o sistema do MCEL. O feixe de luz passa por um
primeiro pinhole, é refletido por um espelho dicroico e, em seguida, atinge os
espelhos galvanométricos que realizam o escaneamento da amostra. O feixe que
retorna da amostra passa novamente pelos espelhos galvanométricos e atravessa o
espelho dicroico atingindo, assim o segundo pinhole localizado em frente ao tubo
fotomultiplicador (Figura 27) (SEMWOGERERE E WEEKS, 2008). Hoje existem
MCEL equipados com trés tubos fotomultiplicadores, cada um com um pinhole
posicionado em frente a ele, o que possibilita que a formacdo de trés imagens
simultaneas e é (til para a andlise de amostras marcados com trés fluorocromos. O
caminho da luz nesses equipamentos foi projetado para que o sinal emitido por cada

fluorocromo atinja separadamente um dos detectores (PADDOCK, 1999).

Figura 27 — Configuragdo basica de um microscoépio confocal.
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Fonte: Semwogerere e Weeks (2008).

Tanto o stage-scanning quanto o beam-scanning sao sistemas de escaneamento de
feixe Udnico e possuem como desvantagens em comum o0 problema do
photobleaching (destruicdo da fluorescéncia causada pela propria incidéncia do
laser) e a impossibilidade de formar imagens em tempo real (a taxas de video).
Existe, porém, uma terceira forma chamada scanning disk, que permite a aquisicdo

de imagens em tempo real e reduz a ocorréncia do photobleaching. O scanning disk
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consiste num escaneamento por multiplos feixes que utiliza um disco giratério,
também conhecido como disco Nipkow, cuja taxa de rotagcéo esta entre 1800 a 5000
rotacbes por minuto. O disco giratério contém 20.000 ou mais pinholes com
aproximadamente 30 um de diametro organizados em espirais intercaladas, sendo
que a luz atravessa o disco e ilumina simultaneamente varios pontos pequenos da
amostra. Posteriormente a luz retorna pelos mesmos pinholes e a imagem é
capturada utilizando cameras como as do tipo CCD (charge-coupled device) numa
taxa de 30 frames/s até 1000 frames/s. Um sensor CCD é composto por células
fotoelétricas que capturam a luz incidente e formam a imagem. Nos modelos atuais,
o disco giratério é acoplado a outro disco giratdrio coaxial que contém microlentes,
cuja funcao é conduzir de forma eficiente o feixe de luz através dos pinholes (Figura
28). A desvantagem do disco giratério € que apenas uma fracdo pequena na luz
proveniente da fonte consegue atravessar 0s pinholes e atingir a amostra, 0 que
pode ser um problema para a analise por fluorescéncia, mas ndo para a analise por
luz refletida. Esse problema, porém, foi minimizado com a adicdo do disco de
microlentes, que permite que uma gquantidade maior de luz passe pelos pinholes
(DEAN, 2001; GRAF, RIETDORF E ZIMMERMANN, 2005; NAKANO, 2002;
SEMWOGERERE E WEEKS, 2008).

Figura 28 — Escaneamento por disco giratério acoplado a sistema de microlentes.
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Fonte: Nakano (2002).
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3 OBJETIVOS
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3.1 Geral

Estudar o ciclo de vida e o ciclo nuclear do R. seeberi utilizando marcadores

especificos para estruturas nucleares presentes no ciclo mitdtico de eucariotos.

3.2 Especificos

1. Identificar o DNA nuclear do R. seeberi utilizando 4’,6-diamino-2-fenilindol
(DAPI).
2. Identificar os filamentos de actina nuclear do R. seeberi utilizando faloidina

marcada com tetrametilrodamina (TRITC).

3. Comparar os dados obtidos por meio da microscopia confocal com dados da

microscopia convencional (laminas coradas com hematoxilina e eosina).

4. Correlacionar os dados obtidos no presente estudo com os dados de estudos

anteriores sobre o ciclo de vida e ciclo nuclear do R. seeberi.
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4 MATERIAIS E METODOS
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4.1 Amostras

4.1.1 Origem das amostras utilizadas no estudo

Foi utilizado um total de 4 biopsias fixadas em formalina e posteriormente
embebidas em parafina. As amostras foram coletadas de um polipo nasal retirado de
um gato, um polipo nasal retirado de um cavalo e um pélipo cutaneo retirado de um
cao, provenientes dos Estados Unidos da América (EUA). A quarta amostra era um
polipo nasal humano proveniente da india. As amostras do cavalo, gato, cdo e
humano foram coletadas e fixadas nos blocos de parafina ha, respectivamente, 5,
10, 10 e 20 anos. As amostras nesse estudo também foram estudadas por Mendoza
e Vilela (2013) e pertencem a colecdo de tecidos depositados no Departamento de

Biomedical Laboratory Diagnostic da Michigan State University (EUA).

4.1.2 Consideracoes éticas

O projeto foi aprovado pelo Comité de ética em pesquisa (COEP) da Universidade
Federal de Minas Gerais (CAAE: 32531314.9.0000.5149).

4.2 Preparo dos blocos para confeccionar as laminas

Os blocos de parafina foram preparados de acordo com protocolo de rotina
(CAPUTO, GITIRANA E MANSO, 2010). Em resumo, as amostras coletadas para
bidpsia foram embebidas em formalina neutra tamponada 10% durante 24 a 48
horas e, em seguida, desidratadas com alcool etilico e clarificadas com xileno. Ap6s
esse processo, os tecidos foram embebidos em parafina e cortados, com o auxilio
de um micrétomo, em finos cortes de 5 um de espessura. Para cada amostra foram
preparadas seis laminas, sendo que a primeira lamina de cada amostra foi corada
com H&E para a localizacdo dos fenodtipos do R. seeberi e as restantes foram
marcadas com reagentes fluorescentes especificos e, subsequentemente,

analisadas utilizando microscopia confocal.
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4.3 Critérios para definicdo das marcagdes e fluorocromos utilizados

Foram selecionados reagentes fluorescentes especificos para detectar as estruturas
de interesse, a saber: DNA e filamentos de actina. Os marcadores fluorescentes
utilizadas neste estudo sdo produzidas comercialmente pela Life Technologies™
(Carlsbad, EUA) e amplamente conhecidas como marcadores estandartizados
(ready probes). Como o proprio nome indica, estes reagentes sdo utilizados
diretamente no material em estudo, de tal forma que, os protocolos de marcacéo
possuem apenas uma etapa, 0 que torna 0 processo mais simples e reduz a

possibilidade de erros.

De acordo com os objetivos do estudo, dois marcadores prontos foram avaliados: 1)
DAPI (4’,6-diamino-2-fenilindol), comercialmente conhecido como NucBlue® Fixed
Cell Ready Probes® Reagent (Life Technologies™, Carlsbad, EUA; REF R376086,
Lote n°1652394), com alta afinidade pelo DNA de dupla fita; e 2) o reagente
ActinRed™ 555 Ready Probes® Reagent (Life Technologies™, Carlsbad, EUA; REF
R37112, Lote n° 1646656), um marcador fluorescente que se baseia na afinidade
que a faloidina tem pelas moléculas de actina (CRUZ E POLLARD, 1994;
DELLINGER E GEZE, 2001).

