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RESUMO

Dermatofitoses ou tinhas sdo infeccdes fungicas dos tecidos queratinizados do homem e de
animais, causadas por um grupo de fungos especificos, denominados de dermatéfitos.
Dentre as espécies dermatofiticas, o Trichophyton rubrum é uma das mais importantes
acometendo individuos adultos, e tende a produzir infecgdes de curso evolutivo do tipo
cronico, com lesdes disseminadas, persistentes e recidivantes. O diagnéstico laboratorial
das dermatofitoses em rotina baseia-se nas caracteristicas fenotipicas das cepas fungicas
isoladas das lesbes em meios de cultura especificos, para isto é necessario estudar 0s
aspectos da macro e da micromorfologia das colbnias e, provas bioquimicas quando
necessario. Entretanto, diferentes isolados de T. rubrum podem apresentar variabilidade das
suas caracteristicas fenotipicas, e essas podem estar relacionadas a diferencas genéticas. O
proposito deste estudo foi descrever diferentes fendtipos e avaliar a possivel existéncia de
variabilidade genotipica de isolados de T. rubrum de pacientes com dermatofitoses
atendidos em um centro de referéncia em dermatologia tropical na cidade de Manaus-AM.
Para isto foi empregado o método de amplificacdo randémica do DNA polimorfico com a
utilizacdo do primer 1: 5-GGTGCGGGAA-3. A partir da fenotipagem de 55 isolados de T.
rubrum foram evidenciados 07 fenétipos. A andlise dos isolados de T. rubrum pelo método
de RAPD utilizando o primer 1 permitiu a discriminacdo de 10 perfis genotipicos distintos,
distribuidos em trés grupos, sendo que, a maioria dos isolados pertenceu a um mesmo
grupo genético, o grupo I, com 85% de similaridade. Ndo foram encontradas associacdes
entre os diferentes fendtipos e os gendtipos, ou entre estes e os dados clinicos dos
pacientes. Apesar do comprovado potencial da técnica do RAPD para estudos da
variabilidade genética de T. rubrum, novos métodos que permitam fazer uma correlagdo
entre os diferentes genotipos e 0s aspectos clinicos e epidemioldgicos das dermatofitoses

ainda precisam ser avaliados ou desenvolvidos.

Palavras Chave: Dermatofitose, Trichophyton rubrum, Genotipagem, RAPD



ABSTRACT

Dermatophytoses or ringworms are fungal infections of the Keratinized tissues of man and
animals, caused by a group of specific fungi, called dermatophytes. Among the dermatophyte
species, Trichophyton rubrum is one of the most important affecting adult individuals, and
tends to produce infections of an evolutionary course of the chronic type, with disseminated,
persistent and recurrent lesions. The laboratory diagnosis of dermatophytoses in routine is
based on the phenotypic characteristics of the fungal strains isolated from the lesions in
specific culture media, for this it is necessary to study the macro and micromorphology
aspects of the colonies and, biochemical tests when necessary. However different T. rubrum
isolates may show variability intheir phenotypic characteristics, and these may be related to
genetic differences. The purpose of this study was to describe different phenotypes and to
evaluate the possible existence of genotypic variability of T. rubrum isolates from pacients
with dermatophytoses treated at a referral center in tropical dermatology in the city of
Manaus-AM. For this, the method of random amplification of polymorphic DNA was used
with use of the primer 1. 5-GGTGCGGGAA-3. From the phenotyping of 55 isolates of T.
rubrum, 07 phenotypes were evidenced. The analysis of T.rubrum isolates using the RAPD
with primer 1 allowed the discrimination of 10 distinct genotypic profiles, distributed in three
groups, with the majority of isolates belonging to the same genetic group, group I, with 85%
similarity. No association were found between the different phenotypes and genotypes, or
between these and the clinical data of the patients. Despite the proven potencial of the RAPD
technique for studies on the genetic variability of T. rubrum, new methods that make it
possible a correlation between the different genotypes and the clinical and epidemiological

aspects of dermatophytoses still need to be evaluated or developed.

Keywords: Dermatofitose, Trichophyton rubrum, Genotipagem, RAPD
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1. INTRODUCAO

As Dermatofitoses sdo infeccbes flngicas de elevada prevaléncia no mundo,
especialmente nas regides tropicais, onde persiste um clima quente e Umido, condi¢des
estas consideradas ideais para o0 desenvolvimento e proliferacdo dos fungos. Também
conhecidas como “tinhas” ou ‘tineas”, manifestam-se por meio de lesbes superficiais nos
tecidos queratinizados do homem e de animais, como a pele, pélos e unhas. Sdo causadas
por um grupo de fungos denominados de dermatdfitos, os quais obtém seus nutrientes
principalmente a partir da queratina dos tecidos parasitados (KWON-CHUNG; BENNETT,
1992; LACAZ etal., 2002).

