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RESUMO

A onicomicose € uma infecdo flngica que acomete as unhas das maos e dos pés,
podendo ser causada por leveduras, dermatdéfitos e outros fungos filamentosos. Os dermatéfitos
sdo conhecidos por possuirem um biotropismo especial por tecidos e estruturas queratinizadas,
quando esse grupo de fungo acomete as unhas denominamos especificamente de dermatofitose
ungueal. Portanto, o objetivo do presente estudo é avaliar o potencial patogénico de espécies de
Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton em modelo de infeccdo in vitro da
dermatofitose ungueal, assim como os aspectos morfoldgicos relacionados aos mesmos. Os
isolados foram obtidos da Colecédo de Cultura Micoteca URM e do Laboratério de Micologia
Médica da Universidade federal de Pernambuco (UFPE). Foram preparadas suspensdes
padronizadas dos isolados em salina esterilizada. Em seguida, vertidos separadamente cada
suspensao sobre as unhas contidas nas placas de Petri e mantidas a temperatura de 27°C e 37°C.
O experimento foi conduzido através de observagdes macroscépicas e microscopicas das unhas
durante 21 dias e acompanhado em intervalo de 7 dias. Para a analise estatistica utilizamos o
SPSS versdo 18 e o teste exato de Fisher, com o nivel de significancia de 5%. O modelo
experimental constatou estatisticamente que os isolados testados se desenvolveram melhor a
27°C do que a 37°C, além disso as unhas que apresentavam reentrancias eram mais susceptiveis
ao desenvolvimento do fungo. Quanto a patogenicidade, isolados de T. rubrum apresentou-se
mais patogénico quando comparado as outras espécies. Todavia, podemos inferir que os 3
géneros de fungos testados apresentaram um potencial capaz de obter nutrientes a partir da

degradacéo da queratina, sendo potenciais agentes causadores de onicomicose.

Palavras-chave: Dermatofitose. Fungos filamentosos. Onicomicose. Unhas.



ABSTRACT

Onychomycosis is a fungal infection that affects the nails of the hands and feet, and can
be caused by yeasts, dermatophytes and other filamentous fungi. Dermatophytes are known to
have a special biotropism by tissues and keratinized structures, when this group of fungi affects
like nails specifically called nail dermatophytosis. For example, the objective of the present
study is to evaluate the pathogenic potential of Trichophyton, Microsporum and
Epidermophyton species in an in vitro infection model of nail dermatophytosis, as well as the
morphological aspects related to them. The isolates were obtained from the Micoteca URM
Culture Collection and the Medical Mycology Laboratory of the Federal University of
Pernambuco (UFPE). Standard suspensions of the isolates were prepared in sterile saline.
Thereafter, each suspension was poured over as nails contained in Petri dishes and maintained
at 27°C and 37°C. The experiment was conducted by microscopic and microscopic observations
of the units for 21 days and monitored at 7 day intervals. For analytical analysis, SPSS version
18 and Fisher's exact test, with a significance level of 5%. The experimental model showed
statistically that the tested isolates developed better at 27 ° C than at 37 ° C, and nails with
recesses were more susceptible to fungus development. As for pathogenicity, T. rubrum isolates
were more pathogenic when compared to other species. However, we can infer that the 3 genera
of fungi tested showed a potential capable of obtaining nutrients from the degradation of

keratin, being potential agents that cause onychomycosis.

Keywords: Dermatophytosis. Filamentous fungi. Onychomycosis. Nails.
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1 APRESENTACAO

1.1 CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

A dermatofitose € uma micose superficial, causada por fungos denominados
dermatofito, microrganismos que possuem um biotropismo especial por tecidos de estruturas
queratinizadas. Tradicionalmente, as dermatofitoses séo classificadas clinicamente de acordo
com as localizagdes anatbmicas afetadas por esses fungos. A denominacdo de cada tipo de
dermatofitose é feita adicionando-se um nome latino que designa o local do corpo afetado a
palavra tinea. A tinea unguium, por exemplo, € mais comumente conhecida como dermatofitose
ungueal ou ainda onicomicose, sendo que esse ultimo termo é comumente utilizado para todos

0s grupos de fungos que acomentem as unhas (ELY et al., 2014; SANTOS et al., 2002).

Nessa perspectiva, a onicomicose ¢ uma infecdo flngica que acomete as unhas das
maos e dos pés, podendo ser causada por leveduras, dermatéfitos e outros fungos filamentosos.
Estima-se que 15% a 40% de todas as onicopatias estdo relacionadas as micoses de unha, além
disso, é 20 vezes mais comum o acometimento das unhas dos pés do que das unhas das maos.
Na populagéo em geral, estima-se que 2 a 9% apresentem essa disfungéo, sendo que a cada
década esses nimeros vém aumentando, o que podemos correlacionar também com o aumento
de doencas como diabetes, imunodepressfes, psoriase e realizacdo de atividades esportivas
associadas ao uso de calcados inadequados que produzem micro-traumatismos continuos nas
unhas (NAZAR et al., 2012; SCHMITT et al., 2013; CHIACCHIO et al., 2013; HAN et al.,
2014).

Nos adultos, as onicomicoses sdo 30 vezes mais incidentes quando comparado as
criancas. Ademais, é importante enfatizar que 10-15% da populacdo humana pode vir a ser
acometida por qualquer espécie de fungo no decorrer da vida, sendo eles dermatéfitos ou néo.
Os dados séo ainda mais preocupantes na populagédo idosa, visto que a onicomicose acomete
mais de 90% desses individuos. No Brasil, estima-se que havera 34 milhdes de idosos em 2025,
levando o pais a 62 posicao entre os mais envelhecidos do mundo. Além disso, a Organizacdo
Mundial de Saude prevé que até 2025 serdo 1,2 bilhdes de pessoas com mais de 60 anos no
mundo. Portanto, nessa perspectiva, a onicomicose tem representado uma importante causa de
déficit na qualidade de vida. (SCHALKA et al., 2012; VASCONCELLOS et al., 2013).
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A elevada prevaléncia das onicomicoses esta relacionado a alguns fatores, incluindo:
predisposicdo geneética, comorbidades (como a diabetes e imunodepressdo), sedentarismo,
tabagismo, habitos higiénicos e ocupacionais, além da questao climéatica e ambiental (ARRUA
et al.,, 2015). Além disso, A onicomicose ndo sO representa um problema estético para o
paciente, mas pode afetar suas atividades diarias como andar ou exercitar. Ademais, a aparéncia
das unhas pode inibir o individuo de usar sandalias, favorecendo dessa forma o uso de sapatos
fechados tornando o processo ainda mais oportuno para o desenvolvimento fungico (SALAS-
CAMPOS et al., 2012).

Nessa perspectiva, é evidente que o comprometimento fungico das unhas é
considerado um problema de satde publica, uma vez que é transmitido de pessoa para pessoa,
tem alta ocorréncia entre a populacdo, é muito dificil de tratar e seu aparecimento pode ser
facilitado pelas atividades modernas, como exercicios em ginasios, uso de piscinas e banheiros
publicos. Além disso, como citado anteriormente, possui elevada frequéncia associada a
morbidades, bem como outros fatores de predisposicdo (BARALDI et al., 2014; SALAS-
CAMPOS et al., 2012).

