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RAMOS, Mariana Lucy Mesquita. Analise comparativa de fatores associados a viruléncia
de isolados clinicos de Microsporum canis de origem humana e animal. 2019. 77 f.
Dissertacdo (Mestrado em Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas) — Fundacdo Oswaldo
Cruz, Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas, Rio de Janeiro, 2019.

RESUMO

Microsporum canis € um dermatéfito zoofilico, sendo o fungo mais frequentemente isolado de
cdes e gatos. A transmissdo de M. canis é feita diretamente por animais contaminados ou por
fémites contaminadas por eles. Podem também ser encontrado no solo na forma saprotréfica,
utilizando a queratina presente neste habitat. Durante o processo de invasdo, esses patdgenos
utilizam diferentes enzimas, apontadas como fatores associados a viruléncia, que contribuem
para a patogenicidade deste agente, sendo a queratinase uma das mais importantes. Uma vez
que o numero de animais de estimacdo vem aumentando progressivamente nos domicilios
brasileiros, € necessario ampliar o conhecimento sobre as doencas decorrentes da interacao
entre humanos e animais domésticos. Desta forma, o objetivo deste estudo foi comparar a
expressao de enzimas associadas a viruléncia e a termotolerancia de cepas de M. canis isoladas
de animais (cées e gatos) e humanos. Foram incluidos neste estudo 12 cées sintomaéticos, 15
gatos sintomaticos, 11 gatos assintomaticos e 14 pacientes humanos, todos com isolamento de
M. canis em cultivo de material de lesdes ou dos pelos saudaveis, no caso dos gatos
assintomaticos. Foram analisadas as producBes das enzimas catalase, urease, queratinase,
hemolisina e aspartico-protease de todas as cepas de M. canis obtidas no estudo atraves de
métodos in vitro descritos na literatura. Além disso, a termotolerancia foi avaliada através de
analise comparativa do crescimento das cepas a 25°C e a 35°C. Os resultados obtidos nos
diferentes grupos foram comparados através de testes ndo paramétricos. Em relacédo a producéo
de queratinase e hemolisina, a maior parte dos isolados apresentou baixa atividade enzimatica,
sendo alguns classificados como moderados e nenhum dos isolados apresentou alta atividade
enzimatica. Em relacdo a producédo de aspartico-protease, a maior parte dos isolados analisados
se mostrou como moderados produtores desta enzima, sendo poucos classificados como fracos
ou fortes produtores. Em relacdo a producdo da enzima urease, os isolados apresentaram
atividade enzimatica variando de negativa, fraca, média a forte entre os quatro grupos
estudados. Todos os isolados apresentaram atividade enzimatica para catalase, porém todos
foram classificados como baixos produtores desta enzima. Quanto a termotolerancia, todos o0s
isolados apresentaram crescimento em cultura nas duas temperaturas estudadas (25°C e 35°C) e
puderam ser classificados como possuindo baixa, média ou alta termotolerancia, sendo a
maioria dos isolados classificados nas duas Gltimas categorias. A expressdo global dos fatores
estudados variou entre os isolados e os diferentes grupos de hospedeiros. De modo geral, o
fator associado a viruléncia mais expressivo foi a termotolerancia, seguido da producdo de
aspartico-proteases. N&o foi verificada diferenca estatisticamente significativa dos fatores
associados a viruléncia estudados entre os quatro grupos de hospedeiros (p>0,05) nem entre
cepas isoladas de gatos sintomaticos e assintomaticos. Concluimos que os fatores associados a
viruléncia estudados ndo estdo associados a instalacdo do M. canis de animais para humanos,
nem na sintomatologia apresentada por gatos infectados por este fungo dermatofito.

Palavras-chave: Dermatofitose. Microsporum canis. Viruléncia.



RAMOS, Mariana Lucy Mesquita. Comparative analysis of virulence factors of
Microsporum canis clinical isolates from human and animal origin. 2019. 77 f. Dissertacdo
(Mestrado em Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas) — Fundagdo Oswaldo Cruz, Instituto
Nacional de Infectologia Evandro Chagas, Rio de Janeiro, 2019.

ABSTRACT

Microsporum canis is a zoophilic dermatophyte, being the most common fungus isolated in
dogs and cats. The transmission of M. canis is done directly by contaminated animals or
fomites contaminated by them, and it can be found also in soil in the saprotrophic form, using
the keratin present in this habitat. During the invasion process, these pathogens use different
enzymes, indicated as factors associated with virulence, that contribute to the pathogenicity of
this agent, being keratinase one of the most important. Since the number of animals has been
increasing in Brazilian houses, it is necessary to enlarge the knowledge about the diseases
coming from the interaction between humans and domestic animals. Thus, the aim of this study
is to compare the expression of enzymes associated with virulence and thermotolerance of M.
canis strains isolated from animals (dogs and cats) and humans. It included 12 symptomatic
dogs, 15 symptomatic cats, 11 asymptomatic cats and 14 human patients, all with M. canis
isolation in culture of skin lesions or healthy fur, in case of asymptomatic cats. The production
of the enzymes catalase, urease, keratinase, hemolysin and aspartic protease by all strains of
M. canis was analyzed by in vitro methodos described in the literature. In addition,
thermotolerance was assessed by comparative analysis of the growth of the strains at 25 ° C and
at 35 ° C. The results obtained in the different groups were compared through non-parametric
tests. Regarding the production of keratinase and hemolysin, most of the isolates showed low
enzymatic activity, some of them were classified as moderate and none of the isolates presented
high enzymatic activity. In relation to the production of aspartic protease, most of the isolates
analyzed were moderate producers of this enzyme, being few classified as weak or strong
producers. Regarding the production of the urease enzyme, the isolates presented enzymatic
activity ranging from negative, weak, medium to strong among the four groups studied. All the
isolates presented enzymatic activity for catalase, but all were classified as low producers of
this enzyme. Regarding thermotolerance, all the isolates presented growth in the culture of the
two temperatures studied (25°C and 35°C) and could be classified as having low, medium or
high thermotolerance, with the majority of isolates classified in the last two categories. The
global expression of the factors studied varied between the isolates and the different groups of
hosts. In general, the virulence factor most expressive was thermotolerance, followed by the
production of aspartic proteases. There was no statistically significant difference in virulence-
associated factors among the four groups of hosts (p>0.05) or between strains isolated from
symptomatic and asymptomatic cats. We conclude that the virulence factors studied are not
associated to the installation of M. canis from animals to humans, nor in the symptoms
presented by cats infected with this dermatophyte fungus.

Keywords: Dermatophytosis. Microsporum canis. Virulence.
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1 INTRODUCAO

1.1 FUNGOS DERMATOFITOS

Os dermatdfitos compdem um grupo de fungos filamentosos patogénicos
queratinofilicos, e por isso podem ser encontrados parasitando pele, pelo e unha de humanos e
animais. Algumas espécies vivem de maneira saprotréfica no solo, nutrindo-se da queratina
presente neste habitat (CRUZ, 2010). Historicamente, trés géneros anamorficos de fungos
dermatdfitos eram denominados: Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton, cujos
teleomorfos conhecidos distribuiam-se nos géneros Arthroderma e Nannizzia (LACAZ,
2002). Entretanto, com o advento da taxonomia polifasica, utilizando metodologias de
filogenia e biologia molecular, nove géneros holomérficos sdo hoje descritos: Trichophyton,
Epidermophyton, Nannizzia, Paraphyton, Lophophyton, Microsporum, Arthroderma,
Ctenomyces e Guarromyces, tendo as setes primeiros espécies capazes de causar infecgdo em
humanos e/ou outros animais (HOOG et al, 2017).

Ecologicamente, os dermatéfitos podem ser classificados como zoofilicos, espécies
com transmissdo de animais para 0 homem, como o Microsporum canis; antropofilicos
guando sdo restritos a humanos e raramente causam doencas em animais, por exemplo,
Trichophyton rubrum e Trichophyton interdigitale; e geofilicos, quando fungos presentes no
solo podem ocasionalmente ser encontrados parasitando 0 homem ou animais como

Nannizzia gypsea, anteriormente denominado Microsporum gypseum (CRUZ, 2010).

1.2 DERMATOFITOSE

As infecgdes causadas por fungos dermatofitos, denominadas dermatofitoses, séo
responsaveis por 20% a 25% das infeccbes de pele causadas em humanos e animais
(FAWAY; ROUVROIT; POUMAY, 2018). As dermatofitoses sdo de grande importancia
para a salde publica, pois podem ser uma zoonose transmitidas por animais do convivio dos

humanos ou causar pequenos surtos (ZHAN; LIU, 2016). A prevaléncia das dermatofitoses
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varia de acordo com o clima, temperatura, umidade relativa e precipitagdo de chuva em
diferentes regies geograficas ou reservatorios naturais (IORIO et al., 2007).

Os sinais clinicos de dermatofitose se mostram resultantes da quebra dos tecidos
queratinizados devido a acdo fungica, bem como da resposta imune do hospedeiro infectado.
Espécies zoofilicas tais como M. canis, normalmente menos adaptadas aos humanos, podem
apresentar neste hospedeiro resposta inflamatéria mais grave do que as espécies antropofilicas
(FAWAY; ROUVROIT; POUMAY, 2018). As dermatopatias causadas por M. canis também
ndo costumam causar infeccdes crénicas em humanos (HOOG et al., 2017).

Na dermatofitose, 0 Microsporum canis é a espécie mais comumente isolada na rotina
dermatoldgica da clinica de pequenos animais (GNAT et al., 2018a). Em humanos, é o
principal agente da tinea corporis e tinea capitis nos paises do Mediterraneo. Além disso, a
prevaléncia da tinea capitis em criancas esta aumentando globalmente nas grandes cidades da
Europa e América, causando epidemias, tornando-se uma preocupa¢do para os 6rgdos de
Saude Publica (HAYETTE; SACHELLI, 2015).

1.3 Microsporum canis

Microsporum canis é o fungo dermatofito de carater antropozoofilico mais isolado em
cdes e gatos, possuindo grande importancia em Saude Publica (BALDA et al., 2004). Durante
a invasdo do hospedeiro, as hifas se fragmentam em estruturas denominadas artroconidios,
que garantem a infectividade do fungo (GNAT et al., 2018b). Na avaliacdo clinica, observa-se
fluorescéncia azul esverdeada pela lampada de Wood na presenca de M. canis, as quais se
apresentam como agentes de parasitismo ectotrix no pelo dos animais e homens infectados
(FARIAS et al., 2011). Em cultivo ou no meio ambiente, apresentam conidios de dois tipos:
microconidios, piriformes e em pequenos numeros e macroconidios fusiformes equinulados e
abundantes (CRUZ, 2010).

1.3.1 Manifestacgdes clinicas em animais

Nos animais, M. canis apresenta maior ocorréncia em filhotes quando comparado aos

adultos. A frequéncia encontrada costuma mostrar-se maior em felinos do que em cées,
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principalmente pelo fato dos felinos apresentarem um ndmero maior de quadros
assintométicos (VIANI et al., 2001). Gatos assintomaticos podem apresentar um indice de
positividade para M. canis variando de oito até 88% dos animais em centros de adocao
(FARIAS et al., 2011).

Nos cées, hd uma predisposicao da raca Yorkshire e em felinos, a raca Persa apresenta
uma maior susceptibilidade a infecgéo por esse fungo (BALDA et al., 2004).

A transmissdo de M. canis é feita diretamente por animais contaminados ou por
fomites contaminados por eles, podendo o fungo também ser encontrado mais raramente no
solo na forma saprobioética, ja que utiliza a queratina presente neste habitat (YU et al., 2004,
FARIAS et al., 2011).

Nos animais, as lesdes variam de acordo com o estado imunoldgico deste ou com o
grau de patogenicidade da cepa fungica e ainda da carga do indculo. O comprometimento
cutaneo pode variar de localizado, multifocal a generalizado. As lesdes podem ser discretas e
as alteracdes observadas podem variar de queda de pelo (Figura 1), acompanhada de
descamacdo, ou apresentar uma resposta inflamatoria mais intensa, com bordas ligeiramente

mais elevados e areas hiperemiadas. O prurido, quando presente, é geralmente minimo e leve.

Figura 1. Felinos sintomaticos infectados por Microsporum canis

Legenda: a) felino com alopecias e crostas ao longo do corpo. b) felino com emagrecimento e acentuada
alopecia por todo o corpo.
Fonte: imagens gentilmente cedidas pelo médico veterinario Sidney Nohara.

De acordo com um estudo feito por Balda e colaboradores (2004), a alopecia € 0
sintoma clinico mais observado nas lesdes causadas por dermatofitose, podendo mimetizar
inimeras outras dermatoses e ocasionalmente os gatos podem apresentar otite por M. canis.
No trabalho de Ramos e colaboradores (2014) em isolamento e identificacdo de dermatites

causadas por fungos causadores de micoses cutineas, foram avaliados 34 cées positivos para



18

fungos em pele e concomitante observou-se como sinais clinicos: prurido (73%), eritema
(44,1%), crostas melicéricas (29,4%), caspa (23,5%), hiperceratose (20,6%) e alopecia
(20,2%).

1.3.1.1 Manifestaces clinicas em felinos

Os felinos, especialmente os gatos, podem ser considerados como hospedeiros naturais
e reservatorios de M. canis, pois este fungo pode ser isolado dos pelos de animais
clinicamente saudaveis (Figura 2) (MIGNON et al., 1999). No exame histopatoldgico, gatos
sintomaticos apresentam quadros agudos ou perifoliculites subagudas e foliculites, enquanto
0s gatos assintomaticos apresentam uma inflamacao cronica caracterizada pelo infiltrado dos
mastocitos na camada superficial da derme (VIANI et al., 2001). Raramente, apresentam

dermatite miliar ou nédulos dérmicos (CRUZ, 2010).