4.3.1 NucBlue® Fixed Cell Ready Probes® Reagent

O DAPI (NucBlue® Fixed Cell Ready Probes® Reagent — Life Technologies™,
Carlsbad, EUA) € uma formulacdo liquida estavel a temperatura ambiente. Este
marcador fluorescente é utilizado frequentemente para a identificagdo do nucleo de
células viaveis ou fixadas em formalina, uma vez que possui alta afinidade,
principalmente, por regides do sulco menor do DNA ricas em A-T (DELLINGER E
GEZE, 2001; KUBOTA, Y., KUBOTA, K. E TANI, 2000; WILSON et al., 1990). O
DAPI possui excitacdo méaxima em torno de 360 nm, mas pode ser excitado pelo
laser diodo no comprimento de onda de 405 nm (azul) e detectado pelo filtro de
emissado na faixa de 425-475 nm, uma vez que a emissao maxima do DAPI é 460

nm.
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4.3.2 ActinRed™ 555 Ready Probes® Reagent

O reagente ActinRed™ 555 Ready Probes® Reagent (Life Technologies™,
Carlsbad, EUA) contém faloidina conjugada ao fluorocromo vermelho-alaranjado
tetrametilrodamina (TRITC) e € estavel a temperatura ambiente. A faloidina é um
peptideo biciclico produzido pelo basidiomiceto Amanita phalloides, que apresenta
alta afinidade a F-actina de diferentes espécies de animais, fungos, plantas e
protistas (CRUZ E POLLARD, 1994). O reagente possui excitacdo maxima em torno
de 540 nm, mas pode ser excitado pelo laser de estado sélido no comprimento de
onda de 559 nm (vermelho) e detectado pelo filtro de emissdo na faixa de 575-675

nm, uma vez que a emissao maxima do TRITC é 565 nm.
4.4 Critérios para selecionar as laminas a serem marcadas

Laminas de 16 amostras provenientes de humanos e animais coradas com H&E
previamente utilizadas por Mendoza e Vilela (2013) foram reanalisadas para
visualizacdo das estruturas do R. seeberi presentes. Em 4 dessas amostras foi
observada uma maior diversidade de esporangios em varios estagios de maturacao
e, por isso, foram selecionadas para serem avaliadas. Estas amostras se
caracterizaram por conterem grande quantidade de endosporos (estruturas esféricas
pequenas com diametro entre 4-12 um mostrando vesiculas avermelhadas dentro do
esporangio maduro), esporangios juvenis (estruturas esféricas com diametro entre
10-70 um, parede celular fina e, em alguns casos, nucleo central), intermediarios
(estruturas com didametro entre 70-290 um com parede celular espessa e numerosos
nucleos) e maduros (estruturas com didmetro = 300 pm preenchidas por
endosporos), bem como estruturas que apresentavam estagios da divisdo nuclear
do R. seeberi, e que, portanto, seriam ideias para avaliar os objetivos deste estudo.

A nomenclatura adotada foi a mesma utilizada por Mendoza e Vilela (2013).
4.5 Preparo das laminas anterior a marcagdo com fluorocromos
Antes da utilizacdo dos marcadores fluorescentes, as laminas que continham o

tecido a ser analisado foram colocadas em jarras de Copplin, seguindo o protocolo
de Lei et al. (2014). E importante ressaltar que o tecido procedente do cdo n&o foi
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submetido ao processo de desparafinizagdo e reidratacdo porque na auséncia do
tecido embebido em parafina foi utilizada uma lamina previamente corada com H&E,
a qual foi submetida a um tratamento para retirar 0s corantes e permitir a marcacao

utilizando os fluorocromos especificos.

4.5.1 Protocolo de desparafinizacdo e reidratacdo dos tecidos

A desparafinizacdo dos tecidos foi realizada por meio da imersédo das laminas em
xileno (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO., EUA) durante 20 minutos, sendo que ao final
dos primeiros 10 minutos o reagente foi descartado e um novo volume foi
adicionado. Para facilitar a retirada da parafina, as laminas foram agitadas com
movimentos verticais durante 20 segundos a cada 1 minuto. Foram testados
também os tempos de imersédo da amostra no xileno durante 10 e 40 minutos para
avaliar qual dos trés tempos (10, 20 ou 40 minutos) proporcionaria a retirada mais
eficiente da parafina. Foi observado que o tempo total de 10 minutos néao
proporcionou uma desparafinizacdo completa dos tecidos, mas os tempos de 20 e

40 minutos sim e, portanto, o0 menor tempo (20 minutos) foi adicionado ao protocolo.

ApOs o processo de desparafinizagdo, as laminas foram reidratadas com diferentes
concentracdes de alcool etilico (Decon Labs, Inc., EUA). Primeiramente, as laminas
foram imersas durante 20 minutos em alcool etilico 100%, sendo que ao final dos
primeiros 10 minutos o reagente foi descartado e um novo volume foi adicionado.
Em seguida, as laminas foram reidratadas com etanol 95%, 90%, 80% e 70%,
respectivamente, num tempo total de 5 minutos para cada um dos passos. Por fim,
as laminas foram lavadas uma vez durante 5 minutos com agua destilada e 3 vezes
com solucdo de PBS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO., EUA) durante 5 minutos cada
um. Ao longo de todo o processo as laminas foram agitadas com movimentos

verticais durante 20 segundos a cada 1 minuto para facilitar a reidratagéo.
4.6 Protocolos das marcacodes
Apds o pré-tratamento, as laminas que continham os tecidos a serem examinados

foram acomodadas em uma camara umida (placa de Petri com algoddo umido e

suporte para a lamina) e os tecidos foram processados seguindo o0s protocolos
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sugeridos pela companhia, com modificacdes necessérias para adaptar-se ao tipo
de tecido utilizado no presente estudo. Os protocolos de marcagao foram realizados
em ambiente semi-escuro (luzes artificiais desligadas) para evitar a reducdo da
fluorescéncia dos reagentes. Todas as amostras, exceto o controle negativo, foram

marcadas com os reagentes: NucBlue® + ActinRed™ 555.

Para preservar a fluorescéncia, apdés a marcacao, foi adicionada uma gota de
ProLong® Diamond Antifade Mountant (Life Technologies®, Carlsbad, EUA; REF
P36965, Lote n° 1603427) em cada uma das amostras. Este reativo € selado e
preservado por meses, permitindo que as laminas sejam analisadas varias vezes.
Uma vez que as laminas foram avaliadas microscopicamente, elas foram

armazenadas a -20°C.

4.6.1 Protocolo para deteccao do DNA (DAPI)

Seguindo o protocolo da companhia, 2 gotas do reagente NucBlue® Fixed Cell
Ready Probes® foram adicionadas diretamente sobre as laminas contendo o tecido.
Os tecidos foram testados a temperatura ambiente em diferentes tempos, em
intervalos de 5 minutos, 15 minutos ou 60 minutos de incubacao, para definir qual
destes intervalos proporcionava a melhor intensidade de fluorescéncia nos tecidos.
Baseado na intensidade de coloracdo do DAPI nos nucleos do hospedeiro, o tempo
de 60 minutos foi selecionado como padréo ideal. Ao término da incubagdo com os
marcadores fluorescentes, as laminas foram lavadas quatro vezes com 1 mL de

PBS.