Ademais, por ser uma doenga que ndo requer notificagdo compulsoria, ndo ha uma
estatistica real da incidéncia. Além disso, a onicomicose em alguns casos reflete uma baixa
autoestima interferindo no estado psicolégico dos pacientes (SALAS-CAMPOS et al., 2012).
Portanto, 0 objetivo do presente estudo é avaliar o potencial patogénico de espécies de
Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton em modelo de infeccdo in vitro da

dermatofitose ungueal, assim como os aspectos morfolégicos relacionados aos mesmos.
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1.2 JUSTIFICATIVA

O tema sugerido acrescentara novas explanacdes correlacionadas ao estudo da
dermatofitose ungueal, visto que se trata de uma onicomicose com afec¢fes muito frequentes
na pratica dermatoldgica. Além disso, mesmo que seja considerada uma doenca comum, ainda
é vista por varios autores como uma micose superficial de dificil tratamento, e segundo Ballesté
et al., (2003) ainda que se realize o diagndstico correto associado a uma medicacdo apropriada,

um a cada cinco pacientes ndo obtém a cura.

Ainda segundo Tosti & Elewski (2016) o manejo efetivo da onicomicose geralmente
requer muitos meses de tratamento. Sendo possivel ocorrer recidivas dentro de um ano ou mais
apos a infeccdo ter sido erradicada, o que provavelmente acontece com mais da metade dos
pacientes que foram considerados tratados com sucesso. De acordo com a literatura, as taxas de
reinfeccdo estdo entre 20 a 25% enquanto que as taxas de recorréncia que variam de 6,5 a 53%.
Todavia, sugere-se que a taxa de recorréncia real pode ser superior a 10%, uma vez que 0S
ensaios clinicos populacionais, geralmente, ndo sdo representativos e muitas vezes tonar-se

dificil de acompanhar os pacientes cuja doenca se repete.

E importante destacar que a onicomicose afeta 13% da populagio em geral e 25% da
populacdo geriatrica e diabética, sendo, assim, considerado um problema estético de grande
importancia. Ademais, deve-se considerar que essa onicopatia gera resultados emocionais e
sociais negativos aos individuos afetados, visto que grande parte dos casos, pessoas com
onicomicose sao vistas com estranhamento em relacao a seus habitos higiénicos, afetando dessa
forma na autoestima e influenciando até na convivéncia laboral com os demais (GHANNOUM
etal., 2015).

Além disso, a onicomicose esta condicionada a diferentes ocupacdes como
manipuladores de alimentos, agricultores, esportistas e diaristas, impedindo-os de desenvolver
normalmente suas fungdes. Desse modo, a reeintegracdo dessas pessoas as suas tarefas
habituais, a quantidade de unhas afetadas e a extenséo das lesdes, assim como a pesquisa do
respectivo agente causal podem gerar gastos consideravéis ao Sistema Unico de Saude — SUS
(GHANNOUM et al., 2015).

Por conseguinte, nota-se a importancia desse tema, o que indica a necessidade de
pesquisas mais aprofundadas relacionadas a essa micose superficial. Portanto esse projeto

desenvolveu um modelo in vitro da dermatofitose ungueal, o qual possibilitarad até mesmo



15

exclarecimentos a respeito das estratégias de instalagdo, sobrevivéncia e permanéncia

desenvolvidas pelas diferentes espécies de fungo causadores da dermatofitose.
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1.3 OBJETIVOS
1.3.1 Objetivo Geral

e Avaliar o potencial patogénico de espécies de dermatofitos em modelo in vitro da

dermatofitose ungueal, assim como seus aspectos morfologicos.

1.3.2 Objetivos Especificos

e Selecionar, reativar e autenticar taxonomicamente culturas de dermatéfitos estocadas
Micoteca URM:;

e Induzir in vitro 0 modelo da dermatofitose ungueal a partir de culturas estocadas na
Micoteca URM;

e Auvaliar o tempo de formacéo da infecgdo nos fragmentos ungueais;
e Analisar a influéncia da temperatura durante o processo de infeccao;
e Relacionar a patogenicidade entre as espécies de dermatéfitos estudadas;

e Avaliar caracteristicas morfologicas do dano ungueal, pés modelo de infec¢éo;
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 DERMATOFITOS

Dermatdfito é a denominagao atribuida ao grupo de fungos filamentosos que possuem
caracteristicas taxondémicas, morfolégicas, fisioldgicas e de antigenicidade semelhantes. Nesse
sentido, representam um importante grupo de fungos queratinofilicos, ou seja, capazes de
digerir e obter os nutrientes a partir da queratina, a qual esta presente na pele, pelos e unhas
(SIDRIM, 2004; AQUINO et al., 2007).

Em geral, os dermatofitos, compreendem trés géneros: Trichophyton, Microsporum e
Epidermophyton. O género trichophyton tem como espécies mais importantes: T. rubrum, T.
mentagrophytes, T. tonsurans, T. schoenleinii, T. violaceum e T. verrucosum, ja 0 género
Microsporum compreende espécies como M. canis, M. gypeseum, M. audouinii, M. cookei e M.
nanum. Enquanto que o género Epidermophyton integra uma Unica espécie importante: E.
floccosum (SANTOS et al., 2002).

De acordo com o habitat primério e afinidade por hospedeiros, os dermatofitos podem
ser classificados em trés grupos: geofilicos, zoofilicos e antropofilicos (PERES et al., 2010;
SIMPANY A, 2000). Os geofilicos sdo considerados saprofitas do solo, e possuem a capacidade
de colonizar tecidos queratinizados em processo de decomposi¢do, como cascos, chifres, pélos,
penas e escamas. Portanto, eles podem infectar seres humanos e animais, embora poucas
espécies do grupo possuam esta capacidade, um exemplo é o Microsporum gypseum
(SIMPANYA, 2000).

Enquanto que os dermatofitos zoofilicos parasitam preferencialmente animais, séo
responsaveis por cerca de 30% das dermatofitoses humanas e geralmente provocam uma
inflamacdo aguda (PERES et al., 2010). Sendo pertencente a este grupo o Microsporum canis,
o qual infecta principalmente animais domésticos como cdes e gatos, facilitando a
contaminacdo em ambiente domiciliar e, consequentemente, favorecendo o aparecimento de
lesGes dermatofiticas nos individuos que possuem contato com estes animais (SIMPANYA,
2000).

Ja as espécies antropofilicas parasitam preferencialmente seres humanos, e por isso sao
os mais frequentes agentes causadores de dermatofitoses. Além disso, representam cerca de

70% das infeccOes nesses hospedeiros, causando uma infeccdo cronica e de progresséao lenta,
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sugerindo que o fungo tenha se adaptado ao hospedeiro humano (PERES et al., 2010). Portanto,
Estes fungos raramente acometem outros animais ou conseguem sobreviver no solo. Entre 0s
exemplos, destacam-se Trichophyton rubrum, T. mentagrophytes, T. tonsurans e
Epidermophyton floccosum (SIMPANY A, 2000).