Figura 2. Felino assintomatico, sem alteragdes clinicas, com cultura positiva para Microsporum canis de
pelo coletado.

Fonte: Sidney Nohara.

No trabalho de Moriello e colaboradores (2017), foi demonstrado que doencas
imunossupressoras muito comuns em gatos como as infecgdes pelos virus da
imunodeficiéncia felina (FIV) e virus da leucemia felina (FeLV), ndo estdo relacionadas a
predisposicdo de dermatofitose. Um estudo avaliou a microbiota fingica de gatos
imunossuprimidos para determinar se este era um fator de risco. Neste estudo a microbiota
fangica de gatos soropositivos para FIV, FeLV ou ambos foi comparada a microbiota fungica

cutanea de gatos soronegativos com varias doengas sistémicas. O estudo constatou que 0s
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gatos soropositivos para FIV e FeLV carreavam uma maior diversidade de flngos
saprotroficos e leveduras do género Malassezia, mas o carreamento de dermatofitos era raro e
ndo havia diferenca entre gatos soropositivos e soronegativos com doencas sistémicas .

Quadros de pseudomicetomas causados por M. canis ja foram relatados em gatos e a
raca Persa parece ter uma predilecdo por esta manifestagdo. Apresenta uma casuistica rara, e
podem acometer principalmente regido subcutinea, com presenca de piogranulomas ou
granulomas inflamatorios. Na maioria dos casos esta associado aos gatos que estdo com
dermatofitose e podem ser encontrados na regido dorsal do torax, pescoco, cauda, regido
ventral do térax ou abdominal, regido intra-abdominal e regido de linfonodos (BIANCHI et
al., 2017).

Bianchi e colaboradores (2017) relataram dois casos de pseudomicetoma. No primeiro,
um gato da raca Persa com dermatofitose por M. canis apds ter sido tratado para tal fungo,
teve que ser submetido a uma cirurgia de nefrectomia devido a presenca de calculos. Trés
meses apos a cirurgia apresentou uma massa pseudotumoral na regido cranial a bexiga e um
fecaloma na regido do intestino. Ja no segundo caso, outro felino da mesma raca, sem sinais
clinicos de dermatofitose, apresentou massa intra-abdominal, impactacdo fecal, disquesia e
tenesmo quatro meses ap6s castracdo. Nos dois casos, as massas foram retiradas e apds
analise histopatolégica foi observada a presenca de estruturas flngicas com cultivo positivo
para M. canis. Suspeita-se de possivel contaminacdo do fungo presente na pelagem desses

animais, em alguns casos de forma assintomatica, durante os procedimentos cirdrgicos.

1.3.1.2 Manifestaces clinicas em cées

Nos cdes, pode-se observar foliculite facial, eritema (Figura 3) e furunculose,
quérions nos membros ou na face, hiperqueratose ou hiperceratose (Figura 4), além de
nodulos dérmicos no tronco (CRUZ, 2010; HNILICA, 2012). E em alguns casos, pode

ocorrer infeccdo secundaria.
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Figura 3. Lesdes causadas por Microsporum canis em canino da raga Buldogue Francés

Legenda: a) foliculite em face. b) lesdo eritomatosa com presenca de infeccdo secundaria.
Fonte: Proprio autor

Figura 4. Canino sintomatico com lesbes causadas pelo Microsporum canis

——il T

Legenda: a) visdo geral do animal. b) alopecia na regido toréacica e hiperceratose na regido ventral
Fonte: Proprio autor

Em relacdo as doencas imunossupressoras e a presenca de dermatofitoses nos cées,
Moriello e colaboradores (2017) demonstraram que cinco artigos descrevem cdes (10 caes no
total) com doencas concomitantes e dermatofitose. Quatro trabalhos descrevem dermatofitose
e hiperadrenocorticismo concomitantes em cées (ZUR, WHITE, 2011; HALL, MILLER,
MEDLEU, 1984; CHEN, SU, 2002; MACKAY, JOHNSTONE, OBOYLE, 1997). Outro

trabalho descreve seis caes Yorkshire terrier com dermatofitose e leishmaniose concomitante,
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leishmaniose e erliquiose e diabetes mellitus (CERUNDOLO, 2004). Embora haja apenas um
artigo documentando dermatofitose e demodicose concomitantes, na opinido dos autores, é
considerado provavel que a infeccdo dupla seja mais comum do que até hoje foi relatado
(ANGARANO, SCOTT, 1987).

1.3.2 Manifestagdes clinicas em humanos

A dermatofitose em humanos é considerada uma das infecges fungicas mais comuns.
As espécies zoofilicas sdo responsaveis por cerca de 30% das dermatofitoses humanas e
geralmente provocam uma inflamacéo aguda, enquanto as espécies antropofilicas representam
cerca de 70% das infeccdes nesses hospedeiros, causando uma infec¢do crénica e de
progressao lenta, sugerindo que o fungo tenha se adaptado ao hospedeiro humano (PERES et
al, 2010).

Os sintomas da dermatofitose podem ser leves ou mais graves dependendo do estado
imunoldgico do hospedeiro, e geralmente ndo ocorre invasdo de tecidos subcutaneos ou
orgdos internos. As lesdes caracteristicas nas infec¢des de pele sdo circulares, eritematosas e
pruriginosas, sendo consequentes da acéo direta do fungo ou de reacGes de hipersensibilidade
ao microrganismo e/ou a seus produtos metabélicos (LACAZ, 2002; ZAITZ, 2010). Nas
onicomicoses pode ocorrer descolamento das bordas, espessamento, aparecimento de
manchas brancas e até distrofia total das unhas. Embora as infec¢Ges causadas por
dermatdfitos sejam geralmente restritas as regides superficiais da epiderme (ELAVARASHI
et al., 2017), em pacientes imunodeprimidos, a dermatofitose pode, em raros casos descritos
na literatura, envolver tecidos subcutaneos e até mesmo 6rgaos profundos, possivelmente se
tornando uma doenca fatal na auséncia de tratamento adequado (WU et al., 2013).

Embora geralmente ndo seja uma condicéo grave, seus impactos na qualidade de vida
sdo significativos. Além da dor local e sensacbes desagradaveis ao redor das lesdes, os
pacientes sofrem psicologicamente devido as caracteristicas estéticas das lesdes e suas
consequéncias sociais (FAWAY; ROUVROIT; POUMAY, 2018).

Nos quadros em humanos a dermatofitose pode ser classificada de acordo com o0s
sitios anatdmicos afetados como: tinea corporis (corpo), tinea barbae (barba), tinea capitis
(couro cabeludo), tinea faciei (face), tinea pedis (pés), tinea mannun (maos), tinea cruris

(virilha), tinea unguium (unhas).
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A tinea faciei é limitada a pele glabra da face. Comum em pacientes pediatricos
(Figura 5c¢) e femininos. A infeccdo pode aparecer em qualquer superficie da face, incluindo
0 labio superior e 0 queixo. Nos homens, a condi¢do é conhecida como tinea barbae quando
ocorre uma infeccdo dermatofitica de areas com barba com forma sicosiforme lembrando
foliculite bacteriana; ou inflamatoria, lembrando querion.

Na tinha cruris, as lesdes sdo avermelhadas, descamativas, pruriginosas e afetam parte
ou toda a area do pubis, expandindo-se para regido abdominal inferior e também para as
nadegas, em casos extensos (ZAITZ, 2010).

Tinha unguium ou onicomicose por dermat6fitos acomete unhas dos pés e das maos. A
apresentacdo clinica mais comum é a subungueal distal e/ou lateral, seguida da subungueal
proximal e superficial branca. As trés formas podem evoluir para distrofia parcial ou total da
unha ( ZAITZ, 2010).

As tinhas pedis e mannum sdo geralmente causadas por demato6fitos do género
Trichophyton, principalmente T. rubrum. Nos pés as lesbes podem aparecer de forma aguda
representada por vesiculas bastante pruriginosas na regido plantar ou de forma crénica como
descamacdo fina sem muita sintomatologia. Pode afetar as dobras interdigitais (intertrigo) e
estar associada a onicomicose, 0 que € frequentemente observado.

A tinea capitis € mais comumente observada em pessoas de regiGes carentes e com
habitos precérios de higiene. Pode se apresentar sob a forma de placa de alopecia ou em uma
area na qual os pelos foram quebrados ou tonsurados pelo fungo que perfuram a haste dos
fios. Afeta principalmente criancas, podendo ser causada por fungos antropofilicos e
zoofilicos. Classificada em tonsurante, alopeciante e inflamatéria. A forma tonsurante é
dividida em microspdrica e tricofitica, que podem ser diferenciadas pela manifestacdo clinica,
pelo tipo de parasitismo e agente etioldgico. A tinha tonsurante microspérica apresenta lesao
extensa e geralmente Unica, com parasitismo ectothrix, causada por dermatofitos zoofilicos ou
geofilicos como M. canis e Nannizia gypsea, respectivamente. Na tinha tonsurante tricofitica
observam-se multiplas pequenas lesdes, provocando parasitismo endothrix causada por
dermatofitos antropofilicos, como o Trichophyton tonsurans e T. rubrum.

Em humanos, M. canis é agente comum de tinea capitis, tinea corporis e tinea faciei
(Figura 5) podendo causar também, com menor frequéncia, tinea unguium e tinea barbae. E o
agente de tinea capitis mais frequentemente isolado em criancas na fase pré-escolar, devido ao

contato estreito destas com os animais, considerados fontes de infecgéo.
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Figura 5. Formas clinicas da Dermatofitose humana.

- b
Legenda: a) tinea capitis. b) tinea coporis. c) tinea faciei
Fonte: Laboratorio de Micologia-HUPE/UERJ

Nos quadros de dermatofitose em humanos podem ocorrer ainda as chamadas
dermatofitides, que resultam de disseminacdo hematogénica de produtos toxicos de natureza
fangica em pele anteriormente sensibilizada. Os critérios de definicdo das dermatofitides
incluem a presenca de um foco primario de dermatofitose, a partir do qual ha isolamento do
fungo e auséncia do mesmo nas lesdes secundarias (dermatofitides), positividade no teste de
intradermorreacdo utilizando tricofitina demonstrando o estado de hipersensibilidade do
hospedeiro e regressao das lesbes de hipersensibilidade com o tratamento da lesdo primaria.
Pode-se classificar as dermatofitides como epidérmicas, cutaneas, subcutaneas, vasculares e
tipos liquendides, exantematico e exsudativo e suas formas de apresentacdo clinica variam, de
acordo com o tipo de reacdo presente (LACAZ, et al., 2002).

Em relacdo a lesdes mais profundas, Lacaz e colaboradores (2002) relatam quadros
semelhantes a micetomas causados por fungos dermatéfitos (Microsporum audouinii,
Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton verrucosum e Trichophyton. violaceum). Gréos
parasitarios sdo observados nas leses, onde ocorre uma reacdo eosinofilica periférica, devido
acao antigeno-anticorpo, caracteristica do fendmeno de Splendore-Hoeppli. O micélio é
sempre menos abundante e nunca com entrelagamento compacto, como nos graos
eumicéticos. Assim denominaram esses casos de pseudomicetoma. Atualmente, M. canis
também é conhecido como agente de pseudomicetoma (WANG; WANG; LI, 2018) e de
acordo com Faway, Rouvroit e Poumay (2018) os dermatéfitos podem invadir o tecido
dérmico apos trauma local em pacientes com infeccdo cronica. Em pacientes
imunodeprimidos, a dermatofitose pode envolver tecidos subcutaneos e até mesmo 6rgdos
profundos, possivelmente se tornando uma doenca fatal na auséncia de tratamento adequado
(WU et al., 2013).
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1.3.3 Fisiopatogenia da dermatofitose

Na dermatofitose ocorre a interacdo entre os artroconidios dos dermatofitos e o estrato
corneo da pele apos trés a quatro horas de contato entre ambos (PERES; MARANHAO;
MARTINEZ-ROSSI, 2010). Posteriormente, 0 processo de germinagéo se inicia seguido de
invasdo apds secrecdo de enzimas hidroliticas, principalmente queratinase, e formacdo de
tubos germinativos que crescem formando hifas hialinas e segmentadas detectadas na
superficie epidérmica a partir da sexta hora de infecgdo, atingindo a camada granulosa no
quarto dia. Nesta fase, a integridade da barreira epidérmica é perdida em resposta a alteracéo
de zbnulas de oclusdo. Simultaneamente, os queratindcitos exibem expressdo aumentada e
liberacdo de citocinas pré-inflamatorias e peptideos antimicrobianos, que serdo responsaveis
pelo controle e eventual resolucéo da infeccdo (FAWAY; ROUVROIT; POUMAY, 2018). Os
microconidios de T. mentagrophytes levam até doze horas ap6s infeccdo ex vivo de pele
humana para interagir com a camada superficial da pele e a germinacao ocorre num prazo de
até 24 horas (PERES; MARANHAO; MARTINEZ-ROSSI, 2010). Em um estudo feito em
epiderme interfolicular felina reconstruida, a aderéncia do artroconidio de M. canis comeca
duas horas pds inoculacdo, podendo se estender até seis horas da inoculagdo (CHINNAPUN,
2015).

Metabolitos dos dermatofitos induzem as células hospedeiras a criarem uma resposta
imune aos patdgenos. Esta resposta esta ligada ao grau de infeccdo do fungo podendo levar a
uma resposta inflamatdria leve a aguda. A imunidade humoral e celular envolvem a ativagdo
dos linfécitos, macrofagos, neutrofilos e mastdcitos no local da infecgdo (GNAT., 2018b).