4.6.2 Protocolo para deteccdo dos filamentos de actina

Seguindo o protocolo da companhia, 2 gotas do reagente ActinRed™ 555 Ready
Probes® foram adicionadas diretamente sobre as laminas contendo os tecidos e
testados os tempos de 30 minutos e 120 minutos de incubacdo a temperatura
ambiente, para definir qual deles proporcionava a melhor intensidade de
fluorescéncia. Foi padronizado o tempo de 30 minutos. Ao fim dos 30 minutos, as

laminas foram lavadas quatro vezes com 1 mL de PBS.
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4.7 Controle Positivo

Os nucleos das células dos hospedeiros com rinosporidiose foram utilizados como
controle positivo para o reagente DAPI. Desafortunadamente, as células do
hospedeiro ndo apresentaram divisdo celular, o que ndo nos permitiu utiliza-las
como controle positivo para a faloidina. Para minimizar este inconveniente, a
deteccdo da intensidade do filtro de emissdo de 575-675 nm (vermelha) foi avaliada
junto aos controles negativos. Neste cenario, qualquer deteccdo vermelha nos
tecidos avaliados foi inspecionada em seu controle negativo para validar sua

autenticidade.

4.8 Controle negativo

O controle negativo foi preparado da seguinte forma: uma lamina pré-tratada
contendo o mesmo corte do tecido utilizado nas marcacées com DAPI e faloidina
(tecido desparafinizado e reidratado) foi coberta com 1 mL de PBS e incubada em
temperatura ambiente durante 60 minutos dentro de uma céamara Umida.
Posteriormente, o excesso de PBS foi retirado e a lamina foi selada com 1 gota de
ProLong® Diamond Antifade Mountant sob a laminula e armazenada sob a

temperatura de -20°C.

4.9 Microscépio Confocal

As laminas foram analisadas utilizando o microscopio confocal de escaneamento a
laser Olympus FluoView™ FV1000, acoplado ao sistema 6ético Olympus IX81®
(microscopio invertido), com objetiva UIS2 secas de 4x (0,13 NA; UPlanFL N), 10x
(0,40 NA; UPlanSApo) e 20x (0,75 NA; UPlanSApo) e objetivas de imersao em 0leo
de 40x (1,30 NA; UPlanFL N), 60x (1,42 NA; PlanApo N) e 100x (1,40 NA;
UPlanSApo) (Figura 29). O DAPI foi detectado no canal 1 (laser de diodo /
excitacdo: 405 nm / filtro de emiss&o: 425-475 nm; azul), o Actin Red™ 555 (TRITC)
no canal 3 (laser de estado solido / excitagdo: 559 nm / filtro de emisséo: 575-675
nm; vermelho) e o campo de luz transmitida no canal 4 (laser de estado sélido /
excitacao: 559 nm/ emisséo: 0 nm; preto e branco). O canal 2 estava calibrado para

a deteccao de fluorescéncia verde (Alexa Fluor® 488/ laser de argbnio/ excitacao:
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488nm/ filtro de emisséo: 500-545 nm; verde), mas nao foi utilizado fluorocromo com
fluorescéncia verde nesse estudo. O microscopio também € equipado com uma
lampada de mercario para a microscopia de luz branca e fluorescéncia
convencionais, bem como possui outros trés lasers que ndo foram utilizados nas
andlises (laser de argbnio nos comprimentos de onda de 458 e 514 nm e laser de
estado solido no comprimento de 635 nm). Além disso, € composto no total por trés
detectores fotomultiplicadores (PMT) e um detector para luz transmitida, o que
permite a aquisicdo das imagens separadamente em cada canal (aquisicao
sequencial), as quais podem ser posteriormente fundidas numa imagem final. Todas
as imagens foram obtidas utilizando a objetiva seca de 20x e as objetivas de
imersdo de 60x e 100x (Olympus America Inc., Center Valley, PA., EUA) em modo
sequencial no formato de 1024 x 1024 pixels, sendo que o tempo de permanéncia foi
de 2,0 psec/pixel e zoom de 1x. O diametro dos pinholes foi ajustado para 1 Unidade
Airy (UA) para todas a objetivas utilizadas visando otimizar a resolucdo otica
confocal. As imagens foram convertidas do formato OIB para o formato TIFF e, em
seguida, exportadas inalteradas do software Olympus FluoView FV1000 Advanced

Software versao 4.01 para o programa Adobe Photoshop CS6 v.13.0.1 x64.

Figura 29 — Microscopio confocal da Michigan State University.

Fonte: Michigan State University (2014).
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4.9.1 Critérios para a aquisicao das fotos

Primeiramente o controle negativo foi focalizado na objetiva de 20x, a intensidade do
laser diodo de 405 nm (filtro de emisséo: 425-475 nm) e laser de estado soélido de
559 nm (filtro de emisséo: 575-675 nm) foi calibrada em um nivel alto e observou-se
a fluorescéncia do background nas cores azul e vermelho. Posteriormente, o nivel
de intensidade dos lasers foi reduzido até que néo fosse possivel observar imagem
alguma, e a janela do monitor apresentou-se com cor preta. Os tecidos utilizados
como controle negativo sem coloracdo ndo possuiam autofluorescéncia utilizando
esta modalidade de calibracdo. Em seguida, a amostra em estudo foi avaliada
utilizando o mesmo parametro final estabelecido para o controle negativo e ajustes
finos foram feitos na intensidade do laser de estado sélido para que o background da
fluorescéncia vermelha fosse eliminado, de modo que se observasse apenas a
fluorescéncia real. O ajuste para o DAPI foi feito utilizando-se como padréo a

intensidade dos nucleos das células dos hospedeiros.
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5 RESULTADOS
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5.1 Calibragdo da intensidade do laser diodo e do laser de estado sélido

utilizando o controle negativo

Antes da analise e aquisicdo das imagens dos tecidos marcados pelo DAPI e pela
faloidina, o controle negativo foi utilizado para a calibracdo da intensidade do laser
diodo (azul; 405 nm) e do laser de estado sélido (vermelho; 559 nm) (Figura 30). Os
esporangios do R. seeberi selecionados no controle negativo foram focalizados
utilizando microscopia de luz convencional (Fig. 30a). Posteriormente, o mesmo
campo foi investigado com microscopia confocal com a intensidade dos lasers
intencionalmente elevada (Fig. 30b,c). Utilizando-se estes parametros, observou-se
que tanto as células do hospedeiro quanto as estruturas do R. seeberi surgiram com
a mesma intensidade. Em seguida, a energia dos lasers foi reduzida gradualmente
até obter-se uma imagem uniforme com a eliminagdo completa da fluorescéncia
inespecifica. Este passo foi realizado com o objetivo de calibrar os parametros de
autofluorescéncia para a andlise posterior das amostras marcadas com
fluorocromos. Verificou-se que, apdés a eliminacdo do background, o controle
negativo ndo apresentou nenhuma autofluorescéncia e as intensidades dos lasers
atingidas quando a imagem obtida tornou-se uniformemente negra (Fig. 30d) foram

utilizadas como parametros para avaliar as amostras marcadas com fluorocromos.
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Figura 30 — Controle negativo.