O modo de transmissao desses fungos ocorre pelo contato direto com seres humanos ou
animais infectados, ou indiretamente através do trato com fontes contaminadas, como o solo
por meio da inoculagdo no tecido e fomites (AQUINO et al., 2007; PIRES et al., 2013), e as
formas clinicas variam de acordo com o0 agente etiologico (espécie) e o sitio anatbmico

acometido.

Quanto aos sintomas, considera-se que podem ser brandos ou severos dependendo do
estado imunolégico do hospedeiro, além disso, geralmente ndo ocorre invasdo de tecidos
subcuténeos ou Orgdos internos. Ademais, as lesdes caracteristicas nas infeccdes de pele sdo
circulares, eritematosas e pruriginosas, sendo consequentes da acdo direta do fungo ou de
reacdes de hipersensibilidade ao microorganismo e/ou a seus produtos metabolicos. Enquanto
que as infec¢des de unha, conhecidas como onicomicose, podem ocorrer descolamento das
bordas, espessamento da placa ungueal, aparecimento de manchas brancas e até mesmo a
distrofia total das unhas (PERES et al., 2010)

2.2 DERMATOFITOSE UNGUEAL

Onicomicoses sdo manifestacdes clinicas causadas por variados fungos, os quais sdo
responsaveis por quase metade de todas as alteragdes das unhas vistas na pratica dermatoldgica
(JINNA et al., 2015). Os dermatdfitos se destacam como principal causador dessa importante
condicdo clinica, uma vez que sdo os fungos mais frequentes, ganhando a denominacédo de
dermatofitose ungueal (YUE et al., 2015).

De acordo com Ribeiro et al. (2014) os dermatofitos sdo isolados em 75% dos casos de
Onicomicoses, seguidos por espécies de Candida com 18 — 20% e outros fungos filamentosos
responsaveis por 1-5% das infec¢6es. Para Chiacchio et al. (2013) trés grupos de fungo podem
causar a onicomiose, entretanto os dermatofitos sdo os agentes causadores de 80-90% dos casos;
sendo mais comum o T. rubrum com 71% e T. mentagrophytes com 20%. Sendo importante
salientar que raramente o género Microsporum ocasiona a dermatofitose ungueal (ZANARDI
etal., 2008). Enquanto que as leveduras ficam apenas com 7% de todos 0s casos, evidenciando,
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dessa forma, Candida albicans como o agente mais comum dentre esse grupo, restando aos

outros fungos filamentosos somente 2% da totalidade dos casos.

O diagnadstico preciso € de fato muito importante para que se obtenha um tratamento
efetivo. Faz-se necessario, portanto, a identificacdo das mudancas nas unhas, na clinica médica
dermatoldgica, para uma posterior analise laboratorial, visto que na clinica o exame fisico por
si s6 pode ser impreciso, levando em consideracdo o diagnostico diferencial com a psoriase, 0s
traumas cronicos e outras infeccoes (WESTERBERG et al., 2013).

Nessa perspectiva, a analise laboratorial € feita mediante o exame microscépico direto
do material biologico (unhas) e posterior cultivo com identificacdo da espécie. O exame direto
é realizado ap0s a clarificacdo das do material com solugdo aquosa de hidroxido de potassio de
10 a 40%, e na microscopia Optica sdo visualizadas hifas hialinas septadas e/ou artrosporadas.
Entretanto, apesar do exame direto ser uma ferramenta de diagndstico rapido, ele ndo é
especifico. Por isso, a cultura é considerada o padrdo ouro para a onicomicose, todavia esses
fungos podem levar 7 dias ou mais para seu crescimento. (CRUZ et al., 2011; NAZAR et al.,
2012; HAN et al., 2014). Ha outros exames que também podem ser realizados, e a biopsia da
placa ungueal com Acido periddico de Schiff (PAS) é um deles e, menos frequentemente, a
imuno-histoquimica e ensaios de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) (SCHALKA et al.,
2011).

2.3 UNHA: ANATOMIA E FUNCAO

O termo unha ¢ derivado do latim ungula, diminutivo de unguis, que significa lamina
dura e semitransparente. Entretanto, quando se faz referéncia as doencas e alteracdes
morfoldgicas das unhas, use-se sempre denominac@es vindas do grego onyx, onychos (YARAK
et al., 2009; MAGALHAES et al., 2003).

O aparelho ungueal é um anexo cutaneo, formado por queratina, que se superpde a face
dorsal das falanges distais, sua principal funcdo é proteger as extremidades dos dedos de
traumatismos, além disso tem um importante papel na defesa, visto que se presta a funcéo de
arranhar, tém funcdo de pinca e pode revelar doencas sistémicas. Ademais, as unhas tém,
também, uma apresentacdo estética no mundo moderno, principalmente para as mulheres
(YARAK et al., 2009; MAGALHAES et al., 2003; RIBEIRO et al.,1995).
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As unhas (Figura 1) sdo estruturas compostas por matriz ungueal, que é a por¢éo
geradora; A lamina ungueal, a qual é um produto da queratinizacdo da matriz, e possui trés
camadas horizontais: uma fina lamina dorsal, uma lamina intermediaria mais espessa e uma
camada ventral do leito ungueal, sendo importante constatar que em nivel microscopico, a
lamina ungueal é composta por células escamosas achatadas com membranas plasmaticas
tortuosas e entrecruzadas. O sistema cuticular, o qual engloba o eponiquio ou cuticula visivel,
derivada da prega ungueal proximal, e o hiponiquio, derivado do epitélio do leito ungueal; A
porcdo de suporte representada pelo leito ungueal e falange 6ssea; A porcdo de ancoragem
representada pelo mesénquima especializado que existe proximalmente entre a falange e a
matriz, e distalmente entre a falange e a polpa digital lateral e distal, e finalmente o arcabouco
composto pelas pregas ungueais: proximal, lateral e distal (RIBEIRO et al., 1995;
MAGALHAES et al., 2003).

Dobra ungueal proximal

Eponiquio -

Leito ungueal |
Hiponiquio ( .

Matrniz UIH:;IH.'(!I 7<¢

Borda distal da lamina ungueal

Lamina ungueal

Lanula

Eponiquio

Figura 1: Anatomia da unha. Fonte: Yarak & Araujo (2009)

O aparelho ungueal tem seu desenvolvimento a partir da epiderme primitiva entre a nona
e vigésima semana de vida intrauterina. Logo, a lamina ungueal ja esta presente na vigésima
semana, quando inicia seu movimento distal, o qual torna-se completo em torno da trigésima
sexta semana, atingindo dessa forma as pontas dos dedos. No entanto, durante oS processos
iniciais de formacdo e ao longo de toda a vida, esse importante anexo epidérmico tem atividade
intensa e complexa (RIBEIRO et al., 1995).

O crescimento ungueal € linear, plano e nivelado, preconiza-se que as unhas dos dedos
das méos crescem 0,1mm/dia e as dos pés 0,03 mm/dia a partir do epitélio expesso da matriz
ungueal, variando de 0,5 a 0,75 mm. Além da placa ungueal ser altamente ordenada e densa,
nela se faz presente uma estrutura composta de 80% de queratina e 0,1-1,0 % de lipidios

(principalmente o colesterol), ha a presenca também de enxofre, nitrogénio, calcio, magnésio,
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sodio, ferro, cobre, zinco e 4gua. No entanto, ao contrario de estrato corneo, a placa ungueal é
extremamente dura e impermedvel, isso se deve a estabilidade fisica e quimica das ligacGes de
dissulfeto e de hidrogénio encontradas nas queratinas (YARAK et al., 2009; CHOUPAN et al.,
2012).