O grau de intensidade da resposta imunoldgica depende do tipo de metabdlito, das
enzimas liberadas pelo agente e da imunossupressdo causada pelo dermatéfito. Os antigenos
de dermatofitos podem causar uma reacdo cutanea do tipo Thl ou tardia tipo 1V. A resposta
imediata de hipersensibilidade estd associada as infec¢des crdnicas recorrentes que produzem
altos niveis de imunoglobulina IgE, 1gG4 e citocinas Th2 por leucdcitos mononucleares. A
hipersensibilidade do tipo tardia esta associada a dermatofitose aguda. Estudos anteriores
relatam que anticorpos 1gG, IgA e IgM parecem néo proteger nas infeccdes por dermatofitos
porque seres humanos ndo infectados tém baixos niveis desses anticorpos (CHINNAPUN,
2015).

Suspeita-se ainda que a manana, componente glicoproteico da parede celular dos

dermatdfitos, esteja envolvida na supressdo da resposta inflamatéria e na diminuicdo de
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queratindcitos, permitindo assim que uma infeccdo crénica se estabeleca. Em T. rubrum ha
uma maior quantidade de manana quando comparado a M. canis. A partir dessa evidéncia,
pode-se observar uma a reacao inflamatdria de M. canis mais intensa em comparacdo a T.
rubrum (PERES; MARANHAO; MARTINEZ-ROSSI, 2010).

1.3.4 Epidemiologia da dermatofitose por Microsporum canis

Ao longo de alguns anos, M. canis vem despontando como um agente de
dermatofitose de grande importancia devido ao seu carater cosmopolita. O numero de
infeccdes por este fungo vem aumentando gradualmente desde o século XX, principalmente
devido ao aumento da populacdo de animais de estimacdo. Na Asia, em paises do
mediterraneo e no centro da Europa, M. canis mostra-se muito difundido (ZHAN; LIU, 2016).
De acordo com Hayette (2015), € o principal agente causador da tinea capitis e tinea corporis
nos paises do Mediterraneo (HAYETTE, 2015).

No Brasil, M. canis é mais frequente nas regides Sul e Sudeste, ja nas regides Norte e
Nordeste observa-se uma maior prevaléncia de Trichphyton tonsurans (VEASEY et al.,
2017).

Em um estudo realizado em Sao Paulo por Peres, Maranhdo e Martinez-Rossi (2010),
4.500 criancas de 0-15 anos foram avaliadas quanto a ocorréncia de tinea capitis no periodo
entre 1996 e 2000. Das 132 criangas com suspeita de doenca fungica, 112 (85%) tiveram a
confirmacéo pela microscopia direta e cultura de M. canis (70,5%) e T. tonsurans (23,2%),
seguidos de T. mentagrophytes (3,6%), N. gypsea (1,8%) e T. rubrum (0,9%). Em um
segundo estudo realizado também em Séo Paulo por Veasey (2017), 67 pacientes com tinea
capitis foram avaliados no periodo de margo de 2013 a maio de 2015, com 30 isolamentos
positivos para fungos. Na avaliacdo dos agentes etioldgicos encontrados a predominancia foi
de M. canis (56,6%), seguidos de T. tonsurans (36,6 %), N. gypsea (3,3%), e T.
mentagrophytes (3,3%). A incidéncia foi maior em homens (64,17%) e a idade média de 8
anos.

A prevaléncia de M. canis em animais com les6es fungicas de pele se mostra maior em
gatos em relacéo aos cées, sendo de até 90% nos felinos e 75% nos caninos. A dermatofitose
causada por M. canis € uma doenca heterogénea, com manifestacfes clinicas varidveis,

embora tenha sido observada uma alta incidéncia de animais infectados de forma
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assintomética na dltima década. Acredita-se que este fato possa estar relacionado a cepas
menos virulentas capazes de produzir uma lesdo tecidual menos pronunciada ou uma diferente
resposta imune dos animais afetados (GNAT et al, 2018b).

Nas regides sul e sudeste do Brasil, o agente mais frequente de tinha de couro
cabeludo é M. canis, a contaminagdo ocorre no ambiente domestico, devido ao contato com
animais infectados. A contaminagdo antropofilica ocorre por fomites como escovas,
travesseiros, brinquedos, entre outros. As tinhas tonsurantes (microsporicas e tricofiticas)

podem ser cronicas e caracterizam-se pela descamacao do couro cabeludo e tonsura dos pelos.

1.3.5 Diagnostico Laboratorial do Microsporum canis

No exame micolégico direto (Figura 6) através da utilizacdo de Iaminas de vidro e a
solucdo clarificante, hidréxido de potéassio (KOH) a 20%, pode-se observar estruturas
fangicas como artroconidios no interior e ao redor do pelo, indicando o parasitismo ectotrix e
presenca de hifas hialinas, septadas, ramificadas e artroconidios no material clinico (RAMOS
etal., 2014).

Figura 6. Parasitismo no pelo e na pele de animal por Microsporum canis, na microscopia (400x).

Legenda: a) artroconidios no interior e ao redor do pelo (parasitismo ectotrix) no pelo de cdo. b) hifas
hialinas septadas, ramificadas e artroconidios em raspado de pele de céo.
Fonte: prdprio autor.

A identificacdo da espécie vai depender do exame morfoldgico micro e macroscépico
da colbnia (CRUZ, 2010; RAMOS et al., 2014). Na macroscopia, observa-se colénia com

micelio aéreo cotonoso, branco (Figura 7a) e verso amarelo gema de ovo (Figura 7b) e na
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microscopia, o fungo apresenta hifas hialinas, septadas e ramificadas e macroconidios
fusiformes, de parede espessa, afilados nas pontas, espiculados e com mais de seis divisoes
celulares em seu interior (Figura 7 c).

Figura 7. Aspecto macroscopico e microscépico do Microsporum canis

Legenda: a) frente. b) verso da colénia de M. canis, cultivada em Agar Sabouraud dextrose ap6s 10 dias
de crescimento na temperatura de 25°C. ¢) micromorfologia de M. canis em lactofenol azul de algod&o
com a visualizacdo dos macroconidios fusiformes (400X)

Fonte: Proprio autor.

A histopatologia da biépsia de pele é pouco indicada para diagnosticar dermatofitose
em pequenos animais e humanos. Os casos mais indicados seriam em presenca de noédulos ou
feridas ndo cicatrizantes (Kerion, pseudomicetoma e micetoma) e como diagnostico
diferencial para outras doengas que possam estar associadas, como pénfigo, que muitas vezes
apresentam pustulas acantoliticas intradérmicas e dermatite facial. No exame histopatoldgico,
as coloracbes para fungos como o éacido periddico de Schiff (PAS) e metenamina de prata
Grocott-Gomori (GMS) sdo empregadas para a observacao de estruturas fangicas como hifas
e artroconidios. A coloragéo histologica ndo consegue diferenciar as espécies de dermatéfitos
(MORIELLO et al., 2017).

Métodos de identificacdo molecular também podem ser utilizados. Marcadores de
DNA testados até o momento, incluindo polimorfismo de comprimento de fragmento de
retricdo (RFLP), amplificacdo aleatéria de DNA polimoérfico (RAPD), sequenciamento de
nucleotideos do espacador interno transcrito (ITS) e regiGes de espagadores nao transcritos
(NTS) de genes de RNA ribossémico (rDNA) e outros, sdo ferramentas Gteis ndo s6 para
diagndsticos confiaveis, mas também para pesquisas epidemioldgicas (GNAT et al., 2018 a).
Para tipagem molecular recomenda-se 0 sequenciamento dos seguintes loci: regido ITS,
regido LSU, gene da beta-tubulina e gene da proteina ribossomal 60S (HOOG et al., 2017).
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1.4 FATORES DE VIRULENCIA DOS DERMATOFITOS

O processo de infeccdo de M. canis, assim como de todos os dermatéfitos, envolve
adesdo a pele do hospedeiro, a capacidade de invasdo no tecido e o aparecimento da resposta
do hospedeiro. Primeiramente, os dermatofitos invadem o tecido queratinizado e logo a seguir
a epiderme. Varios fatores de viruléncia s@o secretados pelos dermatofitos durante a fase de
invasdo, contribuindo para a penetracdo no tecido, obtencdo de nutrientes e melhor adaptacédo
ao meio (ELAVARASHI, KINDO, RANGARAJA, 2017). Enzimas como proteases, lipases,
elastase, colagenase, fosfolipases, esterases, hemolisina, queratinase e muitas outras sdo
importantes no processo infeccioso. Essa grande producdo de enzimas hidroliticas caracteriza
alguns dos fatores de viruléncia dos dermatéfitos, permitindo a hidrolise dos componentes da
pele e propiciando a invasdo do patdégeno. No tecido do hospedeiro, as macromoléculas s&o
utilizadas como fonte de carbono, nitrogénio, fésforo e enxofre. Dentre as enzimas secretadas
pelos dermatdfitos, a queratinase é a enzima de maior importancia quanto a viruléncia, uma
vez que esta altamente envolvida na invasdo e utilizacdo do estrato cérneo do hospedeiro
(CHINNAPUN, 2015; PERES; MARANHAO; MARTINEZ-ROSSI, 2010).

De acordo com o estudo de Gnat e colaboradores (2018 b), isolados clinicos de
dermatdfitos de diferentes espécies produzem enzimas em diferentes niveis. O perfil das
enzimas de cada espécie de dermatofito é possivelmente dependente de fatores relacionados

ao hospedeiro, ao género ou a ecologia do fungo.

1.4.1 Proteases

Proteases sdo consideradas uma das principais classes de enzimas associadas a
viruléncia e secretadas pelos dermatofitos, quando em contato com meio rico em substrato
proteico como fonte de nitrogénio. As proteases tém atividade proteolitica capaz de decompor
as proteinas em polipeptidios e aminoacidos e sédo importantes determinantes de viruléncia
para muitos fungos patogénicos (ELAVARASHI et al., 2017). As aspartil-proteases
secretadas (Saps) s@o responsaveis, por exemplo, pela adesdo e pelo dano tecidual causado
por leveduras do género Candida tendo como consequéncia a degradacdo de proteinas
estruturais e imunoldgicas, tais como as cadeias pesadas de IgG, proteina C3, colageno e
fibronectina (PICHOVA et al., 2001).
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Poucos sdo os relatos sobre as atividades das proteases nos dermatofitos, porém sabe-
se que esses fungos sdo altamente especializados em infectar o estrato corneo, unhas ou
cabelos, apresenando uma a atividade proteolitica de enzimas secretadas importante para sua
viruléncia. Endo- e exoproteases secretadas por dermatéfitos sdo semelhantes as das espécies
do género Aspergillus. No entanto, em contraste com Aspergillus spp., as endoproteases
secretadas por dermatofitos sdo mdltiplas e sdo principalmente membros de duas grandes
familias de proteinas, as subtilisinas (serina proteases) e as fungalisinas (metaloproteases)
(RAO et al., 1998). Em M. canis, uma importante fungalisina (Mep3), e uma subtilisina
principal (Sub3), ambas endoproteases, bem como duas dipeptidil peptidases foram
caracterizadas. Entre as subtilisinas, a protease Sub3 é a mais estudada. Sua secrecdo é
fortemente induzida durante o crescimento in vitro na queratina felina e a Sub3 nativa mostra
uma forte atividade em queratina como substrato. Além disso, embora em alguns dermatéfitos
genes que codificam proteases diferentes de Sub3 mostraram ser superexpressos in vivo. Sub3
de M. canis € a Unica protease secretada por dermat6fito em que a producdo in vivo durante a
infeccdo da pele foi claramente demonstrada. Até o inicio desta década, nenhuma outra
protease produzida por dermatofito foi detectada por imuno-histoquimica, o0 método mais
adequado para a deteccdo ex vivo de proteinas, na epiderme infectada ou estruturas capilares
de humanos ou animais. A Sub3 é detectavel na superficie de artroconidios e é um fator
indispensavel na adesdo fungica ndo apenas na epiderme felina, mas também na epiderme de

seres humanos de varias outras espécies animais (BAGUT et al., 2012).

1.4.2 Queratinase

Em todos os fungos dermatéfitos, as queratinases sdo consideradas 0s principais
fatores de viruléncia com relevancia clinica (VIANI et al., 2001).

A queratina possui diversas pontes de dissulfeto entre cisteinas, que s&o necessarias
para a estabilizacdo da proteina. Assim, antes que as proteases queratinoliticas dermatofiticas
atuem, pontes de dissulfeto do tecido queratinizado precisam ser reduzidas para sulfito. As
queratinases sdo especializadas em reduzir estas pontes de dissulfetos. Na presenca do sulfito,
a cistina na queratina é quebrada em cisteina e S-sulfocisteina, e assim, proteinas reduzidas
tornam-se vulneraveis a hidrélise pelas proteases secretadas (CHINNAPUN, 2015). Fungos
dermatofitos, bactérias (espécies de Bacillus e Streptomyces) produzem queratinase
(ELAVARASHI et al., 2017).
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Lacaz e colaboradores (2002), relatam que na dermatofitose causada por M. canis, a
producdo de uma enzima extracelular de natureza proteica, chamada Ekase (Extracelular
queratinase), afeta diretamente a epiderme, pois ¢ capaz de “destruir” as células escamosas da
epiderme. E uma enzima antigénica, podendo ser encontrada na camada epidérmica e no
proprio dermatdfito, através de teste imunoenzimético (ELISA), com anticorpo policlonal
anti-Ekase (LACAZ et al., 2002).

No estudo de Cafarchia e colaboradores (2011) € demonstrado que a queratinase
apresentou uma boa producao por isolados de T. mentagrophytes em coelhos sintomaticos,

assintomaticos e nos isolados obtidos do ambiente.

1.4.3 Elastase

Classificada como uma serina-protease especializada na degradacéo da elastina. E
uma proteina com funcdo estrutural que forma fibras elasticas, com uma importante funcéo na
patogénese de outros fungos como em Aspergillus fumigatus e provavelmente para 0s
dermatdfitos. Em humanos, as cepas de dermat6fitos produtoras de elastase causam lesdes
agudas, enquanto as cepas ndo produtoras de elastase geram em lesdes cronicas (VIANI et al.,
2007).