N DA
#

R

(a) A figura demonstra um esporangio intermediario (El) do R. seeberi sem marcac¢éo de fluorocromos
pela microscopia de luz convencional; (b) a mesma estrutura visualizada sob uma intensidade
elevada do laser diodo (405 nm; azul); (c) a mesma estrutura visualizada sob uma intensidade
elevada do laser de estado sélido (559 nm; vermelho); (d) eliminacdo do background apés a reducéo
da intensidade dos dois lasers. Nota-se que o R. seeberi sem fluorocromos nédo pode ser visualizado
depois da reducédo dos lasers. Este pardmetro foi utilizado como controle negativo em todos os

experimentos com fluorocromos (Escala= 15 pm).
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5.2 Avaliagdo da autofluorescéncia nas amostras coradas com H&E

Como existem relatos na literatura afirmando que as estruturas do R. seeberi
coradas por H&E apresentam autofluorescéncia sob luz ultravioleta, investigou-se
pela microscopia confocal se essas estruturas apresentariam autofluorescéncia ao
serem irradiadas com o laser diodo (azul; 405 nm), laser argbnio (verde; 488 nm) e

laser de estado solido (vermelho; 559 nm).

Os diferentes estagios do ciclo de vida do R. seeberi (EJ, El, EM e endosporos)
foram identificados previamente nas laminas histoldégicas coradas por H&E e
analisados para uma possivel autofluorescéncia, que foi identificada apenas nos
endosporos presentes nos EM (Figura 31). Quando a intensidade dos lasers foi
intencionalmente elevada (Fig. 31a-c) observou-se que tanto as estruturas do
hospedeiro quanto as do R. seeberi fluoresceram com a mesma intensidade. Em
seguida, a emissao dos lasers foi reduzida (Fig. 31d-f) e observou-se que os
endosporos do R. seeberi tornam-se menos visiveis pelo laser de estado solido
(vermelho), mas continuam brilhantes frente aos demais lasers. A intensidade dos
lasers foi novamente reduzida (Fig. 31g-i) até que nao fosse mais possivel observar

as ceélulas do hospedeiro nem os fendtipos do R. seeberi (Fig. 31j-1).
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Figura 31 — Autofluorescéncia dos endosporos corados por H&E.

(a-c) EM visualizado com laser diodo (405 nm; azul), argénio (488 nm; verde) e laser de estado sélido
(559 nm; vermelho) em intensidade elevada; (d-f) EM visualizado por lasers em intensidade média;
(g-i) EM visualizado por lasers em intensidade baixa; (j-) EM visualizado por lasers em intensidade

quase nula (Escalas= 80 um).
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5.3 Deteccao do DNA pelo DAPI em amostras de diferentes hospedeiros

Nas amostras utilizadas neste estudo provenientes de diferentes hospedeiros
(cavalo, gato, humano e cdo) e marcadas pelo DAPI, os nucleos de todos os
fendtipos do R. seeberi, bem como os nucleos dos hospedeiros foram identificados
pelo DAPI (fluorescéncia azul) (Figura 32). Porém, a intensidade da marcacao nao
foi a mesma entre as amostras analisadas. O DAPI se ligou fortemente ao ndcleo
das células do cavalo assim como os nucleos dos fenotipos infectantes do R.
seeberi nesse hospedeiro (Fig. 32a). Entretanto, nas amostras do gato, humano e
cdo o0s nucleos dos hospedeiros e do R. seeberi foram detectados com uma

intensidade menor que a observada na amostra do cavalo (Fig. 32c,e,q).
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Figura 32 — Intensidade da marcac&o por DAPI em amostras de diferentes hospedeiros.
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Nucleos de El e nlcleos dos seguintes hospedeiro marcados por DAPI (azul): (a) cavalo; (c) gato; (e)
cdo; (g) humano. Microscopia de luz convencional demonstrando o R. seeberi (painéis a, d, f, h)

(Escalas = 20 um).
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5.4 Marcacao dos endosporos livres (DAPI / faloidina)

Os endosporos maduros liberados pelo poro de saida dos EM foram visualizados em
contato com as células do hospedeiro, sendo que cada endosporo possuia um
nucleo com diametro entre 2 e 4 pm corado por DAPI. Nao foi identificada afinidade
da faloidina pelos endosporos do R. seeberi (Figura 33).

Figura 33 — Endosporos liberados.
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(a) Microscopia de luz convencional evidenciando os endosporos liberados de um EM com parede
celular visivel (setas) em meio a células do hospedeiro (cavalo) que apresentam nucleos picnéticos
(circulos e estruturas ovaladas); (b) mesmo campo apresentado em (a) visualizado agora por
microscopia confocal (canal azul). Os nucleos dos endosporos (setas) estdo marcados pelo DAPI. A

faloidina (canal vermelho) ndo apresentou afinidade pelas estruturas internas dos endosporos
(Escalas = 20 um).
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5.5 Marcacao do esporangio juvenil (DAPI / faloidina)

O EJ foi o fendtipo do R. seeberi mais comumente encontrado nas amostras
analisadas (Figura 34). Estes fenotipos sao esféricos, usualmente com um diametro
entre 10 e 70 pm e com nucleos centrais de didametro entre 5 e 7 um, 0s quais em
alguns fenétipos foram marcados fortemente pelo DAPI (Fig. 34b) e em outros foram
marcados mais fracamente (Fig. 34d). Devido a forma esférica destas estruturas e
dependendo da profundidade da seccédo da amostra, alguns EJ ndo demonstraram
nacleos (Fig. 34f). Quando os EJ foram identificados pelo DAPI, pequenos pontos
brilhantes de diametro entre 0,5 e 2,0 um foram visualizados (Fig. 34b,d,f). Tais
estruturas azuis também foram identificadas em El em estagios de desenvolvimento
inicial a intermediario, mas nao foram visualizados nos EM, endosporos ou no tecido
dos hospedeiros. Na maioria dos casos a faloidina ndo apresentou afinidade pelas
estruturas internas dos EJ (Fig. 34b,g), mas em alguns poucos casos foi observada

uma leve fluorescéncia vermelha interna na parede celular (Fig. 34d).
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Figura 34 — EJ marcados por DAPI e faloidina.
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Os painéis (a-d) demonstram dois EJ com ndcleos centrais e os painéis (e,f) um EJ sem nucleo
visivel. Os painéis (a,c,e) demonstram trés EJ visualizados por microscopia de luz convencional,
enquanto os painéis (b,d,f) mostram os mesmos trés EJ marcados por DAPI e faloidina. Os painéis
(b) e (d) demonstram a presenca de um ndcleo central marcado pelo DAPI, assim como pequenos
pontos azuis em torno desse nucleo. Nota-se os nucleos do hospedeiro na parte externa dos EJ.
Também pode se evidenciado que os pontos azuis ndo estdo presentes nas células do hospedeiro. O

painel (d) mostra leve reacao da faloidina na parede celular do EJ. (Escalas = 8 pm)
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5.6 Marcacéo do esporéangio intermediéario (DAPI / faloidina)