Chama-se onicodistrofia ou onicose ou ainda oniconose a toda e qualquer alteracdo que
acometa a lamina, o leito e/ou a matriz ungueal. No entanto, quanto a essas alteracGes dois
tercos dos casos sao causados por fungos, o que denominamos de onicomicose, e cerca de um
terco restante sdo quadros causados por doencas sistémicas, alteracbes tegumentares e
sindromes. Enquanto que o termo onicopatia refere-se a qualquer enfermidade na unha
(RIBEIRO et al., 1995; GAMONAL et al., 2001).

Nas onicomicoses, estimam-se que cerca de 50 e 90% dos casos tenham localiza¢do em
maos e pés respectivamente, sendo 0s agentes etioldgicos mais frequentes: Trichophyton
rubrum, Trichophyton mentagrophytes, Epidermophyton floccosum, e outras espécies menos
comum, como Trichophyton equinum, Trichophyton soudanense, Trichophyton tonsurans e
Microsporum canis (KAUR et al., 2008).

2.4 CLASSIFICACAO CLINICA DA ONICOMICOSE

Clinicamente, ao avaliar as unhas, as micoses ungueais apresentam 0s seguintes
achados: AlteracGes na cor, em que a unha se denota opaca, amarelada ou até mesmo
esbranquicada; aumento da espessura, a qual é caracterizada como hiperceratose e
deslocamento da lamina ungueal, o que chamamos de onicélise (STEINER et al., 2014,
BALLESTE et al., 2003; ARAUJO et al., 2003). A partir dessas alteracdes, de acordo com

Ballesté et al. (2003), sdo observados quatro tipos diferenciados de acometimento das unhas:

« Onicomicose subungueal distal lateral (OSDL) - E tipo mais comum dentre as classificacdes
clinicas da onicomicose, chegando a 90%. Os dermatofitos predominam nesse tipo clinico, com
envolvimento ocasional por fungos ndo dermatdéfito. A invasdo comega no hiponiqueo e na
borda distal e lateral da lamina ungueal, estendendo-se de forma lenta e progressiva até o setor

proximal da unha.

« Onicomicose branca superficial (OBS) — E uma infeccdo superficial da unha causada
primariamente por T. mentagrophytes, portanto representa dois a 5% das onicomicoses

dermatofiticas. Algumas vezes, pode ser ocasionada pelo Acremonium sp. Caracteriza-se pela
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penetracdo in situ de estruturas fangicas em direcdo ao interior da ldmina ungueal, podendo ser
facilitada por traumas anteriores, além disso € mais comumente observada nas unhas dos pés.
Esse tipo tem recebido, recentemente, maior atencao por causa da maior ocorréncia em paciente
com AIDS;

« Onicomicose proximal subungueal (OPS) — E a variante clinica menos comum, todavia nota-
se que normalmente afeta as unhas dos dedos das méos, € primariamente resultado de infeccao
por Candida, e inicia-se pela invasdo do fungo no estrato corneo da dobra ungueal proximal e
subsequentemente, na lamina ungueal. No paciente com AIDS, pode ser causada por

dermatdofito;

* Onicodistrofia total (OT) — Caracterizada pela destrui¢do total da placa (lamina) ungueal, é
frequentemente resultado de uma infeccdo por dermatofitos (STEINER et al., 2014;
BALLESTE et al., 2003; ARAUJO et al., 2003; ZANARDI et al., 2008).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 ASPECTOS ETICOS

Esta pesquisa foi submetida para analise ao Comité de Etica e Pesquisa com Seres
Humanos, sob CAAE - Certificado de Apresentacdo para Apreciagéo de n° 6486131790000528,
do Centro de Ciéncias da Saude (CSS) da Universidade Federal de Pernambuco, para posterior
inicio do desenvolvimento do estudo, de acordo com a Resolucdo n° 466/12 do Conselho

Nacional de Saude,

3.2 LOCAL DO ESTUDO

A pesquisa foi realizada no laboratério de Micologia Médica do Departamento de

Micologia, localizado na Universidade Federal de Pernambuco.
3.3 TIPO DE ESTUDO

O estudo é do tipo experimental, longitudinal que avaliou a dermatofitose ungueal,

através da coleta dos fragmentos ungueais de 80 individuos saudaveis.
3.4 PERIODO DE REFERENCIA

O estudo foi realizado durante outubro de 2016 a dezembro de 2017.
3.5 OBTENQAO DA CULTURA DOS FUNGOS DERMATOFITOS

Os fungos foram obtidos do Laboratorio de Micologia Médica e da Colecdo de Cultura

Micoteca URM (www.ufpe.br/micoteca), ambos localizados no Departamento de Micologia,

Centro de Biociéncias, Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). As amostras solicitadas

eram provenientes de diferentes substratos (Tabela 1).

Das culturas, fragmentos foram transferidos para o caldo glicosado e os tubos mantidos
a temperatura de 27°C (£2°) por um periodo de até 15 dias. Em seguida, foram semeados em

agar sabouraud para realizacdo da revisdo taxondmica.


http://www.ufpe.br/micoteca
http://www.ufpe.br/micoteca

Tabela 1. Linhagens dos fungos obtidos da Colecédo de Cultura da Micoteca URM e do

Laboratorio de Micologia Médica, UFPE

Espécie
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. mentagrophytes
T. mentagrophytes
T. mentagrophytes
T. mentagrophytes
T. tonsurans
T. tonsurans
T. tonsurans
T. tonsurans
E. floccosum
E. floccosum
E. floccosum
E. floccosum
M. gypseum
M. gypseum
M. gypseum
M. gypseum
M. canis
M. canis
M. canis

M. canis

N° da
Linhagem
URM 6213
MM 0001
MM 0007
MM 0013
URM 6272
MM 0002
MM 0008
MM 0014
URM 6752
MM 0003
MM 0009
MM 0015
URM 4798
MM 0004
MM 0010
MM 0016
URM 6199
MM 0005
MM 0011
MM 0017
URM 6969
MM 0006
MM 0012

MM 0018

Ano de
Deposito
2010
2017
2017
2016
2010
2017
2016
2016
2012
2017
2017
2017
2004
2016
2017
2016
2010
2016
2017
2017
2013
2016
2017

2016

Substrato/Hospedeiro
Epiderme
Unhas
Epiderme
Unhas
Epiderme
Epiderme
Epiderme
Epiderme
Rins
Unhas
Epiderme
Epiderme
Epiderme
Epiderme
Epiderme
Epiderme
Epiderme
Epiderme
Epiderme
Canino

Couro cabeludo

*
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*Nao informado

3.6 REVISAO TAXONOMICA DOS DERMATOFITOS

As amostras solicitadas foram revistas taxonomicamente através de suas caracteristicas
macroscopicas (tempo de crescimento, didmetro da colénia, borda, textura e coloracdo da
colbnia) e microscopicas através da retirada de um fragmento da cultura para montagem entre
lamina e laminula, segundo a metodologia porposta por Lacaz, 2002. Os isolados testados foram
semeados em meio de cultivo agar sabouraud e conservados a 37°C para estimular crescimento

das colbnias, o que facilitou o estudo das caracteristicas morfoldgicas de cada espécie.
3.7 DESCRICAO DAS ESPECIES
Trichophyton