Em relacdo ao estudo de Viani e colaboradores (2001), cepas isoladas de M. canis de
cdes e gatos sintomaticos e assintomaticos, foram observadas com baixa producédo de elastase
tanto para o grupo de animais sintomaticos quanto para os assintomaticos. Porém, em estudo
posterior do mesmo grupo (2007) com cepas isoladas de M. canis em gatos sintomaticos e
assintomaticos, foi demonstrada uma alta produtividade da enzima elastase nos gatos
sintométicos em comparagdo aos gatos assintomaticos.

Na analise de outro grupo foi demonstrado que os isolados de M. canis sdo baixos
produtores de elastase, sendo a mesma resposta também encontrada por Cafarchia e
colaboradores (2011) mostrando em seu trabalho baixa produgdo enzimatica para elastase em
isolados de T. mentagrophytes de coelhos sintomaticos, e a ndo produgdo desta enzima em
isolados de coelhos assintométicos e do ambiente de acordo com um estudo desenvolvido por
Sharizadeh, Shokri e Khosravi (2016).

De acordo com Gnat e colaboradores (2018 b), no que diz respeito a enzima elastase,
foi registado um nivel de atividade superior nos isolados de M. canis quando comparado aos

isolados de T. mentagrophytes.
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1.4.4 Catalase

A principal atividade da Catalase esta na neutralizacdo de peroxidos, ou seja,
transformar perdxidos (H202) em &gua e oxigénio. Muitos fungos ao serem fagocitados, levam
a ativagdo dos fagocitos e liberacdo de mediadores quimicos participantes do mecanismo
oxidativo. Entre estes o peroxido de hidrogénio e o Oxido nitrico exporiam o fungo a um
stress oxidativo. Entretanto, mecanismos fungicos de escape, entre os quais producdo de
catalases as quais atuariam na defesa do microrganismo contra o peréxido de hidrogénio, sdo
desencadeados, com ocorréncia do processo de multiplica¢do do fungo dentro dos macréfagos
(HANSBERG et al., 2012). Em fungos dermatofitos, seu papel ainda nao foi investigado.

1.4.5 Urease

Urease € uma enzima que possui trés dominios estruturais e um catalitico. A hidrolise
do seu substrato, a uréia, produz aménia e gas carbdnico que posteriormente é convertido em
bicarbonato. A liberacdo de aménia em certos ambientes é benéfica para 0 microrganismo,
pois ocasiona o aumento do pH &cido do meio neutralizando-o parcialmente (MOBLEY et al.,
1995). Muitos fungos patogénicos como exemplo Coccidioides posadasii e Cryptococcus
neoformans apresentam importante atividade de urease, 0 que caracteriza esta enzima como
importante fator de viruléncia durante o processo de infec¢do (COX et al., 2000; MIRBOD-
DONOVAN et al., 2006). Em fungos dermatdéfitos, seu papel na viruléncia desses organismos
ainda ndo foi investigado, muito embora a producdo de urease nesses fungos tenha sido
utilizada por décadas como caracteristica fisiologica importante na sua diferenciacdo, em

especial das espécies Trichophyton rubrum e T. mentagrophytes (KANE, FISHER, 1971).

1.4.6 Hemolisina

A producdo de hemolisinas tem um importante papel na viruléncia. Essas proteinas

sd0 essenciais para a sobrevivéncia de microrganismos e estdo relacionadas a aquisicdo de

ferro. Este elemento inorganico € indispensavel para o desenvolvimento de microrganismos,
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incluindo os fungos, e a capacidade de obtengdo deste elemento é primordial para o
estabelecimento de um processo infeccioso (NEVITT & THIELE, 2011).

As hemolisinas tém sido descritas como causadores de efeitos citotoxicos nas
membranas dos eritrécitos e células fagociticas, bem como formacéao de poros e efeitos de lise
sobre outras células eucaridticas e estruturas celulares. A hemolisina vem sendo estudada em
varias espécies de bactérias, no entanto, hemolisinas produzidas pelo dermat6fitos podem
desempenhar um papel importante no equilibrio entre a imunidade celular do hospedeiro e a

capacidade do fungo em diminuir a resposta imune (GNAT et al., 2018 b).

1.4.7 Lipases

As lipases sdo encontradas na natureza em tecidos animais e vegetais e em
microrganismos (fungos e bactérias). Os fungos filamentosos possuem a habilidade de crescer
em substratos bastante simples e de baixo custo, além da excepcional capacidade de expressar
e excretar proteinas. Estas caracteristicas aliadas ao avan¢o do conhecimento da fisiologia,
bioguimica e genética dos fungos filamentosos tornou possivel a exploracdo de seu imenso
potencial para a producdo de lipase, assim como outras enzimas de aplicagdo industrial.
Alguns dos fungos produtores de lipase com destacada aplicagdo comercial séo aqueles
pertencentes aos géneros Rhizopus, Aspergillus, Tallaromyces (Penicillium), Geotrichum,
Mucor e Rhizomucor (CORTEZ; CASTRO; ANDRADE, 2017).

A lipase é uma enzima que tem uma importante funcdo no estagio inicial da invasao
dos dermatdfitos ao estrato corneo (CAFARCHIA et al., 2011; SHARIFZADEH; SHOKRI e
KHOSRAVI, 2016). No estudo de Cafarchia e colaboradores (2011) foi demonstrado que T.
mentagrophytes isolados de coelhos sintomaticos, assintomaticos e do ambiente sdo bons
produtores enzimaticos de lipase. Em um estudo comparativo de cepas de fungos dermatofitos
isolados de pacientes humanos com formas agudas e crbnicas de dermatofitose, foi
demostrada uma maior atividade de lipase em cepas isoladas de infec¢des crénicas (LOPEZ-
MARTINEZ et al., 1994). Cepas de M. canis isoladas de pacientes humanos foram produtoras
de lipase (SHARIFZADEH; SHOKRI e KHOSRAVI, 2016; ELAVARASHI, KINDO e JAN,
2017). No estudo feito por Viani e colaboradores (2001) cepas de M. canis isoladas de cées e

gatos com sintomas e assintomaticos também foram produtoras de lipase.
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1.4.8 - Dnase

O alto nivel da enzima Dnase estd relacionada a intensidade do processo
inflamatorio na pele de humanos (CAFARCHIA et al., 2011). De acordo com Sharifzadeh,
Shokri e Khosravi (2016), cepas isoladas de M. canis em pacientes humanos sdo produtoras
de Dnase.

O trabalho de Cafarchia e colaboradores (2011) relata haver producdo enzimatica para
Dnase em isolados de T. mentagrophytes de coelhos sintomaticos, assintométicos e do
ambiente. Ja Viani e colaboradores (2001) relatam que cepas de M. canis isoladas de cdes e
gatos com sintomas e assintomaticos, apresentaram 50% de positividade para esta enzima no

grupo de animais sintomaticos.

1.4.9 - Termotolerancia

Por fim, um dos fatores que influenciam na viruléncia de varios fungos patogénicos é
a termotolerancia, ou seja, a capacidade dos fungos em sobreviver e crescer na temperatura
corporea dos hospedeiros endotérmicos (HOGAN et al., 1996).

De acordo com Kadhim (2015), fatores ambientais desempenham um importante papel
no crescimento de fungos queratinofilicos. Todos os fungos possuem uma faixa definida de
temperatura dentro da qual crescem e esporulam. Geralmente, a maioria cresce em uma
temperatura variando entre 15 e 35°C; outros requerem uma temperatura maior para 0 seu
crescimento. O pH do meio € outro fator importante € que na maioria dos fungos pode variar
de 4,2 a 9,3. A medida que os fungos crescem, algumas espécies aumentam o pH do meio e
outros diminuem. Os dermatofitos tendem a produzir pH alcalino quando crescendo em meio
Sabouraud, isso ocorre devido a desaminacdo de aminoacidos acidos e consequentemente
formacdo de amonia.

A termotolerancia de isolados de fungos dermatofitos até o momento ndo foi
devidamente estudada. Em outros fungos patogénicos para 0 homem e para 0s animais, a
termotolerancia parece estar envolvida com a patogenicidade. De acordo com o observado,
isolados de Sporothrix spp. que apresentaram maior termotolerancia apresenta uma maior

capacidade de disseminacdo no hospedeiro humano (MESA-ARANGO et al., 2003), e podem
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gerar condigBes mais graves e sinais e sintomas respiratorios nos gatos ( BOECHAT et al.,
2018).
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2. JUSTIFICATIVA

As dermatofitoses estdo dentre as principais queixas de dermatologia infecciosa em
todo o mundo. Essas infec¢Bes, dependendo do agente etioldgico (como é o caso do M. canis),
podem ser transmitidas de um animal infectado ou reservatorio natural do fungo para o
hospedeiro humano.

Nos ultimos anos, o nimero de animais de estimagdo nos domicilios brasileiros vem
aumentando. De fato, de acordo com um levantamento feito pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), o Brasil tem a segunda maior populacdo de animais de
estimacdo do mundo, com 22,1 milhdes de felinos e 52,2 milhGes de caes, entretanto a
populagéo de gatos vem se multiplicando em maior proporcao e deve predominar em menos
de 10 anos (IBGE, 2015). A relagdo do homem e os animais de companhia, como 0s caes e
gatos, dividindo o mesmo nicho urbano, e o potencial zoonético destes animais na
transmissdo de doencas, nos motiva a conhecer melhor a interacdo destes animais com 0s
dermatofitos (SEGUNDO et al., 2004).

Um dos principais fatores que acarretam em alteracfes clinicas nas diferentes micoses
é a viruléncia do agente etioldgico. Aspectos de viruléncia sdo bem estudados em diversos
fungos (ALMEIDA-PAES et al., 2015; FIGUEIREDO-CARVALHO et al., 2017; RAMOS et
al., 2017), porém pouco é conhecido sobre os aspectos fenotipicos associados a viruléncia em
M. canis, como a producdo de algumas enzimas hidroliticas (por exemplo hemolisina e
catalase), além do papel da uréase ainda ndo relatado na patogénese de M. canis (AKTAS e
YIGIT, 2015). Outro fator relevante € que fungos mais resistentes a variacdo térmica possuem
maior capacidade de invasdo, disseminacdo, além de causar doenca com maior grau de
gravidade (KWON-CHUNG & BENNETT, 1992).

Com tantas lacunas no conhecimento da dermatofitose causada por M. canis e 0 seu
potencial em se tornar uma micose emergente, devido ao crescente nimero de animais de
estimacdo nos domicilios, se faz necessario estudar fatores de viruléncia que possam

favorecer a transmissao e o aparecimento de formas mais graves desta infeccao.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Comparar a expressdao de enzimas associadas a viruléncia e, ainda, a termotolerancia

de isolados de M. canis obtidos de animais (caes e gatos) e humanos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a producdo de catalase, urease, queratinase, hemolisina e aspartico
protease em M. canis;

e Determinar a termotolerancia de M. canis;

e Comparar os fatores associados a viruléncia entre gatos sintomaticos e assintomaticos;

e Comparar os fatores associados a viruléncia entre isolados de M. canis de animais e

seres humanos.
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4. MATERIAIS, PACIENTES E METODOS

4.1. APROVACAO ETICA

Este projeto foi submetido a Plataforma Brasil para avaliacdo ética dos Comités das
instituicbes envolvidas, tendo sido aprovado por ambos: INI/FIOCRUZ (CAAE:
62420416.1.0000.5262) e HUPE/UERJ (CAAE: 62420416.1.3001.5259). Além disso, foi
submetido ao Comité de Etica para o Uso de Animais da Fiocruz (CEUA), para aprovacio
dos procedimentos realizados com o0s cdes e 0s gatos, tendo sido aprovado, recebendo a
licenca LW-9/18.

4.2 CRITERIOS DE INCLUSAO E DE EXCLUSAO

4.2.1 Pacientes humanos

Foram incluidos 14 pacientes com dermatofitose por M. canis, confirmados pelo
isolamento e identificacdo do fungo, Sete destes foram provenientes do Laboratério de
Micologia do Hospital Universitario Pedro Ernesto da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (HUPE-UERJ) e sete do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas da
Fundacdo Oswaldo Cruz (INI-Fiocruz). Todos os pacientes concordaram em participar do
estudo atraves da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). No
caso particular dos pacientes menores de idade, o TCLE foi assinado pelo seu responsavel
legal. Foram excluidos pacientes que utilizaram medicamento antifungico oral ou tépico nos

30 dias anteriores a realizagdo do exame.
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4.2.2 Animais sintoméaticos

Foram incluidos animais que apresentavam sinais clinicos como alopecia, eritema,
descamacOes e/ou crostas, com dermatofitose por M. canis confirmada por cultura. Além
disso, os proprietarios ou tutores do animal concordaram com o0s procedimentos necessarios
para a coleta de material clinico. Foram excluidos animais que fizeram uso topico ou oral de
medicamento antifingico nos 30 dias anteriores ao exame, assim como fémeas gestantes,

animais com sinais clinicos de imunodeficiéncia ou em tratamento de tumores.

4.2.3 Animais assintomaticos

Foram incluidos animais sem 0s sintomas acima descritos e cujos proprietarios ou
tutores concordaram com 0s procedimentos necessarios para a coleta do material clinico. Os

critérios de exclusdo foram os mesmos utilizados para os animais sintomaticos.