Os EI foram identificados como tais pelo seu diametro entre 70 a 290 um, pela
presenca de multiplos nucleos em diferentes estagios do ciclo nuclear e pela
auséncia de citocinese. Sempre que possivel o fendtipo foi primeiramente
identificado em uma amostra corada por H&E e, em seguida, a mesma estrutura foi
localizada por microscopia confocal em uma das seccfes do tecido marcado pelo
DAPI e faloidina. Os El podem apresentar pelo menos trés fendtipos diferenciados
entre si. A primeira forma € o El no estagio inicial da divisdo nuclear (Figura 35),
com poucos nucleos, todos sincronizados em interfase, préfase, metafase, anafase
ou teléfase. Nos ndcleos em metéafase (Fig. 35¢) os cromossomos se estendem de
forma alongada em uma area ampla, e podem ser visualizados como estruturas

ovais levemente coradas pelo DAPI (Fig. 35c; oval).
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Figura 35 — El em estéagio inicial da divis&o nuclear.
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(a) El em tecido de cavalo com rinosporidiose corado por H&E com poucos nlcleos em metafase,
que podem ser visualizados como linhas ou pontos, dependendo da posi¢do do ndcleo no momento
da seccdo (Escala = 20 um); (b) a mesma estrutura visualizada no painel (a) focalizada por
microscopia de luz convencional em uma seccdo marcada por DAPI e faloidina para ilustrar o plano
da imagem adquirida pelos lasers (Escala = 20 pm); painel (c), imagem adquirida por microscopia
confocal evidenciando nucleos difusos em metafase (contorno branco oval; setas) (canal azul; DAPI)
e a presenca da faloidina detectando uma substancia semelhante a actina (canal vermelho; faloidina)
na camada interna da parede celular do esporéngio (cabecas de seta). Alguns pontos azuis pequenos

marcados por DAPI também podem ser observados no citoplasma (Escala = 20 um).
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O segundo fendtipo é o El em um estagio intermediario da divisdo celular, no qual se
observa um nuamero maior de nucleos sincronizados em alguma fase mitética (a
maioria em profase) e diametro do esporangio maior do que o estagio anterior
(Figura 36).

Figura 36 — El em estagio intermediario da divisdo nuclear.

&
DO &

'y —

| VA

A s T

O painel (a) demonstra um EI em tecido de cavalo com rinosporidiose corado por H&E apresentando

numerosos nucleos em préfase (setas) (Escala = 20 um); painel (b), amostra marcada por DAPI e
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faloidina visualizada pela microscopia de luz convencional, apresentando pequenos pontos brancos
(setas) que correspondem aos nucleos em préfase (Escala = 20 um); painel (c), mesma estrutura
focada no painel (b) visualizada por microscopia confocal mostrando varios nucleos em préfase
marcados por DAPI (canal azul) (setas) e numerosos pontos azuis pequenos dispersos no
citoplasma, os quais sdo abundantes neste fenétipo e também visiveis nos EJ (Fig. 31) e nos El no
estagio inicial da divisdo nuclear (Fig. 32). A faloidina (canal vermelho) aderiu fortemente & camada
interna da parede celular, possivelmente detectando a presenca de uma substancia semelhante a

actina (cabecas de seta) (Escala = 20 pm).

O terceiro fendtipo é o EI em um estagio final da divisdo celular, no qual se observa
numerosos nucleos em diferentes estagios do ciclo nuclear (Figura 37). Os nudcleos
neste fendtipo sdo caracteristicamente menores (diametro entre 2 e 4 um) e
desprovidos de uma parede celular. Esse terceiro fenotipo parece ser o ultimo
anterior a citocinese e a formacéo do EM.
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Figura 37 — El em estégio final da divis&o nuclear.

O painel (a) demonstra um EI em tecido de cavalo corado por H&E apresentando humerosos nucleos
em préfase (considerando apenas um plano da esfera), possivelmente um estagio logo antes da
Unica citocinese que ocorre durante o ciclo de vida do R. seeberi (Escala = 38 um); o painel (b)
demonstra um EI marcado por DAPI e faloidina focalizado por microscopia de luz convencional no
mesmo plano em que sera excitado pelos lasers (Escala = 25 um); o painel (c) demonstra que a
faloidina detectou fortemente a camada interna abaixo da parede celular (setas), indicando que uma
substancia semelhante & actina estd sendo expressada neste local. Ainda é possivel observar a
presenca de pequenos pontos azuis dispersos no citoplasma do R. seeberi, ausentes no tecido do

hospedeiro (Escala = 20 pm).
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Em todos os fendtipos dos El e, independentemente de seu estigio de
desenvolvimento, foi observada uma camada interna espessa logo abaixo da parede
celular a qual a faloidina (vermelha) se ligou ativamente. Quando a intensidade do
laser de estado sélido (559 nm; vermelho) foi aumentada intencionalmente no
controle negativo, essa camada interna especificamente nao apresentou
autofluorescéncia, sugerindo que a faloidina realmente detectou uma substancia

semelhante a actina expressada ativamente nos fenotipos (Figura 38).

Figura 38 — Controle negativo ndo apresenta autofluorescéncia na camada interna abaixo da

parede celular do EI.

(&) El marcado por DAPI e faloidina visualizado por microscopia confocal, demostrando a deteccéo
pela faloidina (canal vermelho) de uma substancia semelhante a actina presente na espessa camada
interna logo abaixo da parede celular (setas); em (b) observa-se um fenétipo semelhante ao
apresentado no painel (a), demonstrando um EI utilizado como controle negativo visualizado pelo
laser de estado sélido (559 nm; vermelho) com uma intensidade intencionalmente elevada. Nota-se
gue apenas a parede celular do esporangio esta autofluorescente, enquanto a camada interna logo

abaixo (detectada pela faloidina no painel (a) ndo apresenta autofluorescéncia (setas) (Escalas = 20

pum).

5.7 Marcacao do esporangio maduro (DAPI / faloidina)

Os EM foram identificados pelo seu enorme tamanho com didmetros = 300 um e
pela presenca de numerosos endosporos com diametro entre 5 e 12 um envolvidos

por uma parede celular (Figura 39).
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Figura 39 — Esporangio maduro.

O painel (a) mostra um EM de grande tamanho, com parede celular fina, preenchido por inimeros
endosporos com parede celular (H&E) (Escala = 35 um); o painel (b) mostra um EM de uma amostra
de cavalo marcada com DAPI e faloidina, visualizada por microscopia de luz convencional
demonstrando um EM preenchido por endosporos imaturos (circulo branco) e maduros (circulos
vermelhos) (Escala = 35 pum); painel (c) mostra a mesma estrutura apresentada no painel (b) marcada

pelo DAPI e faloidina, visualizada por microscopia confocal. Nota-se a deteccdo dos nucleos dos
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endosporos e do hospedeiro pelo DAPI (canal azul) e auséncia de captacdo da faloidina (canal
vermelho) proxima a parede celular (setas brancas) (Escala = 60 um).