Sob a infléncia de uma série de fatores, dentre os quais, a localizagdo anatdémica
infectada, a capacidade de viruléncia do fungo e a suscetibilidade do hospedeiro, as
dermatofitoses ou tinhas podem se manifestar com diferentes formas clinicas e graus de
inflamacdo. Na pratica clinica, estas micoses representam um dos principais motivos nas
consultas dermatologicas, tanto em servicos publicos como privados, e algumas formas
clinicas se constituem em um problema de salde publica de maior relevancia, dado ao seu
indice de morbidade e das dificuldades de ordem terapéutica. A despeito disto, pouco se
sabe a respeito dos processos fisiologicos e dos mecanismos patogénicos envolvidos nas
dermatofitoses (FAERGEMANN; BARAN, 2003; YANG, et al., 2007).

Dentre as espécies dermatofiticas, o Trichophyton rubrum é uma das mais
importantes acometendo individuos adultos, e tende a produzir infecgbes de curso
evolutivo do tipo crénico, com lesbes disseminadas e persistentes, muitas vezes obrigando
0 uso de medicamentos por um tempo prolongado, e que nem sempre garantem a cura do
paciente. Historia de recidivas ou de re-infeccbes é muito freqliente nesses pacientes

(ZAIAS, 1996; MUKHERJEE et al., 2003; VALDIGEN, 2006).
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Diante desse quadro, muitos sdo 0s questionamentos a serem elucidados, sobretudo
relacionados ao entendimento dos aspectos da interacdo patdgeno-hospedeiro. Para isto
novos estudos se fazem necessarios, envolvendo principalmente andlises genéticas e
imunoldgicas, que apontem para novas estratégias na abordagem clinica e terapéutica das
dermatofitoses.

Atualmente a biologia molecular tem proporcionado uma série de ferramentas
indispenséveis para o0 avango do conhecimento no que diz respeito aos aspectos
epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais de indmeras patologias. Crescente interesse tem
sido observado no meio cientifico nos estudos de variabilidade genética dos patdgenos e
que visem a descoberta e 0 mapeamento de genes importantes relacionados a fatores de
viruléncia e ou de resisténcia as drogas.

A importancia da genotipagem de fungos dermatdfitos € destacada por diferentes
autores, por se constituir em uma ferramenta valiosa que pode fornecer as respostas para
algumas questbes fundamentais na pratica clinica, diagnostica, taxondmica e
epidemiolégica, como por exemplo: para comprovar os casos de re-infeccdo ou de
recidiva; na identificacdo de cepas endémicas; monitoramento de possiveis linhagens
resistentes a drogas, e ainda, para um melhor entendimento da dindmica do processo
infeccioso (JACKSON et al, 2000; SOLL, et al., 2000; CISALPINOS; TRAVASSOS,
2002).

Estudos referentes & caracterizagdo fenotipica e molecular dos dermatéfitos, bem
como sobre as possiveis associagdes de diferentes genotipos com os aspectos clinicos, sdo
ainda escassos no Brasil. Na regido norte, onde as condicGes climaticas sdo bastante
favoraveis para uma elevada prevaléncia das dermatofitoses, ndo foram encontradas

publicacbes atualizadas sobre estes aspectos.
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No presente estudo avaliou-se a possivel existéncia de diferentes genotipos de isolados
de T. rubrum, de pacientes com dermatofitoses atendidos em um centro de referéncia em
dermatologia tropical na cidade de Manaus-AM, bem como descrever as caracteristicas
fenotipicas dos mesmos.

Os dados obtidos foram analisados no intuito de se verificar possiveis associacdes

entre os fendtipos e gendtipos dos isolados de T. rubrum e os aspectos clinicos das lesdes

dos pacientes com dermatofitose.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Dermatofitoses

Dermatofitoses ou tinhas (do latim tineas) sdo infeccBes fungicas dos tecidos
queratinizados do homem e de animais, pele, pélos e unhas, causadas por um grupo
especfifico de fungos, denominados de dermatéfitos (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992;
ZAITZ et al, 1998; LACAZ et al., 2002). Estas micoses incluem um amplo espectro de
manifestacbes clinicas, em que diferentes localizagdes anatdmicas do corpo podem ser
acometidas.

Uma das classificacdes das dermatofitoses muito utilizada na pratica clinica esta
baseada na localizagdo anatomica da lesdo, na qual ¢ utilizado o termo “tinea” (do latim),
seguido do nome da regido acometida, assim, as dermatofitoses sdo classificadas nos
seguintes tipos clinicos: tinea capitis, tinea faciei, tinea barbae, tinea corporis, tinea
manum, tinea cruris, tinea pedis, e tinea unguium (KURSTAK, 1989; LACAZ et al,
2002).