4.3. COLETA DE MATERIAL CLINICO

4.3.1 Pacientes humanos

Foi realizado raspado da borda da lesdo de pele dos pacientes utilizando uma cureta
dermatoldgica estéril e descartavel ou com o auxilio de um esculpidor Lecron, dependendo da
instituicdo. Nos casos de suspeita de tinha capitis, os pelos fragmentados ou tonsurados foram
coletados com o auxilio de pincga estéril, além da raspagem da lesdo descamativa no couro

cabeludo.
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4.3.2 Pacientes animais sintomaticos

O material foi coletado utilizando uma lamina de bisturi estéril para raspar
superficialmente as bordas da lesdo, recolhendo pelos, material descamativo e crostas. O
material foi armazenado entre duas laminas de vidro, lacrado e identificado com o nome do
animal, do veterinario que realizou a coleta, data e local da coleta. O material foi

encaminhado ao laboratério de Micologia do INI/Fiocruz para ser analisado.

4.3.3 Pacientes animais assintomaticos

O material foi coletado através da escovacdo da pelagem do animal em varias direcdes
utilizando uma escova de dente estéril. Apds a coleta, essa escova era guardada em saco
plastico estéril e encaminhada ao laboratorio de Micologia — INI/Fiocruz para posterior

analise.

4.4 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DO FUNGO

O material clinico coletado foi semeado em tubos com rosca contendo os meios Agar
Sabouraud dextrose (SDA) e Agar Seletivo (Mycosel), e incubado & 25°C (temperatura
ambiente) por um periodo de até trés semanas. Fungos com macroscopia compativel com M.
canis foram repicados em Agar batata dextrose (Potato dextrose agar- PDA) e seus aspectos
macroscopicos e microscopicos foram determinados apos 10 dias de incubagéo a temperatura
ambiente. A microscopia foi feita com lactofenol azul de algod&o e as laminas visualizadas

em microscopico 6tico (Zeiss- Axiolab) ha 400x.

4.5 PRODUCAO DE ENZIMAS HIDROLITICAS

As atividades enzimaticas de queratinase, hemolisinas e aspartico-proteases foram

mensuradas em placas de Petri contendo o meio de cultura especifico para deteccdo de cada



40

enzima. Aliquotas de 10 pL de uma suspensdo de conidios de M. canis em suspensdo
equivalente & escala 2,0 de Mc Farland (aproximadamente 1 x 10® conidios/ml) foram
adicionadas a superficie de cada meio e incubado por sete dias em estufa a 25°C e
posteriormente incubadas por um periodo subsequente de 48 h a 35°C, conforme sugerido por
Aktas e Yigit (2014) para o estudo de enzimas hidroliticas em fungos dermatéfitos. O
didametro da colonia (a) e o didmetro da colénia mais o halo de revelacdo de atividade
enzimatica (b) foram mensurados com uma régua milimetrada. As atividades enzimaticas de
cada isolado foram expressas como valor de Pz (Pz=a/b). O valor de Pz foi classificado em
quatro categorias: atividade enzimética negativa (Pz = 1); atividade enzimatica baixa (Pz entre
0,700 e 0,999); atividade enzimatica moderada (Pz entre 0,400 e 0,699) e atividade enzimatica
alta (Pz menor que 0,399). De acordo com a definicdo de Pz, valores baixos significam alta
producdo enzimatica e valores altos indicam baixa producdo enzimatica (PRICE;
WILKINSON; GENTRY, 1982). Todos os experimentos foram feitos no minimo em
duplicata, a fim de verificar a reprodutibilidade dos resultados.

4.5.1 Atividade de queratinase

Foi realizada usando o meio de Agar queratina (queratina azure 0,06%, MgSQO4 0,05%,
KH2PO4 0,01%, FeSO4 0,001%, ZnSO4 0,0005%, NaH2PO4 0,386%, Na,HPO4 0,397%, Agar
1,5%), conforme descrito por Cafarchia e colaboradores (2011) com algumas modificacGes.
Resumidamente, a queratina, apds ser pesada, foi macerada em nitrogénio liquido para
facilitar sua homogeneizagdo em todo o meio de cultura. A seguir, a queratina macerada foi
misturada aos compostos diluidos descritos acima em 250 mL de &gua destilada. Isolados
produtores de queratinase apresentaram uma zona azulada ao redor da coldnia, que

correspondia a liberacdo do pigmento azul ap6s hidrolise da queratina no meio.

4.5.2 Atividade hemolitica

Foi realizada usando Agar sangue de carneiro comercial (PlastLabor, Rio de Janeiro,

RJ). A presenca de um halo translucido ao redor da col6nia apds 48h de incubacéo a 35°C
indicou atividade hemolitica positiva (FIGUEIREDO-CARVALHO et al., 2017).
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4.5.3 Atividade de aspartico-proteases

Foi realizada utilizando o meio preparado com azoalbumina 0,5 g, Yeast Carbono
Base (YCB) 2,925g, e 1,5% de Agar (ALMEIDA-PAES et al., 2015).

4.5.4 Producéo de catalase

A producdo de catalase foi verificada utilizando culturas das cepas de M. canis
inoculadas em meio PDA sem inclinacdo por sete dias em estufa a 25°C e posteriormente
incubadas por mais 48 h em estufa a 35°C. Apds o periodo de incubacéo as culturas foram
recobertas com 1 mL de solugdo contendo perdxido de hidrogénio a 30% e Tween 20 a 1%.
Apo6s cinco minutos de reacdo, a altura da coluna de bolhas foi medida com auxilio de uma
régua milimetrada. Meio de cultura ndo inoculado com fungo foi utilizado como controle
negativo. A atividade da catalase foi classificada como alta (coluna de bolhas > 45 mm) ou
baixa (coluna de bolhas < 45 mm) (METCHOCK; NOLTE; WALLACE JR, 1999).

4.5.5 Producéo de urease

Um volume de 0,5 mL de uma suspensdo de conidios de M. canis equivalente a escala
2,0 de Mc Farland foi semeado em 4,5 mL de caldo uréia de Chistensen (peptona 0,1%, NaCl
0,5%, KH2PO4 0,2%, uréia 2%, glicose 0,1%, vermelho de fenol 0,0016%). Apds esse
processo, esta suspensdo celular em meio de cultivo foi incubada em estufa a 35°C. Ao final
de 14 dias os cultivos foram centrifugados a 10.000g e 100 pL do sobrenadante foram
transferidos, em triplicata, para uma placa de poliestireno de 96 pocos com fundo chato
(Corning, Tewksbury, EUA). Isolados de Candida albicans (ATCC 18804) e Cryptococcus
neoformans (ATCC 32045) foram utilizados como controles negativo e positivo,
respectivamente. A absorbancia tanto das amostras quanto dos controles foi obtida por
espectrofotometria no comprimento de onda de 559 nm utilizado o leitor de microplacas
Epoch Biotek (ALMEIDA-PAES et al., 2015).
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A atividade enzimatica foi classificada como negativa quando a densidade 6tica (DO)
variou de 0 a 0,099; fraca quando a DO variou de 0,1 a 0,199; média quando a DO variou de
0,2 a 0,499 e forte quando a DO variou de 0,5a 0,9.

4.6 TESTE DE TERMOTOLERANCIA

Aliquotas de 10 pL de uma suspensdo de conidios de M. canis em suspensdo
equivalente & escala 2,0 de Mc Farland (aproximadamente 1 x 10% conidios/ml) foram
adicionadas a superficie de placas de Petri contendo meio SDA e incubados em estufas na
temperatura de 25°C durante 7 dias e depois as mesmas placas foram incubadas mais dois dias
na estufa a 35°C. Ao final do periodo de incubacéo, o didmetro das col6nias foi medido com o
auxilio de uma régua milimetrada. Em seguida, foi calculado o percentual de inibicdo do
crescimento (%IC) através da seguinte formula:

5 —

D, —D
%IC :ZT?’leoo
25

Onde D25 e Dss sdo o diametro da colonia a 25°C e a 35°C, respectivamente
(BOECHAT etal., 2018).

A classificacdo dos isolados quanto a termotolerancia foi expressa da seguinte
forma: (1) isolados cujo crescimento foi reduzido de 0 a 33% foram classificados como tendo
alta termotolerancia; (2) isolados cujo crescimento foi reduzido de 34 a 65% classificados
como média; e (3) isolados cujo crescimento foi reduzido de 66 a 100% foram classificados

como tendo baixa termotolerancia.

4.7 ANALISE DE RESULTADOS

Os resultados quantitativos relativos aos fatores associados a viruléncia (catalase,
urease, queratinase, aspartico-protease, hemolisina e termotoleréncia) obtidos nos diferentes
grupos (humanos, cées, gatos assintomaticos e gatos sintomaticos) foram comparados através
de testes ndo parametricos utilizando programas estatisticos como o R 3.2.3 para Windows.

Também foram estudadas utilizando o mesmo teste as relagBes entre os diferentes

fatores e a apresentacdo clinica da micose nos felinos (sintomaticos e assintomaticos). A
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andlise global dos diferentes fatores estudados foi feita através de mapa de calor, onde as
cores verde e vermelha simbolizaram baixa e alta expressdo de fator, respectivamente. O

mapa de calor foi gerado no Software GraphPad Prism 7.0.
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5. RESULTADOS

5.1 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DO Microsporum canis

5.1.1 Em animais

Foram analisados isolados clinicos de M. canis de 12 caninos sintomaticos, 15 felinos
sintomaéticos e 11 felinos assintomaticos totalizando 38 amostras.

Dos 12 caninos, oito animais eram machos e quatro fémeas. De acordo com a raga, um
animal era da raca Jack Russel, um da raca Pastor de Shetland, um da raca Maltés, um da raca
Buldogue Francés e oito animais sem raca definida. Entre os felinos sintomaticos, nove eram
machos e seis fémeas; um da racga Bristsh Longhair, trés Persas e 11 sem raca definida. Dos
felinos assintomaticos seis eram machos e cinco fémeas e todos os animais ndo tinham raca
definida.

5.1.2 Em humanos

Foram analisadas 14 isolados de M. canis de pacientes humanos com dermatofitose.
Destes haviam seis mulheres e sete homens; em um deles ndo houve identificagdo quanto ao
sexo. Quanto a faixa etaria, foram analisadas amostras de seis pacientes adultos e cinco
criangas; trés isolados ndo tiveram registro quanto a idade. Com referéncia aos locais de
coleta, sete pacientes apresentaram lesdes na regido do couro cabeludo (tinea capitis), dois
apresentaram leséo na regido abdominal, dois com lesdo na regido plantar, um com leséo na

regido palmar, um paciente na regido do braco e um na regido do dorso.
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5.2 PRODUCAO DE ENZIMAS HIDROLITICAS

Todos os isolados foram capazes de produzir queratinase, protease e hemolisina,

conforme evidenciado nos diferentes meios de cultura (Figura 8).

Figura 8. Meios de cultura em placa com demonstracdo da produgéo enzimatica (producédo de halo).

Legenda: (a) Placa queratinase. (b) Placa aspartico-protease. (c) Placa hemolisina.
Fonte: Proprio autor

As atividades enzimaticas foram determinadas de acordo com o Pz (Pz= a/b). Os

valores obtidos do Pz estdo descritos nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Variacao dos valores de Pz relacionados as atividades enzimaticas de queratinase, hemolisina e
aspartico-protease nos isolados clinicos de M. canis em diferentes hospedeiros.

Variacao do Pz

Hospedeiro (N) Queratinase Hemolisina Protease
Canino (12) 0,50-0,82 0,67-0,87 0,30-0,71
Felino sintomatico (15) 0,50-0,79 0,62-0,85 0,37-0,73
Felino assintomatico (11) 0,55-0,80 0,67-0,85 0,34-0,85
Humanos (14) 0,45-0,80 0,62-0,87 0,30-0,63

Tabela 2. Média e desvio padrao dos valores de Pz relacionados as atividades enzimaticas de queratinase,
hemolisina e aspartico-protease nos isolados clinicos de M. canis em diferentes hospedeiros.

Média + Desvio Padréo do Pz

Hospedeiro (N) Queratinase Hemolisina Protease
Canino (12) 0,68 £ 0,08 0,79£0,10 0,49 £0,13
Felino sintomatico (15) 0,71+ 0,08 0,76 + 0,06 0,54 +0,12
Felino assintomatico (11) 0,69 + 0,08 0,78 + 0,06 0,47 £ 0,16

Humanos (14) 0,65+0,10 0,78 + 0,08 0,48 +0,13
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Todos os isolados apresentaram atividade enzimatica para queratinase, hemolisina e
aspartico-protease variando de baixa, moderada ou alta entre 0s grupos estudados.

Em relacdo a producdo da enzima queratinase, 34 isolados (65,4%) apresentaram
baixa atividade enzimatica, 18 (34,6%) foram classificados como moderados e nenhum dos
isolados apresentaram atividade enzimatica elevada conforme apresentado no Gréfico 1la.
Né&o foi observada diferenca estatisticamente significante (P=0,4058) em relacdo a producéo
de queratinase entre os diferentes grupos (Grafico 1b). Também ndo foi verificada diferenca

significante entre a queratinase de cepas isoladas de gatos sintomaticos e assintomaticos.

Grafico 1. Classificacao e distrui¢do de Pz dos isolados de Microsporum canis quanto a produgéo de

queratinase.
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Legenda: a) Classificacao dos isolados de M. canis quanto a produc¢do de queratinase. b) Distribui¢do dos
valores de Pz quanto a producéo da queratinase. As linhas tracejadas delimitam os valores de mudanca de

categorizacao dos valores de Pz.
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Na producéo de aspértico-protease, 33 (63,5%) dos isolados analisados mostraram-se
como moderados produtores desta enzima, sendo sete (13,4%) com baixa producdo e 12
(23,1%) classificados como alto produtor, conforme demonstrado no Grafico 2a. Com
relacdo a producdo de aspartico-protease entre as cepas de M. canis isoladas de diferentes
hospedeiros, ndo foi verificada diferenca estatisticamente significativa entre os diferentes
grupos (P=0,4199) (Gréfico 2b). De forma semelhante, ndo foi verificada diferenca

significante dessa enzima entre as cepas isoladas de gatos sintomaticos e assintomaticos.