Como em um plano especifico é possivel visualizar um determinado ndmero de
ndcleos marcados pelo DAPI em apenas alguns endoporos, uma sequéncia de
fotografias foi obtida em diferentes planos de profundidade ao longo dos 5 pm de
espessura da secc¢ao do tecido, e observou-se que os endosporos dispostos nesses

diferentes planos também apresentaram nucleos marcados pelo DAPI (Figura 40).
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Figura 40 — Nucleos dos endosporos visualizados em diferentes planos.
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Os painéis (a-h) mostram a sequéncia de fotos de um EM e o tecido do hospedeiro em diferentes
planos de profundidade (5 um de espessura). As setas indicam os nucleos dos endosporos que
surgem na passagem de um plano para o outro e as estruturas circulares/ovais indicam nucleos dos
endosporos que deixam de ser visualizados de um plano para o outro (a-h). O painel (i) demonstra o
esquema tridimensional do tecido: a primeira fatia do cubo representa o plano focal da primeira
imagem (a) e assim sucessivamente de modo que a Ultima fatia representa o plano focal da ultima

imagem (h).

Os endosporos maduros (4 a 12 um de diametro) estao localizados na regiao central
do EM e proximos ao poro de saida. Em contrapartida, no lado oposto ao poro de

saida estdo localizados os endosporos imaturos (2 a 4 um de didmetro) na regiao
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denominada zona germinativa. Os nacleos marcados por DAPI foram visualizados

nos dois tipos de endosporos (Figura 41).

Figura 41 — Endosporos maduros dentro do EM e zona germinativa.
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O painel (a) mostra o tecido de cavalo marcado com DAPI e faloidina, visualizado por microscopia
convencional evidenciando a ZG formada pelos endosporos imaturos na por¢ao inferior do EM e os
endosporos maduros na porgdo central e superior (circulos vermelhos) (Escala = 20 um); painel (b)
mostra o0 mesmo campo focalizado no painel utilizando microscopia confocal. Os nucleos dos

endosporos maduros estdo marcados pelo DAPI (canal azul), sendo que neste plano em particular
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apenas os nucleos de alguns endosporos presentes no painel (a) (circulos vermelhos) séo
visualizados no painel (b) (circulo branco). A ZG pode ser visualizada na porcéo inferior do painel (b)
e em maior aumento no painel (c) contendo numerosos endosporos imaturos agrupados
proximamente, cujos nucleos estao fortemente marcados com DAPI (canal azul) e parecem surgir da
parede celular do EM (Escalas = 20 um). A faloidina (canal vermelho) ndo se ligou a nenhuma
camada interna do EM ou dos endosporos. Em (d) observa-se novamente a ZG em maior aumento,
corada por H&E (Escala = 20 pm).
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6 DISCUSSAO
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O ciclo nuclear do R. seeberi foi descrito pela primeira vez por Ashworth (1923), que
apresentou em seu trabalho figuras ilustrando nudcleos de esporangios imaturos
durante os diferentes estagios mitéticos. Esse pesquisador também foi o primeiro a
levantar a hipotese de que a condensacéo do material nuclear desse microrganismo
levaria a formacgdo de quatro cromossomos. A sua hipétese foi baseada, no fato da
observacdo de quatro protuberancias no nucleo de um esporangio juvenil em
préfase, como na figura 4, demonstrada por Mendoza e Vilela (2013).
Posteriormente, Azevedo (1958) e Karunaratne (1964) reiteraram a teoria de
formacdo de quatro cromossomos durante a profase. Apenas recentemente,
Mendoza e Vilela (2013) descreveram as atividades nucleares dos fenétipos do R.
seeberi encontrados em tecidos infectados corados por H&E e, desta forma,
elucidaram um enigma de mais de 100 anos. O problema deste estudo € que a
atividade nuclear do microrganismo foi investigada utilizando caracteristicas
morfolégicas apresentadas pelos fenoétipos identificados em tecidos corados por
H&E.

Por isso, com a utilizacdo do DAPI, que se liga especificamente ao DNA, nossos
resultados confirmam os achados de Mendoza e Vilela (2013), bem como validam as
observagdes anteriores de Ashworth (1923), Azevedo (1958) e Karunaratne (1964).
N6s confirmamos que o R. seeberi possui de fato uma maquinaria nuclear
sofisticada que envolve multiplas divisdes nucleares sincronizadas. A citocinese
ocorre apenas uma vez, no estagio final entre a fase do El e EM (MENDOZA E
VILELA, 2013). Essa maquinaria nuclear Unica parece ser notavelmente semelhante
a recentemente descrita no ciclo de outros microrganismos filogeneticamente
proximos da classe Mesomycetozoea, a saber. Creolimax fragrantissima e
Sphaeroforma arctica. Estes também apresentam em certo estagio do seu ciclo de
vida, divisbes nucleares sincronizadas sem citocinese (SUGA E RUIZ-TRILLO,
2013). Considerando-se essa semelhanca, € provavel que outros microrganismos
fenotipicamente e filogeneticamente relacionados ao R. seeberi, tais como,
Amphibiothecum  penneri  (FELDMAN, WIMSATT E GREEN, 2005),
Amphibiocystidium ranae (PEREIRA et al., 2005), Dermocystidium spp. (EIRAS E
SILVA-SOUZA, 2009) e outros microrganismos da classe Mesomycetozoea
similares, também possuam um comportamento nuclear semelhante. Tais

similaridades podem ser relevantes para o desenvolvimento de drogas especificas,
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que teriam eficacia para o tratamento das infeccOes promovidas por estes
microrganismos andémalos. A investigacdo de novos alvos farmacoldgicos seria
importante para elucidar a evolucdo dos mecanismos de multicelularidade e controle
do ciclo celular. Os estudos de Suga e Ruiz-Trillo, (2013) assim como os resultados
de nossa investigacdo poderiam ser utilizados como modelo para a compreenséo

das teorias sobre a origem da multicelularidade dos organismos multicelulares.

Uma caracteristica preponderante do ciclo nuclear no R. seeberi é a visivel reducéo
do tamanho nuclear ao longo da progressdo do seu ciclo celular. Apesar de
Ashworth (1923), Azevedo (1958) e Karunaratne (1964) terem ilustrado com
fotografias a atividade nuclear desse microrganismo, esses autores, hao
mencionaram essa reducdo do tamanho dos nudcleos ao longo do processo de
maturacdo dos esporangios. Entretanto, encontramos que o nucleo central dos EJ
era maior do que aqueles presentes nos El e EM, como esta ilustrado nas figuras: 4,
7, 8, 33, 34, 36, 37, 38 e 41. Karunaratne em 1964, também ilustrou com numerosas

figuras os mesmos fendtipos encontrados em nossa investigacao.