O género Trichophyton é particularmente importante e complexo, sendo 0 mais
frequente comparado aos outros dois géneros. No género Trichophyton, menos de 10 espécies
sdo reconhecidas responsaveis por casos de dermatofitose humana e animal (MOLINA, 2011;
SHARMA et al., 2015). T. rubrum (Figura 1), apds cultura de 7-15 dias, apresenta col6nias
brancas de textura algodonosa (A) ou granular, com reverso apresentando uma coloragéo
vermelha (HRYNCEWICZ-GWOZDZ et al.,, 2011). Microscopicamente (B), apresenta
micronidios que se exibem de forma regular e piriforme, em grande quantidade, dispostos em
acladium. Os macroconidios, presentes eventualmente, sdo variaveis em nimero, tamanho e de
forma cilindrica (SIDRIM et al., 2004).

Figura 1: Macromorfologia e micromorfologia das colonias de T. rubrum. A) Col6nia,
algodonosa branca. B) Microconidios e macroconidios. Fonte: Adaptado de Yuri, 2015.
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Enquanto que o T. mentagrophytes (Figura 2) apresenta colbnias planas (C), de
coloracdo branca a creme, textura pulverulenta, porém com reverso pigmentado de marrom
(SIDRIM et al., 2004; LEE et al., 2014). Microscopicamente (D), se apresenta com raros
macroconidios em forma de charutos e de parede fina, presos as hifas. A sua principal
caracteristica, no entanto, é a presenca de microconidios globosos e agrupados nas ramificacoes
cujo arranjo lembra um cacho de uvas. Podem também ser vistas hifas na forma de espiral
SIDRIM et al., 2004).

Figura 2: Macromorfologia e micromorfologia de T. mentagrophytes. C) Colonia plana, creme
e de textura granular. D) Macroconidios em forma de charuto e microconidios globosos em
cachos. Fonte: Adaptado de Yuri, 2015.

Ja o T. tonsurans (Figura 3), ap6s cultura (E), apresenta coldnias planas com elevacao
central, de textura algodonosa ou granular, e coloracdo variando de branco a amarelo claro e
reverso acastanhado (SIDRIM et al., 2004). Microscopicamente (F), apresenta numerosos
microconidios piriformes ou em forma de lagrima e raramente macroconidios, 0s quais se
apresentam em forma de cigarro ou clava com paredes lisas e muitas vezes com formas
distorcidas (SIDRIM et al., 2004).

Figura 3: Macromorfologia e micromorfologia das colonias de T. tonsurans. E) Colonia
granular de coloragdo branca. F) Microconidios em acladium. Fonte: Adaptado de Yuri, 2015.
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Epidermophyton

Possui apenas 2 espécies conhecidas, sendo E. floccosum o Unico patdgeno para o
homem (MOLINA, 2011). O E. floccosum (figura 4) possui um crescimento rapido, atingindo
a maturacdo em cerca de 4 a 6 dias. Macroscopicamente (A), as colOnias apresentam textura
penugenta, de coloragdo amarelo-terrosa. O reverso das col6nias tende a acompanhar a
coloracdo do verso. Microscopicamente (B), caracteriza-se pela presenca de macroconidios de
parede fina, com 2 a 5 septos e agrupados em cachos, como cachos de banana, formados sobre

1 ou 2 conididforos curtos, e pela auséncia de microconidios (SIDRIM et al., 2004)
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Figura 4: Macromorfologia e micromorfologia das colénias de E. floccosum. A) Col6nia de
aparéncia dobrada, penugenta de coloragdo amarelo-terrosa. D) Macroconidios. Fonte:
Adaptado de Yuri, 2015.

Microsporum

Este género tem cerca de 20 espécies diferentes, dos quais cerca de 10 sdo patogénicos
para 0 homem, podendo acometer a pele ou couro cabeludo (MOLINA, 2011; SHARMA et al.,
2015). O M. gypseum (Figura 5) apresenta colonias macroscopicamente de textura pulverulenta
com pigmentacgéo creme. O reverso pode apresentar variagdes de cores que vao do amarelo ao
marrom. Microscopicamente, apresentam bastantes macroconidios simétricos de paredes finas,
multiseptados, de superficie levemente equinulada, menos fusiformes do que os macroconidios
de M. canis, pois apresentam a extremidade distal arredondada e pouco microconidios (Figura
6) (SIDRIM et al., 2004),
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Figura 5: Macromorfologia e micromorfologia de M. gyps Um. A) Colbnia radial, pulverulenta
de coloragdo creme. B) Macroconidios simétricos. Fonte: Adaptado de Yuri, 2015.

Enquanto que o M. canis (Figura 6) apresenta col6nias com relevo apiculado, textura
algodonosa e tonalidade branca, com reverso de coloracdo amarela. Microscopicamente,
apresenta grande quantidade de macroconidios fusiformes, multiseptados (8 a 15 septos) e de
paredes espessas, que constituem uma caracteristica marcante desta espécie. Os microconidios,

quando estdo presentes, sdo sésseis (SIDRIM et al., 2004).

Figura 6: Macromorfologia e micromorfologia de M. canis. C) Colbnia radial, creme,
apiculada. D) Macroconidios de extremidades aguda, e microconidios sésseis. Fonte: Adaptado
de Yuri, 2015.

3.8 MODELO IN VITRO DA DERMATOFITOSE UNGUEAL

As amostras de unhas, foram obtidas de individuos saudaveis que concordaram em
assinar o TCLE. Durante a coleta, as unhas foram previamente limpas, sem residuos de
esmaltes, cortadas e dispostas em recipientes esterilizados (Figura 7). Posteriormente, 0s
fragmentos das laminas ungueais coletados foram submetidos a antissepsia adequada com
alcool a 70% (AZAMBUJA et al., 2013). Assim, os fragmentos, adicionados as placas de petri,
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seguiram para esterilizacdo em autoclave a 120°C por 15 min. Apés autoclavacdo, fragmentos
ungueais foram inoculados em meio agar sabouraud e levados a estufa como controle de
esterilizacdo (Figura 8). Em cabine de fluxo laminar foi realizado a maceracdo das unhas (B)
em nitrogénio liquido (Figura 7), subsequentemente separadas em placas de petri e vedadas até

0 momento da infecéo.

Figura 7: A) Fragmentos ungueais, cortados e dispostos em recipiete esterilizado. B)
Maceracdo das unhas em nitrogénio liquido.