Grafico 2. Classificacdo e Distruicdo de Pz dos isolados de Microsporum canis quanto a producéo de
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Legenda: a) Classificacdo dos isolados de M.canis quanto a producéo de Protease. b) Distribuicdo dos
valores de Pz quanto a producdo da protease. As linhas tracejadas delimitam os valores de mudanca de

categorizacao dos valores de Pz.
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A baixa producdo de hemolisina foi observada em 44 (84,62%) dos isolados

analisados, e oito (15,38%) classificados como produtores moderados, conforme demonstrado

no Grafico 3a. Com relacdo a producéo de hemolisina entre as cepas de M. canis isoladas de

diferentes hospedeiros, ndo foi verificada diferenca estatisticamente significativa entre os

diferentes grupos (P=0,5516) (Gréfico 3b), bem como ndo houve diferenca significativa entre

a producdo de hemolisina de cepas isoladas de gatos sintométicos e assintomaticos.

Gréfico 3. Classificacdo e Distruicdo de Pz dos isolados de Microsporum canis quanto a producdo de

hemolisina
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Legenda: a) Classificagédo dos isolados de M. canis quanto a producéo de hemolisina. b) Distribui¢do dos

valores de Pz quanto a producdo da hemolisina. As linhas tracejadas delimitam os valores de mudanga de

categorizacao dos valores de Pz.
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A produgdo da uréase, avaliada nos 52 isolados clinicos (animais e humanos), mostrou
que 48 (92,3%) dos isolados foram produtores desta enzima (Figura 9).

Figura 9. Teste de urease de isolados de Microsporum canis
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Legenda: Diferenciacao de tonalidades do sobrenadante de cultura em meio Caldo Ureia de Christensen
de alguns isolados de M. canis posicionados dos orificios C7 a E10 da placa de 96 pogos. Com a produgéo
de urease o sobrenadante muda de coloragéo do amarelo para o rosa.

Fonte: Proprio autor.

Os resultados obtidos na absorbancia em cada espécie de hospedeiro, ap6s 14 dias de

incubacdo na temperatura de 35°C, podem ser observados na Tabela 3.

Tabela 3. Valores de absorbancia relacionados as atividades enzimaticas da urease nos isolados clinicos de
M. canis em diferentes hospedeiros.

Hospedeiros (N) Variacao da Média * Desvio Padrao da
Absorbancia Absorbancia

Canino (12) 0,023 a 0,60 0,25+0,17

Felino sintomatico (15) 0,11 a0,53 0,27 +0,14

Felino assintomatico (11) 0,07 a0,74 0,29 £0,19

Humanos (14) 0,02a0,53 0,28 + 0,15
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Os isolados apresentaram atividade enzimatica para urease variando de negativa, fraca,

média a forte entre os quatro grupos estudados (Gréafico 4a). Em relacdo a producdo da

enzima urease, os isolados se distribuiram de forma homogénea quanto a DO do sobrenadante

da cultura a 35°C e ndo foi verificada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos

(P=0,8904) (Gréfico 4b). Também nao foi verificada diferenca significante entre a urease de

cepas isoladas de gatos sintomaticos e assintomaticos.

Gréfico 4. Classificacdo e distruicdo de Pz dos isolados de Microsporum canis quanto a producédo de

urease
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Legenda: a) classificacdo dos isolados de M. canis quanto a producdo de urease. b) Distribuicdo dos

valores de densidade 6tica quanto a producéo da urease.



A producéo de catalase foi verificada pela altura da coluna de bolhas devido & resposta
ao stress oxidativo (Figura 10).

Figura 10. Culturas dos isolados de M. canis inoculadas em meio PDA sem inclinacdo ap6s adicdo de

peroxido de hidrogénio 30%o e tween 20.

Legenda: Diferengas na producgéo de catalase foram evidenciadas com a altura da coluna de bolhas

Fonte: Proprio autor

A partir de cinco minutos da producdo de bolhas o tamanho da coluna gerada por cada
isolado foi medido, conforme Tabela 4.

Tabela 4. Valores da altura de bolhas relacionada a atividade enzimatica da catalase nos isolados clinicos
de Microsporum canis em diferentes hospedeiros.

Hospedeiro (N) Variacdo da Média + Desvio Padrao da
producdo de bolhas producéo de bolhas
(cm)
Canino (12) 0,45a2,05 1,15+ 0,60
Felino sintomatico (15) 0,70a2,45 1,02+0,44
Felino assintomatico (11) 0,50 a2,25 1,18 + 0,62

Humanos (14) 0,65a2,40 1,28 + 0,59
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Todos os isolados apresentaram atividade enzimatica para catalase. Porém, como
nenhum isolado obteve altura de bolhas superior a 4,5 cm, todos foram classificados como
baixos produtores desta enzima. Em relacdo a resposta da atividade catalase, os isolados se
distribuiram de forma heterogénea quanto ao tamanho da coluna de bolhas, conforme mostra
no Grafico 5a. Com relagdo a producdo de catalase entre as cepas de M. canis isoladas de
diferentes hospedeiros, ndo foi verificada diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos (P=0,8150). Também néo foi verificada diferenca significante entre a catalase de cepas

isoladas de gatos sintomaticos e assintomaticos.

Gréfico 5. Distribuicdo dos valores da coluna de bolhas dos isolados de Microsporum canis em relacéo a

atividade da Catalase.
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5.3 TESTE DE TERMOTOLERANCIA

A atividade de termotolerancia foi avaliada pela comparacédo do diametro das colonias
nas temperaturas de 25°C e 35°C conforme apresentado na Figura 11 e medidos utilizando

uma régua milimetrada.
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Figura 11 — Cultura fangica da colnia de Microsporum canis em meio Agar Sabouraud com cloranfenicol

Legenda: a) Coldnia de M. canis a 25°C apos 7 dias. b) Col6nia de M. canis a 35 °C ap6s 7 dias.
Fonte: Proprio autor.

A Tabela 5 apresenta o percentual de inibicdo do crescimento (%IC) dos isolados

clinicos semeados em placas contendo meio SDA apds sete dias de incubacéo.

Tabela 5. Variacdo dos valores do percentual de inibicdo do crescimento ap6s sete dias relacionados a
termotolerancia nos isolados clinicos de Microsporum canis em diferentes hospedeiros.

Hospedeiro (N) Variagdo da %I1C  Meédia + Desvio Padréo da %IC
Canino (12) 0ab56,19 26,1 £ 23,17

Felino sintomatico (15) 4,55a57,51 30,01 + 14,01

Felino assintomatico (11) 19,35 a 55,83 35,72 + 10,68

Humanos (14) 15,63 a 59,36 36,40 + 15,05

Todos os isolados apresentaram crescimento em cultura nas duas temperaturas e foram
classificados como possuindo baixa, média ou alta termotolerancia de acordo com a formula
do percentual de inibicdo (Grafico 6a). Em relacdo a resposta dos valores de %IC, os isolados
se distribuiram de forma heterogénea, conforme apresentado no Grafico 6b. Com relacéo a
termotolerancia entre as cepas de M. canis isoladas de diferentes hospedeiros, ndo foi
verificada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (P=0,556). Tambem né&o foi
verificada diferenca significante entre a termotolerdncia de cepas isoladas de gatos
sintomaticos e assintomaticos.
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Gréfico 6- Classificacao e distruicéo de termotolerancia dos isolados de Microsporum canis
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Legenda: a) classificacdo dos isolados de Microsporum canis quanto a termotolerancia. b) Distribui¢cdo dos

valores de %I C indicativos da termotolerancia.

5.4 ANALISE GLOBAL DA VIRULENCIA DOS ISOLADOS.

Conforme demonstrado no mapa de calor (Figura 12), a expressdao dos fatores
associados a viruléncia de Microsporum canis variou entre os isolados e os diferentes grupos
de hospedeiros. De modo geral, os fatores associados a viruléncia mais expressivos foram a
termotolerancia, seguida da producéo de aspartico-proteases. Nenhum dos isolados mostrou
alta expressdo para todos os fatores estudados. Por outro lado, os isolados 48 e 57

apresentaram baixa expressdo para todos os fatores associados a viruléncia em estudo.
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Figura 12. Comparagao de fatores associados a viruléncia de isolados de Microsporum canis incluidos neste
estudo.
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Legenda: As diferentes cepas estdo representadas nas linhas e os diferentes fatores estudados nas colunas
do mapa de calor. As cores nas diferentes células representam baixa (verde) ou alta (vermelha) produgéo
dos fatores estudados.
Fonte: Proprio autor.
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6. DISCUSSAO

A dermatofitose é responsavel por 3% a 4% dos atendimentos dermatoldgicos e € a
infeccdo flngica mais comum em humanos, com uma prevaléncia estimada em torno de 20%
a 25%. O custo anual das despesas envolvidas direta ou indiretamente com o enfrentamento
das dermatofitoses € estimado em mais de 500 milhGes de ddlares gastos mundialmente.
(FAWAY; ROUVROIT; POUMAY, 2018).

O dermat6fito M. canis, por sua caracteristica zoofilica, pode causar doenca
heterogénea em diferentes hospedeiros apresentando manifestacdes clinicas varidveis. Nas
ultimas décadas observa-se uma elevada incidéncia de animais com formas assintomaticas da
dermatofitose, aumentando as chances de infeccdo para os seres humanos em contato com
esses animais (GNAT et al., 2018b). De fato, atualmente h&a uma preocupacdo cada vez maior
guanto ao controle das zoonoses, pelos 6rgdos responsaveis em Saude Publica, pois segundo
dados do IBGE, o nimero de animais em domicilios vem aumentando progressivamente no
pais, gerando um contato maior entre os animais e o homem e, consequentemente,
aumentando o nimero de humanos infectados pela transmisséo zoonética (IBGE, 2015).

A patogénese das dermatofitoses esta associada dentre outros fatores a secrecdo de
enzimas gque degradam 0s componentes teciduais infectados. Apesar da interacdo patdgeno-
hospedeiro na dermatofitose ainda ser pouco elucidada, uma caracteristica biol6gica bem
conhecida desses fungos é a sua capacidade de invadir tecidos queratinizados, produzindo
queratinases como enzimas chave na patogénese (GNAT et al., 2018b). Tem sido
demonstrado que as queratinases representam os fatores de viruléncia mais importantes para
os dermatdfitos no primeiro estagio da infecgdo. No entanto, 0 espectro de enzimas secretadas
por esses fungos é mais amplo, e a duracéo e intensidade da producdo enzimatica diferem
entre as cepas (CAFARCHIA et al., 2011; ELAVARASHI et al., 2017). Nossos resultados
corroboram este fato com a apresentagdo de mais uma classe de enzimas proteoliticas
secretadas por M. canis, as aspartico-proteases. Devido a estes fatos, acredita-se que um
melhor entendimento nos mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes a uma infeccdo é a base
racional para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas e profilaticas (GNAT et al.,
2018b).

A hipétese inicial do estudo de que as enzimas avaliadas e a termotolerancia das cepas
de M. canis estariam envolvidas na patogenia da dermatofitose nos hospedeiros felinos e na

transmisséo animal-homem, ndo foi comprovada de acordo com os resultados observados. Em
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nosso estudo, mostramos que apenas trés isolados de M. canis foram incapazes de produzir
urease, contudo, todos os outros isolados avaliados mostraram-se capaz de produzir as
enzimas queratinase, protease, hemolisina, catalase e urease in vitro, e sobreviver a variacdo
térmica, ndo apresentando diferenca estatisticamente significativa entre os isolados. Sugere-se
entdo que a producgdo destas enzimas e a resisténcia térmica sdo semelhantes em relacdo a
diferentes cepas de M. canis, e que os sinais clinicos de pacientes infectados por este fungo
estejam relacionados a imunidade do hospedeiro, ou a outras enzimas nao avaliadas neste
estudo.

De acordo com Gnat e colaboradores (2018b), os isolados clinicos de diferentes
espécies de dermatofitos produzem enzimas com diferentes niveis de atividade. O perfil de
enzimas caracteristico de espécies individuais, géneros ou tipo ecoldgico dos dermatofitos €
possivelmente dependente de fatores relacionados aos hospedeiros. Estes autores destacam
ainda que a relacédo entre cada enzima e a ocorréncia de lesdes de pele em humanos e animais
ou animais assintoméaticos variam se a infeccdo € causada por T. mentagrophytes, T.
verrucosum ou M. canis. Curiosamente, apenas queratinases parecem estar correlacionadas
com o aparecimento de infeccbes por dermatdfitos, independentemente das espécies
patogénicas.

No estudo de Sharifzadeh, Shokri e Khosravi (2016) realizado com isolados de
humanos e diferentes espécies de animais, foi avaliada a atividade enzimética de 60
dermatofitos, incluindo T. mentagrophytes, T. rubrum, M. canis e N. gypsea, mostrando como
resultado que todos os isolados avaliados foram capazes de secretar queratinase. De forma
semelhante nosso estudo corrobora esses dados, assinalando o M. canis como produtor de
queratinase, juntamente com outros dados publicados na literatura cientifica (CAFARCHIA et
al., 2011; VIANI et al 2001; VIANI et al., 2007; GNAT et al., 2018 b).