Em nosso estudo, observamos que 0s EJ sempre apresentavam um nucleo com
diametro entre 5 e 7 um, em contraste com o tamanho do nucleo do hospedeiro, cujo
diametro varia entre 9 e 12 um (Figura 34). A medida que a divisdo nuclear progride,
os El desenvolvem numerosos nucleos com diametro entre 2 e 5 um sem parede
celular. No estagio final de desenvolvimento dos El observa-se a presenca de
ndcleos com diametro entre 2 e 4 um (figuras 33 a 38). Curiosamente, 0s
endosporos (5 a 12 uym de diametro) dentro dos EM sempre apresentaram um
ndcleo com diametro entre 2 e 4 um, o que ja havia sido relatado por outros autores
por meio de achados por microscopia eletrénica (KANNAN-KUTTY E TEH, 1975;
MENDOZA E VILELA, 2012; PEREIRA et al., 2005; VANBREUSEGHEM, 1973).
Além disso, com base nas dimensfes nucleares e na intensidade do brilho do DAPI,
acredita-se que o tamanho do genoma do R. seeberi € possivelmente pequeno.
Essa hipotese estaria de acordo com as nossas observacdes, de que os EJ
apresentam menor intensidade do DAPI, uma vez que possuem maior dimensao
nuclear e a cromatina estaria dispersa em um volume maior, como se ilustra na
Figura 34. Em contraste, os nucleos dos El e endosporos apresentaram um brilho

mais intenso do DAPI ilustrado nas figuras 36 e 37. Isto poderia ser explicado pela
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compactacao do material nuclear o que ocuparia um volume menor (figuras 36 e
37).

O achado de numerosas particulas minutas que retém o marcador DAPI (azul),
intensamente brilhantes, com diametro entre 0,5 e 2,0 um, dispersas no citoplasma
dos EJ e EI foi um encontro inesperado (figuras 34 a 38). Notavelmente, essas
particulas azuis sempre observadas nos EJ e El, ndo foram visualizadas em nenhum
momento nos EM, endosporos ou no tecido dos hospedeiros (figuras 39 a 41). Herr
et al (1999b) demonstraram por microscopia eletronica a presenca de numerosas
mitocondrias de crista plana nos El do R. seeberi. Baseados neste fato e na
caracteristica natural que possui o marador DAPI de ligar-se a fita dupla do DNA
(KUBOTA Y., KUBOTA K. E TANI, 2000), essas particulas puntiformes poderiam ser
interpretadas como o DNA mitocondrial. A utilizagdo do DAPI para a deteccao de
DNA mitocondrial ja foi demonstrada por outros autores (Dellinger e Géaze, 2001). E
possivel que o numero de mitocondrias observado por esses autores e o numero de
particulas marcadas de azul no nosso estudo, sugere que 0s esporangios do R.
seeberi necessitem de grande quantidade de energia para completar suas divisbes
nucleares sincronizadas. Estruturas semelhantes marcadas por DAPI tém sido
descritas em outros sistemas (DELLINGER E GEZE, 2001; MIYAKAWA et al., 1987;
SHIIBA et al., 1997).

A presengca de uma “zona germinativa” (ZG) nos EM do R. seeberi tem sido
reportada por diversos autores (AZEVEDO, 1958; BADER E GRUEBER, 1970;
MENDOZA et al.,, 1999; VILELA E MENDOZA, 2012). Esta zona estd sempre
localizada no lado oposto ao poro de saida e contém endosporos imaturos pequenos
com diametro entre 3 e 5 um (AZEVEDO, 1958; MENDOZA et al., 1999). Azevedo
(1958) e Bader e Grueber (1970) foram os primeiros a descrever essa area intrigante
dos EM. Os autores sugeriram que 0S pequenos endosporos imaturos pareciam ser
ativamente formados nessa regido. Azevedo (1958) ilustrou suas observagbes com
diversas figuras mostrando o desenvolvimento dos pequenos esporos diretamente
da parede celular dos EM. Mendoza et al. (1999) e Vilela e Mendoza (2012) também

identificaram a producéo de novos endosporos nessa mesma regiao.
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Nossos dados utilizando DAPI confirmam que a ZG € preenchida por centenas de
endosporos imaturos agrupados, cujos nucleos marcados por DAPI possuem
diametro entre 2 e 4 um (Figura 41). Esses endosporos parecem ter sido formados
“de novo” nessa regido, como previamente descrito por diversos autores (AZEVEDO,
1958; BADER E GRUEBER, 1970; MENDOZA et al., 1999; VILELA E MENDOZA,
2012). Baseado nessas observacfes, nosso estudo sugere que o R. seeberi
desenvolveu uma nova estratégia para garantir sua sobrevivéncia nos hospedeiros
infectados. E provavel que, além da produc&o de milhares de endosporos a partir da
divisdo nuclear sincronizada sem citocinese, a ZG seja ativada no estagio final da
formagdo dos EIl para iniciar a produgdo “de novo” dos endosporos. Durante
experimentos in vivo, Mendoza et al. (1999) observaram que os EM frescos
continuam desenvolvendo novos endosporos a partir da ZG, mesmo 24 horas apés
o inicio da liberacdo dos endosporos. Os autores também mencionam que 0s
pequenos endosporos imaturos produzidos na ZG, atingem a maturidade de um
endosporo (5 a 12 um de diametro) a medida que avancam para o centro do EM em
direcdo ao poro de saida, o que sugere a total maturacdo antes da liberacdo. Essa
nova estratégia € um salto evolutivo do R. seeberi para promover a sobrevivéncia
desse patdégeno em ambientes desfavoraveis; uma abordagem ainda a ser relatada
em outros eucariotas. Acredita-se que a formacao da parede celular em torno de
cada nucleo ocorre no estagio final dos EI. Neste momento, 0s esporangios atingem
um diametro < 300 ym e tornam-se maduros. A citocinese é um evento Unico que

ocorre, mais provavelmente, em um EI com fenétipo semelhante ao da Figura 33.

Um encontro intrigante foi a intensa deteccdo pela faloidina de uma substancia
semelhante a actina. Esta substancia estava presente na camada interna abaixo da
parede celular dos El. Quando o controle negativo foi sobreposto ao Actin Red™ 555
(TRITC) no canal 3 (laser de estado solido / excitagdo: 559 nm / filtro de emissé&o:
575-675 nm; vermelho) esta camada interna ndo demonstrou auto-fluorencéncia
(Figura 38). Essa substancia, apesar de caracteristicamente presente em todos 0s
El, foi levemente detectada na fina camada interna de alguns EJ (Figura 33).
Entretanto, ndo foi identificada em nenhum dos EM ou endosporos (figuras 39 a
41). A expressdo de um material antigénico na camada interna dos El foi descrita
(HERR et al., 1999a). Esses pesquisadores notaram que a camada interna dos El e

EM foi intensamente detectada por anticorpos presentes no soro de pacientes com
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rinosporidiose. A localizacdo dessa substancia antigénica descrita por Herr et al.
(1999a) nos EI mostra que esta pode ser a mesma substancia semelhante a actina
detectada do nosso estudo. Entretanto, os anticorpos presentes no soro dos
pacientes infectados também identificaram a camada interna dos EM. Em nosso
estudo, a faloidina n&o detectou a camada interna dos EM. E possivel, entdo, que a
camada interna original dos EIl tenha sofrido modificagbes consideraveis, as quais
nao interferiram nas propriedades antigénicas nos EM, mas, provavelmente, sua
estrutura quimica foi modificada. Estruturas incomuns da actina ja foram reportadas
em outro estudo (ALLIGHAM, KLENCHIN E RAYMENT, 2006) e, desta forma, nosso
achado é relevante para o desenvolvimento de novos alvos farmacolégicos para o

tratamento da rinosporidiose.