Figura 8: Controle de esterilizagdo

Foram preparadas as suspensfes dos isolados de Trichophyton, Microsporum, e
Epidermophyton em 50 mL de salina esterilizada (0,85%) a uma concentracdo de
106 células/mL (NCCLS, 2002). Em seguida uma aliquota de 0,6 mL da suspencéo foi vertida
sobre as unhas contidas nas placas de Petri. Uma parte placas foram mantidas a 27°C (£2°) e a
outra parte em 37°C. Como controle, 0,6 mL da salina esterilizada foi espargida sobre uma
placa contendo as unhas (INACIO et al., 2016).
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O experimento foi acompanhado durante intervalos de sete dias até 0 21° dia, sendo o
processo de infeccdo avaliado através da observacdo macroscopica das unhas e preparagédo de
laminas contendo as unhas possivelmente infectadas. Sobre estas, foram adicionados solucéo
aquosa a 40% de Hidroxido de Potéssio (KOH), para analise em microscopio optico, assim foi

possivel avaliar se houve o processo de infecgdo ou parasitismo pelo fungo (YUE et al., 2015).
3.9 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada usando o SPSS versao 18.0 e o Excel versao 2013.
Para os dados analisados foi aplicado um teste ndo paramétrico exato de Fisher, considerando

um nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 MODEL OF NAIL DERMATOPHYTOSIS: AN ANALYSIS OF FUNGAL
PATHOGENICITY AND MOFOLOGICAL ASPECTS

1. INTRODUCAO

A dermatofitose € uma micose superficial, causada por fungos denominados
dermatdfito, microrganismos que possuem um biotropismo especial por tecidos de estruturas
queratinizadas.>? Tradicionalmente, as dermatofitoses s&o classificadas clinicamente de acordo
com as localizagdes anatbmicas afetadas por esses fungos. A denominacdo de cada tipo de
dermatofitose é feita adicionando-se um nome latino que designa o local do corpo afetado a
palavra tinea. A tinea unguium, por exemplo, é mais comumente conhecida como dermatofitose

ungueal.®

Essa micose superficial acomete as unhas das méos e dos pés, podendo ser causada ndo
sO por fungos dermatdéfitos, mas também por leveduras e outros fungos filamentosos, enquadra-
se nesse contexto o termo onicomicose. Entretanto, sdo os dermatéfitos que se destacam como
principal causador dessa importante condicdo clinica, uma vez que sdo os fungos mais
frequentesmente citados na literatura.* Os dermatdfitos sdo isolados em 75% dos casos de
onicomicoses, seguidos por espécies de Candida com 18 — 20% e outros fungos filamentosos
responsaveis por 1-5% das infec¢Bes. Sendo importante salientar que entre os dermatofitos, as
espécies mais frequentes sdo: O T. rubrum com 71% e T. mentagrophytes com 20%, e sabe-se

que raramente o género Microsporum ocasiona a dermatofitose ungueal .>®

Estima-se que 15% a 40% de todas as onicopatias estdo relacionadas as micoses de unha,
além disso, é 20 vezes mais comum o acometimento das unhas dos pés do que das unhas das
m&os.”® Na populacdo em geral, estima-se que 2 a 9% apresentem essa disfunco, sendo que a
cada década esses numeros vém aumentando, o que podemos correlacionar também com o
aumento de doencas como diabetes, imunodepressdes, psoriase e realizacdo de atividades
esportivas associadas ao uso de calcados inadequados que produzem micro-traumatismos

continuos nas unhas.?°*°

E importante destacar que a onicomicose acomete 25% da populacio geriatrica e
diabética, e mesmo assim ainda é considerado um problema estético de importancia relativa.

Levando em consideragdo que no Brasil estima-se que havera 34 milhdes de idosos em 2025,
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levando o pais & 62 posicdo entre os mais envelhecidos do mundo e que essa onicopatia gera
resultados emocionais e sociais negativos aos individuos afetados.'*'? Nota-se, entdo, a
importancia desse tema, e a necessidade de pesquisas mais aprofundadas relacionadas a essa

micose superficial.

Nessa perspectiva, desenvolveu um modelo da dermatofitose ungueal, que mimetizasse
como ocorre 0 processo de formacdo da infeccdo, in vivo. Para isso, optamos por escolher os
fungos mais frequentemente relatados na literatura, além do Microsporum gypseum e
Microsporum canis, que sao agentes etiol6gicos extremamente raros em que o risco infecdo é
associado apenas ao histdrico da exposicdo e aos fatores de risco.r® Assim, foi possivel estudar
as principais caracteristicas da doenca, assim como o desenvolvimento dos isolados em funcéo

da temperartura e a patogenicidade entre as espécies.

2. METODOS

O estudo € do tipo experimental, longitudinal que avaliou a dermatofitose ungueal in
vitro, através da coleta dos fragmentos ungueais de 80 individuos saudaveis. A pesquisa foi
realizada no laboratorio do Departamento de Micologia, localizado na Universidade Federal de
Pernambuco durante outubro de 2016 a dezembro de 2017. Os fungos foram obtidos do
Laboratério de Micologia Médica e da Cole¢do de Cultura Micoteca URM, também localizados
no departamento de Micologia da UFPE. Os isolados adquiridos foram revistos
taxonomicamente através de suas caracteristicas macroscopicas, tempo de crescimento,
diametro da colénia, borda, textura e coloragdo da col6nia. Enquanto que a analise microscopica
foi realizada a partir da retirada de um fragmento da cultura para montagem entre lamina e
laminula, assim observou-se, ao microscopio éptico, as estruturas flngicas caracteristicas dos

dermatofitos.

Enquanto que as amostras de unhas, foram obtidas de individuos saudaveis que
concordaram em assinar 0 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Durante a
coleta, as unhas foram previamente limpas, sem residuos de esmaltes, cortadas e dispostas em
recipientes esterilizados. Posteriormente, os fragmentos das laminas ungueais coletados foram
submetidos a antissepsia adequada com alcool a 70%.* Assim, os fragmentos, adicionados as
placas de petri, seguiram para esterilizacdo em autoclave a 120°C por 15 min. Apds autoclave,
alguns fragmentos ungueais foram inoculados em meio agar sabouraud e levados a estufa como

controle de esterilizagdo. Em cabine de fluxo laminar foi realizado a maceragdo das unhas em
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nitrogénio liquido, subsequentemente separadas em placas de petri e vedadas até o0 momento da

infecéo.

Concomitantemente, foram preparadas as suspensdes das especies Trichophyton
rubrum, Trichophyton mentagrophytes, T. tonsurans, Microsporum canis, Microsporum
gypseum e Epidermophyton floccosum em 5,0 mL de salina esterilizada a 80% a concentragédo
de 10° células/mL.*® Em seguida uma aliquota de 0,6 mL foi vertida sobre as unhas contidas
nas placas de Petri. Uma parte placas foram mantidas a 27°C (£2°) e a outra parte em 37°C.
Sendo valido salientar que utilizamos quatro isolados para cada espécie testada, e 0 experimento
foi realizado em triplicata. Ademais, como controle, 0,6 mL da salina esterilizada foi espargida

sobre uma placa contendo as unhas.?*

O experimento foi acompanhado durante intervalos de sete dias até o 21° dia, sendo o
processo de infeccdo avaliado através da observagdo macroscopica das unhas e preparacao de
laminas contendo as unhas possivelmente infectadas. Sobre estas, foram adicionados solugédo
aquosa a 40% de Hidroxido de Potassio (KOH), para analise em microscopio optico, assim foi

possivel avaliar se houve o processo de infecgdo pelo fungo.*

Para a anélise estatistica utilizamos o SPSS versdo 18.0 e 0 Excel versao 2013. Para 0s
dados analisados foi aplicado um teste ndo paramétrico exato de Fisher, considerando um nivel

de significancia de 5%.