Cafarchia e colaboradores (2011) relatam em seu estudo a resposta enzimatica de M.
canis como marcador de viruléncia em coelhos de criacdo, com e sem lesdes cutaneas, além
de comparar o perfil enzimatico com isolados obtidos do ambiente. Houve 100% de producéo
enzimética de queratinase e lipase, e uma maior produgdo (p<0,05) de queratinase e Dnase
entre os isolados de M. canis de coelhos assintomaticos em comparagdo aos sintomaticos e 0s
obtidos do meio ambiente. Ao contrario, a enzima lipase teve maior producdo nos isolados de
M. canis de animais sintomaticos quando comparados aos assintomaticos e os do ambiente.
N&o houve producdo enzimética de elastase e gelatinase em M. canis nos trés grupos
avaliados (coelhos sintométicos e assintomaticos, e ambiente). Diferentemente dos resultados

de Cafarchia e colaboradores (2011) que mostraram diferenca significativa na producéo de
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queratinase nos isolados de M. canis obtidos de coelhos com e sem les&o, nosso trabalho néo
observou diferenca significativa na producdo de queratinase entre as cepas de M. canis nos
isolados de gatos sintomaticos, assintomaticos, caninos e humanos. Sugerimos entdo que a
expressao desta enzima possa estar ligada ao hospedeiro infectado pelo M. canis.

De acordo com o relato de Viani e colaboradores (2001), as amostras de M. canis
isoladas de cées e gatos sintomaticos apresentaram atividade de queratinase maior (p<0,05)
que as amostras isoladas de animais assintomaticos. Os autores também inocularam uma cepa
de elevada atividade enzimatica da queratinase e outra de baixa atividade enzimatica em
porquinhos da india para fins comparativos. A cepa com elevada atividade in vitro induziu
infeccdo aguda que se resolveu clinicamente e micologicamente mais rapido do que a cepa
com baixa atividade de queratinase. Isso corrobora nossa hipotese de que a influéncia da
gueratinase na patogenia da dermatofitose por M. canis dependa do tipo de hospedeiro. Este
mesmo grupo relata que cepas de M. canis isoladas de gatos sintométicos apresentam alta
atividade de queratinase em relagdo a cepas isoladas de gatos assintomaticos (p<0,05),
sugerindo uma relacdo entre a ocorréncia da dermatofitose e a intensidade da producédo de
queratinase (VIANI et al., 2007). Os resultados apresentados nesse trabalho divergem dos
dados dos dois trabalhos descritos acima. Um dos motivos para essa divergéncia pode ser
atribuido as diferentes técnicas utilizadas para determinacdo da atividade de queratinase, uma
vez que Viani e colaboradores (2001) realizaram dosagem de queratinase por
espectrofotometria em sobrenadante de cultura contendo fontes naturais de queratina,
enguanto no nosso trabalho foi utilizada uma fonte sintética do mesmo substrato em meio
solido, sendo a reacdo evidenciada a partir da formacdo de um halo azul ao redor das col6nias
de M. canis correspondendo a liberacdo do pigmento artificialmente ligado a queratina
sintética no momento de sua degradacdo pela queratinase. Uma segunda hipotese seria a
mudanga da temperatura de incubagdo das culturas de M. canis, realizada nesse trabalho, onde
apos sete dias a 25°C, os isolados foram novamente incubados a 35°C, uma temperatura mais
semelhante aguela encontrada pelo fungo durante o parasitismo. Segundo Aktas e Yigit
(2014), este procedimento melhora a producdo enzimética dos dermatofitos. Como os estudos
de Viani e colaboradores ndo incluiam incubacdo em temperaturas compativeis com o
parasitismo, ndo é possivel prever a producdo de queratinase dos isolados destes estudos a
35°C.

Aktas e Yigit (2014) relatam que a questdo da atividade hemolitica com consequente
capacidade de lisar células vermelhas do sangue também seja sugerida como uma estratégia

de sobrevivéncia para os fungos durante a infeccdo. Eles avaliaram a atividade hemolitica de
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66 dermatdfitos isolados de unhas e cabelos de pacientes humanos, e identificaram seis
diferentes espécies, sendo cinco de M. canis, que ndo apresentaram atividade hemolitica. Os
autores relatam que a producdo de hemolisina pode estar ligada a imunidade celular do
hospedeiro e a capacidade do fungo em diminuir a resposta imune (AKTAS ; YIGIT, 2014).
Analisando de forma comparativa esses resultados com os obtidos no nosso trabalho, todos os
isolados de M. canis aqui estudados foram produtores de hemolisina, porém com baixa
producdo. Uma razdo que poderia explicar essa diferenca seria as diferentes origens
geograficas das cepas de M. canis utilizadas nos dois estudos, diferenca esta que implica ndo
sO na distancia geografica, como tambem em diferencas climéticas entre os dois paises. A
atividade de hemolisina de M. canis parece ser dependente dos fatores do hospedeiro e
segundo relatos anteriores, € mais comum em isolados de pacientes humanos (GNAT et al.,
2018 b), divergindo dos resultados encontrados no nosso trabalho, onde todos os isolados
avaliados, tanto de humanos quanto de animais, foram produtores de hemolisina e mostraram
semelhancas na atividade desta enzima. Também ndo foi verificada diferenga significante
entre a atividade hemolitica de cepas isoladas de humanos, gatos sintomaticos e
assintomaticos. Esses diferentes trabalhos, juntamente com o nosso, abordando a atividade
hemolitica de M. canis sdo concordantes no fato de que este dermatéfito ndo € um excelente
produtor de hemolisinas, talvez pelo fato de que, durante o parasitismo, o fungo nao esteja
exposto continuamente ao sangue do hospedeiro. Conforme Dogen, Gumrale e likit (2015)
pouco se sabe sobre as atividades hemolitica e co-hemoliticas (CAMP-like) dos dermatofitos,
contudo sabe-se que, de acordo com estudos em bactérias, esses componentes desempenham
papéis importantes na patogénese. Em um ambiente clinico, a tinea pedis ou a tinea unguium
tém o potencial de causar complicagdes bacterianas graves, como abscesso, celulite, erisipela
e fascitis, sendo essencial entender as diferentes caracteristicas ecoldgicas e clinicas dos
dermatdfitos para compreender melhor suas interagbes com bactérias. Em seu estudo
caracterizando as atividades hemolitica e CAMP-like de 45 cepas de dermatofitos (incluindo
0s géneros Arthroderma, Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton) utilizando Agar
Columbia (CA) suplementado com 5% de eritrécitos bovinos, ovinos e equinos, a hemdlise
foi melhor observada no CA suplementado com eritrocitos ovinos, enquanto que as reagdes de
CAMP-like ocorreram com eritrdcitos bovinos e ovinos, mas ndo com equinos. Foram usadas
duas cepas de M. canis neste estudo, mas uma delas ndo produziu hemolisina (DOGEN,
GUMRALE e IIKIT, 2015). Comparado ao nosso estudo, observamos producdo de
hemolisina em todos os isolados de M. canis, utilizando meio Agar sangue de carneiro.

Conforme Pakshir e colaboradores (2017), ha dados limitados sobre o efeito co-hemolitico
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(tipo CAMP) de diferentes espécies bacterianas em espécies de dermatdfitos. Em seu estudo,
buscou-se avaliar a atividade exoenzimatica e o efeito co-hemolitico de quatro bactérias em
dermatofitos clinicos isolados de 84 pacientes em Shiraz, Ird. A atividade hemolitica foi
avaliada com o meio CA 5% Agar sangue de carneiro e a atividade proteolitica foi
determinada em placas com zona de preciptacdo, em Agar gelatina 8% . O fator CAMP-like
foi avaliado com quatro bactérias, Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus,
Streptococcus pyogenes e Streptococcus agalactiae. Como resultado, todos os isolados de M.
canis assim como 0s outros dermatofitos, expressaram a zona de hemolise de forma
semelhante ao nosso estudo. Todos os isolados tiveram a reagdo CAMP positiva somente com
S. aureus. Todos os isolados expressaram atividade proteolitica e ndo foram observadas
diferencas significativas entre os diversos géneros de dermatéfitos e atividade proteolitica.
Concluiram entdo que a atividade hemolisina e enzimas proteoliticas desempenham um papel
na patogénese dos dermatofitos e S. aureus poderia ser considerado como uma bactéria
principal para a criacdo de efeito co-hemolitico em associagdo com espécies de dermatofitos.
Semelhantemente, os isolados de M. canis de gatos sintomaticos e assintomaticos destes
estudos nao apresentaram diferencas na producdo enzimatica de hemolisina e de protease.
Cabe salientar que as classes de proteases estudadas por nés e por Pakshir e colaboradores
(2017) sdo diferentes. No nosso estudo, foram analisadas as aspartico-proteases, ativas em pH
acido, enquanto as enzimas que degradam a gelatina sdo metaloprotease. Esses dados
demonstram o amplo arsenal de enzimas proteoliticas produzidas por M. canis.

Atualmente, um nimero crescente de proteases secretadas por dermatofitos vem sendo
identificadas por técnicas protedmicas ou genémicas, mas seu papel durante a infeccdo ainda
permanece em estudo (BAGUT et al., 2012). A funcdo das proteases secretadas por fungos e
sua importancia nas infecches € variavel. Sabe-se que a secrecdo de proteases pelos
dermatofitos é importante para a viruléncia desses organismos, entretanto, sdo raros 0sS
estudos comparando proteases isoladas de diferentes dermatofitos. Isto poderia explicar a
relativa especificidade dos dermatofitos pelos diferentes sitios queratinizados do hospedeiro
(estrato corneo, unhas e cabelo) e as diferentes apresentacfes clinicas da dermatofitose
(MONOD et al., 2002). A capacidade dos dermatdéfitos para degradar proteinas da pele pode
exigir o uso de combinacdes de diferentes fv , vggproteases especificas (BAGUT et al., 2012).
No trabalho de Mignon e colaboradores (1998) foi observada a expressao in vivo em M. canis
de uma Serinoprotease de 31,5-kDa e uma metaloprotease de 43,5-kDa demonstradas em
gatos naturalmente infectados e cobaias experimentalmente infectadas. A protease Subtilisina

3 e a metaloprotease sdo as proteases mais estudadas em M. canis. Além disso, embora alguns
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dermatdfitos possuam genes que codifiqguem proteases diferentes de Sub3 e superexpressas in
vivo, a Sub3 de M. canis foi a primeira protease secretada por dermatofitos onde a produgéo
in vivo durante a infeccdo da pele foi claramente demonstrada (MIGNON et al., 1998).
Devido a existéncia de trabalhos ja relatados com serina protease e metaloprotease (que atuam
preferencialmente em pH basico), realizamos nossa busca de protease em M. canis em meio
preparado especificamente para demonstrar a resposta do tipo aspartico-protease. De acordo
com os resultados obtidos nesse estudo, M. canis mostrou-se capaz de produzir a enzima
aspartico protease.

Mathy e colaboradores (2010), no seu estudo compararam a transcri¢cdo dos genes da
fungalisina e da dipeptidil peptidase (DPP) de M. canis em quatro cepas isoladas de gatos
sintomaticos e assintomaticos durante os primeiros passos do processo infeccioso, a adesdo
dos artroconidios aos cornedcitos. Foi usado um novo modelo ex vivo da epiderme felina,
onde ndo houve transcri¢do detectavel dos genes da fungalisina em artroconidios durante os
primeiros passos do processo de infeccdo para qualquer uma das cepas testadas, sugerindo
que essas proteases desempenham um papel mais tardio no processo de infeccdo. Ja o gene
DPP 1V foi transcrito com maior frequéncia nos artroconidios nos diferentes momentos da
infeccdo (adesdo e invasdo), mas ndao foram observadas diferencgas significativas entre as
linhagens de M. canis isoladas de gatos sintométicos e assintomaticos. Este estudo mostrou
que o aspecto clinico da dermatofitose felina por M. canis depende de fatores relacionados ao
hospedeiro e ndo a atividade proteolitica da cepa fungica infectante (MATHY et al., 2010).
Este resultado foi similar aos resultados que encontramos na producdo enzimatica da
aspartico-protease em cepas de M. canis isolados de gatos sintométicos e assintomaticos. Os
fungos patogénicos de uma maneira geral conttm uma familia de genes que codifica a
Aspartico-protease, como por exemplo, Candida albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis
(MONOD et al., 2002). Nos dermatofitos, esse € um campo pouco explorado. No trabalho de
Figueiredo-Carvalho e colaboradores (2017), foi avaliada a producgéo enzimatica da aspartico-
protease em Candida glabrata, onde a maioria dos isolados foram classificados como bons
produtores (Pz variando de 0,400 a 0,583). No nosso estudo, a maioria das cepas isoladas de
M. canis foram moderadas produtoras desta enzima, mostrando que este fungo também
apresenta atividade proteolitica em meio &cido. Novos estudos sdo necessarios para melhor
entender o papel e a producéo de aspartico-proteases por dermatofitos.

A catalase desempenha uma fungéo antioxidante, sendo capaz de converter o peroxido
de hidrogénio (H202), que ¢ letal para o fungo, em agua (H20) e oxigénio (O2), permitindo

assim o escape do fungo da resposta imune do hospedeiro (NAKAMURA et al., 2012). De
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acordo com o estudo de Figueiredo-Carvalho e colaboradores (2017), a catalase foi expressa
por todos os isolados de C. glabrata stricto sensu. Isso reforga a importancia deste mecanismo
enzimatico do fungo para sua manutencdo no organismo, principalmente em quadros
sistémicos. Em relacdo ao nosso estudo, M. canis foi produtor de catalase, embora o fungo
esteja relacionado as lesbes mais superficiais. Devido a auséncia de estudos sobre a produgéo
de catalase por dermatofitos, é necessario verificar a expressdo desse fator por outras espécies,
de preferéncia isoladas de diferentes hospedeiros.