Uma hipodtese a ser verificada no inicio deste estudo era se os filamentos presentes
junto aos nudcleos em divisdo corados por H&E eram compostos por actina.
Entretanto, em nenhum dos ElI em divisdo nuclear foi observada a ligacdo da
faloidina no entorno dos nucleos. Considerando essa observacdo, podemos sugerir
primeiramente que os filamentos do fuso mitdtico do R. seeberi ndo contém actina.
Contudo, outra possibilidade é que a actina nesse patdégeno possua alguma
modificacdo estrutural que dificulte ou impossibilite sua deteccdo pela faloidina,
como no caso de parasitos apicomplexos, como o Plasmodium sp. Estes parasitos
possuem filamentos muito curtos de actina, o que resulta numa baixa resolucéo por
microscopia de fluorescéncia (SCHMITZ et al., 2005; SCHULER, MUELLER E
MATUSCHEWSKI, 2004).

Algumas amostras de tecido utilizadas em nosso estudo apresentaram diferentes
capacidades de reter o DAPI e a faloidina. Por exemplo, o tecido do cavalo
apresentou uma forte capacidade de marcacéo para os dois fluorocromos. Por outro
lado, os tecidos do gato, cdo e humano apresentaram diferentes intensidades de
marcacao, sendo todas inferiores a intensidade apresentada pelo tecido do cavalo
(Figura 32). E importante ressaltar que a amostra do cavalo foi fixada em formalina
em 2009, enquanto as outras trés amostras foram fixadas ha dez ou mais anos.
Com base nessas observagbes, € provavel que a idade das amostras interfira
diretamente na capacidade de ligacdo dos marcadores utilizada na microscopia

confocal. Além disso, a amostra do cédo, especificamente, recebeu um tratamento
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um pouco diferente. Uma vez que ndo possuiamos o bloco de parafina da amostra,
utilizamos uma lamina corada por H&E, a qual foi descorada e posteriormente
submetida aos protocolos de marcacdo com DAPI e faloidina. Esse processo de
descoloracdo, além da idade da amostra, podem ter influenciado na menor
intensidade do DAPI e faloidina. Entretanto, este inconveniente ndo foi um problema
para a identificagdo da atividade nuclear nas estruturas presentes nas amostras.

Finalmente, os endosporos dentro dos EM apresentaram sutil autofluorescéncia nas
amostras coradas por H&E, principalmente com o laser diodo (405 nm; azul) e
argbnio (488 nm; verde) (Figura 31), enquanto os demais fenoétipos (EJ e EI) ndo
apresentaram fluorescéncia. Este resultado é semelhante ao observado para a
autofluorescéncia por luz UV, descrita por outros autores (SENBA, 1985; ALONSO,
1987).

E importante ressaltar que nas laminas coradas por H&E toda a estrutura dos
endosporos estava fluorescente e nao foi observada fluorescéncia na ZG, ao
contrario das amostras marcadas com DAPI nas quais apenas o nucleo dos
endosporos maduros e dos imaturos (ZG) brilharam intensamente (Figura 41).
Nenhum dos fendtipos do R. seeberi presentes na amostra ndo marcada (controle
negativo) apresentou autofluorescéncia, o que indica que a fluorescéncia observada

nas amostras marcadas pelo DAPI e faloidina é confidvel, ou seja, proveniente

apenas da ligacao especifica dos marcadores selecionados para 0 nosso estudo.
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7 CONCLUSAO
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Nos ultimos 100 anos os investigadores descreveram estruturas nucleares
nos endosporos contidos dentro dos EM do R. seeberi. Recentemente,
estudos reforcam que este microrganismo anémalo, possui fases mitoticas
préprias de um organismo eucarionte. O resultado desta investigacao
confirma que as estruturas anteriormente observadas contém acidos

nucléicos.

Os filamentos de actina nuclear ndo foram visualizados com a utilizacado da
metodologia proposta. Entretanto, o reativo de faloidina, detectou uma
substancia semelhante & actina nas camadas internas dos El.
Interessantemente, os EM e o0s endosporos estavam desprovidos desta

substancia.

A microscopia confocal demonstrou possuir uma resolugdo maior, além de
proporcionar imagens de terceira dimensdo. Comparativamente com as
técnicas de fluoréncia convencionais, a microscopia confocal demonstrou

possuir auto-fluorescéncia minima nos endosporos corados com H&E.

A coloracdo de H&E é utilizada para demonstrar a estrutura tecidual em um
anico plano, enquanto a microscopia confocal possibilita 0 uso de marcadores
especificos e, as estruturas podem ser visualizadas em diferentes planos.
Esta caracteristica possibilitou a visualizacdo dos nucleos dos diferentes

fendtipos do R. seeberi.

O ciclo de vida do R. seeberi foi amplamente estudado desde sua descricao
no ano de 1900. Em termos gerais, o ciclo celular comec¢a com a formacao
dos endosporos dentro dos EM. Estes séo liberados para o tecido, onde os
mesmos aumentam seu volume devido a multiplicacdo dos nucleos internos,
gue cumina com a formacgéo do EM. Assim, o ciclo se repete. Esta descricao
classica contrasta com o0s resultados publicados recentemente e nos
resultados deste estudo. Estas observagfes demonstraram que o R. seeberi
possui um ciclo nuclear complexo incluindo a multiplicagdo nuclear sem
citocinese, e a formacdo de endosporos procedente de uma regido

denominada zona germinativa.
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8 PERSPECTIVAS
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8.1 Tratamento

O nosso estudo demostrou que o R. seeberi possui um ciclo nuclear complexo, que
inclui divisbes nucleares sem citocinese. Este fato indica que durante o ciclo nuclear
deste microrganismo, a expressao de proteinas reguladoras deste processo poderia
ser utilizada como alvos para a pesquisa de novos farmacos para o tratamento desta

enfermidade que resiste as terapias convencionais presentes no mercado.

8.2 Diagno6stico molecular

Devido as interpretacfes confusas propostas por varios autores, caracterizando o R.
seeberi como cianobactéria, fungo, alga ou protista, nosso estudo indica que a
utilizacdo de sondas moleculares, por hibridizacdo “in situ”, poderia ser de grande
ajuda para detectar os procesos de divisdo nuclear ainda a serem pesquisados

durante o ciclo de vida deste organismo anémalo.

8.3 Caracterizacao filogenética

Os estudos filogenéticos convencionais tem sido baseados no sequenciamento do
rRNA, a saber: 18S e ITS. Os resultados do presente estudo mostram que o R.
seeberi possui proteinas relacionadas com a divisdo nuclear sem citocinese (e,
portanto, Unicas deste microrganismo) que poderiam acrescentar novos parametros

a serem utilizados para validacédo dos estudos filogenéticos até entdo publicados.
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