3. RESULTADOS
O modelo experimental elaborado, de acordo com a frequéncia do desfecho, constatou
estatisticamente que os isolados testados se desenvolveram mais em TA (temperatura ambiente/
27°C = 2°C) do que a 37°C (Tabela 1). Sendo importante destacar que durante o
acompanhamento da infeccdo no microscopio Optico, de fato, as hifas hialinas septadas
apresentaram um desenvolvimento maior e mais evidente em TA, visto que notamos um

aumento consideravel dessas estruturas a no decorrer do ensaio (Figura 1).
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Figura 1: Setas indicando as estruturas fungicas. As amostras foram previamente clarificadas

com KOH a 40%. Aumento de 400x/ Micoscopia Optica. A) Analise da amostra contida em
TA. B) Analise da amostra contida a 37°C

Tabela 1: Frequéncias das espécies testadas em funcdo da temperatura e do desfecho. Foram

analisados 4 isolados de cada espécie, sendo o desfecho contabilizado a cada sete dias através

da microscopia éptica durante 21 dias.

Espécies Temperatura | Desfecho Frequéncia | Porcentagem
n %
positivo 36 50%
272 C negativo 0 0%
T. rubrum positivo 36 50%
37°C negativo 0 0%
Total 72 100%
positivo 36 50%
272C negativo 0 0%
T. mentagrophytes positivo 29 40%
37°C negativo 7 10%
Total 72 100%
positivo 35 49%
27°C negativo 1 1%
T. tonsurans positivo 27 38%
37°C negativo 9 12%
Total 72 100%
positivo 35 49%
272C negativo 1 1%
E. floccosum positivo 19 26%
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37°C negativo 17 24%
Total 72 100%

positivo 36 50%

27°C negativo 0 0%

M. gypseum positivo 21 29%
37°C negativo 15 21%
Total 72 100%

positivo 36 50%

272C negativo 0 0%

M. canis positivo 25 35%
37°C negativo 11 15%
Total 72 100%

Figura 2: As setas evidenciam as estruturas fungicas nos fragmentos ungueais. A, B e C foram
mantidos em temperatura ambiente e analisados com 7, 14 e 21 dias respectivamente. Enquanto
que D, E e F foram condicionados a temperature de 37°C e analisados com 7, 14 e 21 dias
respectivamente. (Preparacdo com KOH a 40% e Aumento de 400x/ Microscopia Optica).

O modelo experimental foi acompanhado por 21 dias, e avaliado através da microscopia
Optica a cada 7 dias (Figura 2). Entretanto, foi constatado que o tempo de formacdo da
dermatofitose ungueal in vitro, na grande maioria das analises, ocorreu no sétimo dia da
infeccdo. Sendo importante destacar que os isolados do género Microsporum se
desenvolveram-se preferencialmente apés 7 dias em TA, enquanto que a 37°C o

desenvolvimento comegou a mostrar-se mais evidente a partir do 14° dia.
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Ademais, as unhas que apresentavam reentrancias demonstraram uma maior

susceptibilidade ao desenvolvimento do fungico como evidénciado na figura 3.

Figura 3: Fragmento ungueal visualizado através da microscopia optica. As setas indicam a
presenca de hifas hialinas, septadas e artrosporadas. A) Aumento de 100x. B) Aumento de
400x. (Amostras tratadas com KOH a 40%)

Com relacdo a patogenicidade, verificou-se a diferenca estatistica na proporcdo de
resultados positivos e negativos entre as espécies de dermatofitos, ou seja, comparando-os entre
si. Logo, conseguimos inferir para as as unhas infectadas in vitro se um determinado
dermatdfito € tdo patogénico quanto 0s outro ou se as patogenicidades sao diferentes. Para isso,
utilizamos o Teste Exato de Fisher com nivel de significancia de 5% e Intervalo de confianca
de 95%.

Tabela 2: Resumo da significancia dos dermatofitos positivos e negativos analisadas pelo
Teste Exato de Fischer.

T. T. T. E. M. M.
Dermatofitos rubrum  mentagrophytes  tonsurans  floccosum gypseum canis
T. rubrum -
T. mentagrophytes S -
T. tonsurans S NS -
E. floccosum S S NS -
M. gypseum S NS NS NS -
M. canis S NS NS NS NS -

S —significativo NS — ndo significativo

Na Tabela 2, nota-se que todas as espécies confrontadas com o dermatofito T. rubrum

foram estatisticamente significativas ao nivel de 5% pelo teste exato de Fischer, onde o mesmo
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apresentou maior patogenicidade em relacdo a todos as outras espécies de dermatofitos

analisados.

Tabela 3: Estatisticas do teste exato de Fischer ao nivel de significancia de 0,05 dos

dermatofitos positivos e negativos.

Dermatofitos analisados p-valor significancia
T. mentagrophytes 0,607 0,05
T. tonsurans
E. floccosum 0,026* 0,05
T. mentagrophytes
M. gypseum 0,103 0,05
T. mentagrophytes
M. canis 0,451 0,05
T. mentagrophytes
T. mentagrophytes 0,013* 0,05
T. rubrum
E. floccosum 0,140 0,05
T. tonsurans
M. gypseum 0,379 0,05
T. tonsurans
M. canis 1,000 0,05
T. tonsurans
T. rubrum 0,001* 0,05
T. tonsurans
E. floccosum 0,692 0,05
M. gypseum
E. floccosum 0,212 0,05
M. canis
E. floccosum 0,000* 0,05
T. rubrum
M. canis 0,212 0,05
M. gypseum
M. gypseum 0,000* 0,05
T. rubrum
M. canis 0,001* 0,05
T. rubrum

* Significante

Na tabela 3, podemos observar que as espécies que nao foram significativas (*) pelo

teste exato de Fischer, obtiveram patogenicidade estatisticamente semelhante. Isto €, ndo houve

diferenca estatistica na proporcao de positividade entre os ensaios com estes dois géneros de

dermatofitos.

4. DISCUSSAO

Na literatura, podemos constatar que a constru¢do de um modelo de infeccédo in vitro

utilizando fungos ja havia sido elaborado por alguns pesquisadores, porém apesar de alguns
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desses estudos incluirem dermatdfitos, os ensaios em sua totalidade eram realizados em fios de
cabelo. Macedo et al (2005)*®, por exemplo, verificou a capacidade de perfuracéo capilar de 15
isolados de Epidermophyton floccosum. N&o obstante, dentro do estudo houve uma
preocupacao voltada para os para fatores de patogenicidade das espécies, como crescimento a
37°C e producéo de proteinase e fosfolipase

Sem embargo, Rocha (2015)! investigou a piedra preta ao realizar um modelo de
infeccdo in vitro em cabelos saudaveis coma finalidade de mimetizar o processo de formacéo
dos nddulos, in vivo. Para isso, o estudo utilizou fungos que nunca foram relatados na literatura
como possiveis agentes etiologicos dessa micose, porém durante o processo de infeccdo,
tornou-se possivel estudar as principais caracteristicas da doenca. Nessa perspectiva, Inacio et
al. (2016)*8 ao estudar a piedra branca, também desenvolveu um modelo de infecgdo in vitro
em cabelos, com a finalidade de analisar os aspectos morfolédgicos e ultraestruturais do género
Trichosporon.