Conforme Mirbod-Donovan e colaboradores (2006), a urease representa um
importante fator de viruléncia para Coccidioides posadasii aumentando o pH do ambiente
exterior ao redor das esférulas, contribuindo para a lesdo tecidual e aumento da infeccdo. O
estudo feito por Almeida-Paes e colaboradores (2015), onde foi avaliada a associacdo das
caracteristicas fenotipicas e a viruléncia de isolados clinicos do género Sporothrix mostrou
que as cepas de S. brasiliensis apresentaram maior expressdo de urease em comparagéo ao S.
schenckii, e esta producdo foi altamente variavel entre os isolados. Como a expressdo da
urease foi maior em pacientes que apresentaram regressao espontanea da esporotricose, foi
sugerido que esta enzima tenha a capacidade de ativar o sistema imune, auxiliando na
resolucdo da doenca sem tratamento antifingico. No presente estudo foi avaliada a producédo
de urease pelo M. canis que mostrou uma producdo enzimatica classificada de média a fraca.
Resposta esta que pode estar ligada ao fato deste fungo causar lesdes mais superficiais quando
comparado ao S. brasiliensis (agente de micose subcutanea), com menor resposta
imunoldgica. Novamente, como ndo ha estudos sobre o papel da urease por dermatéfitos
durante o processo infeccioso, sdo necessarios mais estudos para melhor compreender o papel
desta enzima na dermatofitose.

Em relacao a termotolerdncia, o estudo feito por Almeida-Paes e colaboradores
(2015), mostrou que a resiténcia a variacdo térmica dos isolados de S. schenckii e S.
brasiliensis sdo semelhantes. A termotolerancia de S. brasiliensis, considerada uma das
espécies mais virulentas, parece ndo estar relacionada as formas clinicas. Fato este, que se
assemelha ao desse estudo, onde ndo foi observada diferenca significativa entre os isolados de
M. canis em relacéo a termotolerancia, ndo mostrando relacdo com a patogenia do hospedeiro.
De forma contréria, Boechat e colaboradores (2018) puderam associar quadros mais graves de
esporotricose em hospedeiro felino a cepas consideradas mais termotolerantes. Nesse
trabalho, apesar da auséncia de estudos sobre esse tema em dermatofitos, a termotolerancia foi

considerada o fator associado a viruléncia mais significativo dentre todos os outros estudados
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em M. canis. Por isso, novos estudos devem ser encorajados sobre terotolerancia em
dermatofitos.

De acordo com Faway e colaboradores (2018), os equivalentes de pele humana
representam um modelo ideal para estudar os mecanismos patogénicos da dermatofitose
humana, como adesdo, invasdo e ruptura da barreira epidérmica. Melhorias adicionais,
especialmente no desenvolvimento da cultura com células imunes, ampliariam sua relevancia
para 0 contexto humano in vivo. O entendimento do processo infeccioso e das respostas
teciduais tem sido impedido por discrepancias entre observacdes in vivo ou em modelos de
pesquisa. Os modelos animais carecem de relevancia para o estudo da dermatofitose humana
devido a diferengas especificas de espécies no desenvolvimento de lesdes e respostas
inflamatdrias. Diversos modelos experimentais foram desenvolvidos para caracterizar 0s
mecanismos pelos quais os dermatofitos invadem os tecidos do hospedeiro, para entender a
resposta imune e avaliar a eficacia. Paralelamente, modelos animais in vivo, como cobaia ou
camundongo, foram explorados. No entanto, a gravidade das lesdes e a extensdo das respostas
inflamatdrias variam consideravelmente de acordo com o hospedeiro e as espécies de
dermatofitos. Assim, um modelo in vivo consistente de infeccdo deve ser desenvolvido
usando o hospedeiro nativo (FAWAY; ROUVROIT; POUMAY, 2018).

Uma das limitagdes deste trabalho foi a avaliacdo da expressdo de todos os fatores
terem sido feita exclusivamente in vitro, dificultando a comparagéo do que ocorre durante o
processo infeccioso, além da falta de padronizacdo das técnicas de deteccdo das diferentes
enzimas em fungos dermatdfitos, tornando-se urgente a formulacdo de um protocolo de
referéncia sugerido pela comunidade cientifica.

A fisiopatologia da lesdo fungica provavelmente varia de acordo com as espécies de
dermatofitos, das espécies de hospedeiro e seu estado imunoldgico (VIANI et al. 2001;
CAFARCHIA et al. 2012; GNAT et al., 2018). A producdo de enzimas secretadas pelos
dermatofitos estd relacionada a sobrevivéncia fungica, a evolugéo clinica da infec¢do, mas
possivelmente também ao desencadeamento e modulacgéo a resposta imunolégica (DOGEN et
al. 2015, ELAVARASHI et al., 2017). De acordo com nosso trabalho, M.canis se apresentou
com resposta enziméatica semelhante em diferentes hospedeiros, independente da presenca de
lesBes no hospedeiro felino. Estudos em outros centros, com o intuito de aumentar o nimero
de isolados testados, podem contribuir para esclarecer se este é de fato um comportamento

padrdo de M. canis, independente da regido geografica e do hospedeiro que ele infecte.
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7 CONCLUSOES

Este estudo demonstrou que os isolados de M. canis foram capazes de produzir in
vitro, queratinase, aspartico-protease, hemolisina, urease, catalase e serem termotolerantes,
havendo semelhanca na expressao desses fatores independente da espécie do hospedeiro.

Concluimos que a tais fatores ndo estejam associados a instalacdo do M. canis de
animais para humanos, nem na sintomatologia apresentada pelos gatos infectados por este
dermatofito.
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

De acordo com as normas da resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude

Pesquisadores Responsaveis:

Rodrigo de Almeida Paes
Laboratorio de Micologia — Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas
Av. Brasil, 4365 — Manguinhos Tel: (21) 3865-9642

Rosane Orofino Costa
Laboratorio de Micologia — Hospital Universitario Pedro Ernesto/UERJ
Av. 28 de Setembro, 77 2° andar — Vila Isabel. Tel: (21) 2868-8203

Vocé (ou seu filho) estd sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa que tem
como titulo “Analise comparativa de fatores associados a viruléncia de isolados clinicos de
Microsporum canis de origem humana e animal”, realizada em cooperacdo do Hospital
Universitario Pedro Ernesto/UERJ com a Fundacdo Oswaldo Cruz. O objetivo desse trabalho
é estudar como o fungo Microsporum canis, que causa lesfes na pele de pessoas e animais,
agride a pele e € transmitido para outras pessoas. Para isso vamos relacionar o fungo com
alguns de seus dados como idade, sexo, tipo e local da leséo.

Para sua participacdo vocé ndo vai fazer nenhum procedimento diferente daquele que
ja é realizado na rotina deste hospital para o diagnostico da sua doenca ou de seu filho. O
exame consiste na raspagem da lesdo da pele. Esse exame pode, as vezes, causar pequeno
desconforto e, mais raramente, um pequeno sangramento. Se iSSO ocorrer uma Compressao
com gaze resolve o problema. E possivel que sua lesdo seja fotografada para apresentacio em
trabalhos ou revistas cientificas, mas sua identidade sera preservada.

Seu médico vai indicar o melhor tratamento apds o resultado do seu exame, como ja é
feito no ambulatério em que vocé ou seu filho foi atendido. O resultado dessa pesquisa néo
vai mudar o tratamento que ja é feito atualmente para sua doenga.

Sua participagdo ndo é obrigatdria, mas voluntaria. Vocé pode se recusar a participar
da pesquisa ou, a qualquer momento, desistir de participar e retirar seu consentimento, sem
que este fato cause qualquer constrangimento ou penalidade. Sua participacdo nesse estudo
podera ndo trazer beneficios diretos a vocé (ou a seu filho), mas vocé estara contribuindo para

aumentar os conhecimentos sobre a doenca que o fungo Microsporum canis causa,
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possibilitando que no futuro melhores medidas sejam tomadas para prevengédo e tratamento.
Os pesquisadores se comprometem a nédo revelar sua identidade ou seus dados pessoais nesse
estudo. Os resultados serdo divulgados somente em apresentacGes ou publicacfes com fins
unicamente cientificos ou educativos.

Os exames e procedimentos aplicados serdo totalmente gratuitos. Participar dessa
pesquisa ndo implicara em nenhum custo para vocé e, como voluntario, vocé ndo recebera
qualquer valor em dinheiro como compensacao pela sua participacdo, pois essa pesquisa nao
ird gerar nenhum lucro financeiro para ninguém.

Antes de assinar abaixo este termo e de rubricar todas as paginas desse documento,
vocé deve se informar plenamente sobre ele, fazendo todas as perguntas que ache necessario.
Este termo encontra-se impresso em duas vias. Uma via ficara com vocé e a outra com 0s
pesquisadores responsaveis por esta pesquisa. A qualquer momento vocé podera tirar suas
duvidas sobre esse estudo ligando para os responsaveis desse estudo nos telefones (21) 3865-
9642 ou (21) 98897-0797. Vocé se preferir também pode enviar um e-mail para
rodrigo.paes@ini.fiocruz.br para esclarecer qualquer divida que possa surgir. Se vocé tiver
alguma duvida sobre algum detalhe relacionado a ética do projeto, vocé pode entrar em
contato com o comité de ética em Pesquisa do Instituto Nacional de Infectologia Evandro
Chagas da Fundacdo Oswaldo Cruz, situado na Avenida Brasil, 4365 — Manguinhos,
pessoalmente ou através do telefone (21) 3865-9585.

Desta forma, declaro que concordo em participar do estudo e de que fui informado de
forma clara e detalhada sobre o mesmo, esclarecendo minhas duvidas. Sei que a qualquer
momento poderei solicitar novas informac6es e modificar minha decisdo de participar, se

assim eu desejar.

Rio de Janeiro, de de

Nome do paciente

Nome do responsavel (caso o paciente seja menor de idade)



Assinatura do paciente ou responsavel

Nome do pesquisador

Assinatura do pesquisador

Nome da testemunha

Assinatura da testemunha

74



75

ANEXO 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Pesquisador Responsavel:

Rodrigo de Almeida Paes

Laboratorio de Micologia — Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas Av. Brasil,
4365 — Manguinhos Tel: (21) 3865-9642

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa que tem como titulo

“Analise comparativa de fatores associados a viruléncia de isolados clinicos de

Microsporum canis de origem humana e animal”, realizada em cooperagdo do
Hospital Universitario Pedro Ernesto/UERJ com a Fundagdo Oswaldo Cruz. O objetivo desse
trabalho é estudar como o fungo Microsporum canis, que causa lesdes na pele de pessoas e
animais, agride a pele e é transmitido para outras pessoas. Para isso vamos relacionar o fungo
isolado de seu cdo ou gato com alguns dados do seu animal como idade, sexo, raca, tipo,
gravidade e local da leséo.

Para sua participacdo ndo sera feito nenhum procedimento diferente daquele que ja
seria realizado para o diagnéstico da doenca de seu animal. O exame consiste na raspagem da
lesdo da pele. O animal ndo sera sedado, somente sera necessario que vocé segure o animal
durante o procedimento. S6 usaremos mordaca se 0 seu animal for muito agressivo. Esse
exame pode, & vezes, causar pequeno desconforto e, mais raramente, um pequeno
sangramento. Se isso ocorrer uma compressdo com gaze resolve o problema. E possivel que a
lesdo do seu animal seja fotografada para apresentacdo em trabalhos ou revistas cientificas,
mas sua identidade sera preservada.

Se seu gato ndo tiver nenhuma lesdo, coletaremos os pelos superficiais que se
destacam mais facilmente com uma escova de dentes. As vezes o gato pode carregar o fungo
nos pelos, sem apresentar doenca.

Seu médico veterinario vai indicar o melhor tratamento apos o resultado do exame. O
resultado dessa pesquisa ndo vai mudar o tratamento que ja € feito atualmente para a doenca
do seu animal, caso ele esteja doente.

Sua participacdo nédo é obrigatoria, mas voluntaria. Vocé pode se recusar a participar
da pesquisa ou, a qualquer momento, desistir de participar e retirar seu consentimento, sem
que este fato cause qualquer constrangimento ou penalidade para vocé ou para seu animal.

Sua participacdo nesse estudo poderd ndo trazer beneficios diretos a vocé (ou a seu animal),
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mas vocé estard contribuindo para aumentar os conhecimentos sobre a doenca que o fungo
Microsporum canis causa, possibilitando que no futuro melhores medidas sejam tomadas para
prevencdo e tratamento. Os pesquisadores se comprometem a ndo revelar sua identidade ou
seus dados pessoais nesse estudo. Os resultados serdo divulgados somente em apresentacdes
ou publicagBes com fins unicamente cientificos ou educativos.

Os exames e procedimentos aplicados serdo totalmente gratuitos. Participar dessa
pesquisa nao implicara em nenhum custo para vocé e, como voluntario, vocé ndo recebera
qualquer valor em dinheiro como compensacao pela sua participacdo, pois essa pesquisa nao
ird gerar nenhum lucro financeiro para ninguém.

Antes de assinar abaixo este termo e de rubricar todas as paginas desse documento,
vocé deve se informar plenamente sobre ele, fazendo todas as perguntas que ache necessario.
Este termo encontra-se impresso em duas vias. Uma via ficara com vocé e a outra com 0s
pesquisadores responsaveis por esta pesquisa. A qualquer momento vocé poderd tirar suas
duvidas sobre esse estudo ligando para os responsaveis desse estudo nos telefones (21) 3865-
9642 ou (21) 98897-0797. Vocé se preferir também pode enviar um e-mail para
rodrigo.paes@ini.fiocruz.br para esclarecer qualquer davida que possa surgir.

Desta forma, declaro que concordo em participar do estudo e de que fui informado de
forma clara e detalhada sobre 0 mesmo, esclarecendo minhas duvidas. Sei que a qualquer
momento poderei solicitar novas informag6es e modificar minha decisédo de participar, se

assim eu desejar.

Rio de Janeiro, de de

Nome do animal

Nome do proprietario

Assinatura do proprietario

Nome do pesquisador

Assinatura do pesquisador



Nome da testemunha

Assinatura da testemunha
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