Diante da relevancia dos modelos experimentais, e sabendo que a dermatofitase ungueal
tem se tornando preocupante, principalmente pelo fato de ser uma onicomise que acomete
principalmente a populacdo idosa, e sabendo que expectiva de vida aumentou
significativamente, elaboramos um novo modelo experimental, utilizando fragmentos de unhas,
doados por individuos sadaveis, por isso denominamos com modelo de dermatofiose ungueal
in vitro. Para isso, selecionamos os fungos dermatofitos destacados na literatura como 0s
agentes mais incidentes para onicomicose, visando a possibilidade de estudar algumas
caracteristicas da doenca, levando dessa forma em consideracao a influéncias da temperatura e
patogenicidade entre as espéciaes, com a finalidade de confrontar o que ja existe na literatura a

respeito do tema.

Diversos fatores estdo relacionados com a patogenicidade e viruléncia dos fungos
queratinofilicos, como a queratinofilia, temperatura ideal de crescimento de 37°C, capacidade
de aderéncia em tecidos vivos, diversidade fenotipica e sintetizacdo e liberacdo de toxinas e
enzimas nocivas.®**° Enquanto que a infecciosidade ¢ diretamente relacionada a viruléncia do
fungo e a incapacidade do hospedeiro em combater o agente agressor. O desequilibrio entre a

relacdo parasita e hospedeiro € o fator que favorece o desenvolvimento de micose.?

Com relagédo a temperatura de crescimento do fungo nas amostras ungueais, Nosso

modelo constatou que os dermatofitos estudados, em geral, se desenvolveram mais rapido e de
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forma mais pronunciada a 27°C do que a 37°C, sendo importante destacar principalmente o
género Microsporum, o qual apresentou mais facilidade de infeccionar as unhas in vitro a
temperatura ambiente, ou seja, com o tempo de desenvolvimento considerado menor quando
comparado a temperatura de 37°C, enquanto que o T. rubrum, uma espécie considerada

antropofilica, mostrou-se bem adaptavel nas duas temperaturas.

Isso € explicado de acordo com a diversificacdo de habitos dos seres humanos, bem
como o clima em que se encontram, além disso, no decorrer dos anos, houve uma adaptacéo
progressiva dos fungos dermatofitos. O ser humano pode ser infectado por espécies zoofilicas,
como as 0 Microsporum canis e também geofilicas como o Microsporum gypseum. Assume-
se, entdo que as espécies de dermatdfitos antropofilicas estiveram adpatadas aos seres humanos
desde o comeco, enquanto que as zoofilicas se adaptaram mais recentemente devido a

incorporacdo de animais domésticos a sua rotina.

E importante levar em consideragio que as espécies foram acompanhadas por 21 dias,
e analisadas a cada 7 dias, e durante esse periodo todos os isolados demonstram crescimento
miceliano. Podendo concluir, dessa forma, que ndo houve morte durante a supervisao dos
intervalos, logo podemos supor que os isolados utilizaram a queratina ungueal para seu

desenvolvimento.

Além disso, sabe-se que hd um favorecimento da infeccdo caso a unha apresente-se
previamente danificada devido a algum trauma. Em nossos estudos, conseguimos corroborar
essas afirmativas, ao constatarmos a preferéncia das estruturas fungicas pelas regides ungueais
que apresentaram uma maior deterioragdo. E isso também explica a predilecao desse grupo de
fungos pelas unhas dos pés, visto que sdo as que sofrem mais impacto pelas atividades
contianas.?! Portanto, calgados de salto alto bastante utilizados pelas mulheres e repetitivos
traumas nas unhas dos pés em jovens que praticam esportes como basquete, futebol e ténis
podem favorecer a instalacdo do fungo dermatofito e consequente desenvolvimento de uma

onicomicose.>%

Com relacdo a patogenicidade, nosso ensaio verificou a diferenca estatistica na
proporcao de resultados positivos e negativos entre as espécies de dermatofitos estudadas, ou
seja, comparamos os isolados entre si. Assim, conseguimos inferir para as unhas infectadas in
vitro se um determinado dermatdéfito é tdo patogénico quanto os outro ou se as patogenicidades

sdo diferentes. Nessa perspectiva, podemos constatar que as espécies que obtiveram
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patogenicidade estatisticamente semelhante, foram: E. floccosum e T. mentagrophytes; T.
rubrum e T. mentagrophytes; T. rubrum e T. Tonsurans; M. Gypseum e T. rubrum e M. Canis

e T. rubrum.

Desse modo, Trichophyton rubrum, como esperado, por ser uma espécie antropofilica
apresentou-se maior adaptado a queratina humana. Porém, foi interessante constatar que o
Microsporum canis e 0 Microsporum gypseum considerados zoofilicos e geofilicos
respectivamente, in vitro, demonstaram a mesma capacidade de patogenicidade a queratina
ungueal, quando comparado ao T. Rubrum. Nesse snetido, estudos epidemioldgicos anteriores
revelaram que os risco bem reconhecidos associados a onicomicose pelo género Microsporum,
como por exemplo o estado imunossupressor subjacente ou 0 contato com cées e gatos ndo
foram pontuados, indicando até que o Microsporum pode ter maior afinidade e patogenicidade

na queratina das unhas do que se pensava anteriormente.*®

E notorio a importancia clinica, e até mesmo veterinaria, dos dermatofitos, por isso 0
Broad Institute/NIH comecou um projeto de sequenciamento do genoma de cinco espécies : T.
tonsurans, T. rubrum, T. equinum, M. canis e M. gypseum. Um dos objetivos desse projeto €
utilizar a gendmica comparativa para buscar caracteristicas inerentes a cada espécie que
permitam revelar mais a respeito da infeccdo e a inducéo de respostas de defesa distintas. No
entanto, esses dados acoplados ao desenvolvimento de modelos de infecgdo in vivo e in vitro,
poderdo desvendar as estratégias desenvolvidas pelas diferentes espécies que permitem sua
instalacdo, sobrevivéncia e permanéncia no tecido hospedeiro, possibilitando até um maior

conhecimento da resposta imune desencadeada.?

5. CONCLUSAO
O Desfecho desse trabalho indicou que as espécies testadas desenvolveram-se
preferivelmente a 27°C, e apesar do T. rubrum apresentar maior patogenicidade
estatisticamente, concluiu-se que todas as espécies testadas, inclusive as do génreo
Microsporum devem ser consideradas como potenciais agentes causadores da dermatofitose

ungueal.
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5 CONCLUSAO

e As espécies testadas desenvolveram-se preferecialmente a 27° C quando comparado as

espeécies encubadas a 38° C;

e Estatisticamente, o T. rubrum apresentou maior patogenicidade;

e Os fragmentos ungueais que apresentavam maiores altera¢cGes morfoldgicas facilitaram o
desenvolvimento das estruturas fungicas, sendo um fato constatado através da microscopia

Optica;

e Por fim, todos os isolados testados, inclusive os do género Microsporum podem ser

considerados potenciais agentes causadores da dermatofitose unguel.
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