Em geral as tinhas manifestam-se por meio de lesdes bem caracteristicas, sendo na
maioria das vezes, eritematosas, descamativas, pruriginosas e delimitadas por bordos
elevados. Contudo, existem muitas Vvariantes clinicas, cujas manifestacbes ndo sao
facilmente diferenciadas de outras dermatoses, como a dermatite de contato, eczema,
psoriase, dentre outras patologias, sendo assim imprescindivel a realizacdo do diagndstico
diferencial por meio dos exames laboratoriais (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992;

GREKIN et al., 2000).
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2.2 Epidemiologia

As dermatofitoses sdo infeccdes fungicas de elevada prevaléncia no mundo,
especialmente nas regides tropicais, em que persiste um clima quente e Umido, condicdes
consideradas ideais para o desenvolvimento da maioria das espécies fungicas de interesse
médico. Trata-se de uma doenca cosmopolita, embora exista ampla variagdo na distribuicéo
das diferentes espécies de dermatofitos.

Fatores como idade, sexo, aspectos socio-econdmicos, condicbes climaticas locais,
migracdes, convivio com animais domésticos, dentre outros, exercem grande influéncia na
distribuicdo das espécies nas diversas regides do mundo, promovendo variagdes no espectro
destes fungos, e podendo inclusive gerar mudancas ao longo dos anos (EVANS, 1998;
UNGPAKRON, 2005; MARAKI et al., 2007; SEEBACHER et al., 2008).

As infeccOes dermatofiticas afetam milhdes de individuos constituindo-se em um
relevante problema de salde publica. Esta prevaléncia é mais elevada em paises em
desenvolvimento do que em paises industrializados. Entre comunidades pobres em paises de
clima tropical, as dermatofitoses tém sido reportadas entre as mais frequentes doencas de pele
(FALAHATI et al., 2003; HAY, 2006; POPOOLA et al., 2006).

Neji et al (2009), realizaram um estudo na Tunisia com 9.960 individuos, no periodo
de 1998 a 2007, no qual detectaram T. rubrum (74,5%) como principal agente de infeccdo
flngica cuténea, seguido de T. violaceum (7,9%), T. mentagrophytes (7,5%) e Microsporum
canis (3,8%).

Na cidade de Braga, em Portugal, Valdigem et al (2006) realizaram um levantamento
retrospectivo incluindo pacientes atendidos no periodo de 1983 a 2002 do Hospital de S&o
Marcos. Neste estudo foi examinado um total de 10.003 pacientes com suspeita de
dermatofitoses, dentre 0s quais 2.357 pacientes apresentaram confirmacdo do diagndstico. Os

resultados obtidos indicaram o T. rubrum como principal agente de infec¢do fungica cutanea.
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Dados semelhantes foram obtidos por varios autores em diferentes regies do mundo,
na Malasia (NG et al., 2002), Estados Unidos (FOSTER et al., 2004), México (WELSH et al.,
2006), Grécia (MARAKI et al., 2007), reforcando os dados da literatura mundial que apontam
essa espécie como sendo a de maior prevaléncia dentre os dermatéfitos.

Entretanto, um espectro diferente das espécies causadoras de dermatofitoses tem sido
relatado em paises islamicos nos quais a espécie prevalente ndo é o T. rubrum (MUHSIN et
al., 1999; ELLABIB etal., 2002; MAHMOUD, 2002).

Em um estudo realizado por Falahati et al. (2003), no Teera, Ird, 1.254 pacientes
foram examinados durante um periodo de trés anos no qual foi constatado que o
Epidermophyton floccosum (31,4%) foi o dermatofito de maior prevaléncia, seguido do T.
rubrum (18,3%) e, entre as formas clinicas, a tinea corporis predominou com 31,4%.

No Brasil, alguns autores tém relatado mudancas no perfil epidemiologico e etioldgico
das dermatofitoses, que podem ser explicadas com base nas diferentes condicdes
geoclimaticas e sociais de cada regido, e também devido as constantes correntes migratorias
no pais (REIS et al, 1992; MEZZARI, 1998; RUIZ; ZAITZ, 2001; COSTA et al, 2002;
ARAUJO et al., 2003;CHINELLI etal., 2003).

Com o intuito de avaliar a epidemiologia e etiologia das dermatofitoses, Chinelli et al.
(2003) analisaram os resultados de 655 culturas realizadas pelo Laboratério de Micologia da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, no periodo de janeiro de 1992 a junho
de 2002, e constataram o predominio da espécie T. rubrum (48,7%), sobre os demais
dermatéfitos em todas as regibes do corpo, exceto no couro cabeludo, onde o M. canis
predominou.

Em Pernambuco, na cidade de Recife, foram estudados 1.238 casos de dermatofitoses
em um periodo de cinco anos, no qual o principal agente isolado de pele glabra, virilha e

maos foi o T. rubrum (26,7%) (DAMAZIO et al., 2007).
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Aquino et al. (2007), por meio de um estudo retrospectivo realizado no Ambulatdrio
do Departamento de Dermatologia do Hospital das Clinicas de Porto Alegre, obtiveram a
partir do ano de 1998 até 2006, 5.077 amostras, e dentre estas 2.033 (40%) foram positivas
para dermatofitos, sendo o T. rubrum a espécie clinica mais frequentemente isolada (62,4%),
seguida do T. mentagrophytes (18,2%).

Em relagdo & regido norte do pais ainda existe uma lacuna a ser preenchida na
literatura cientifica, com informacGes referentes ao perfil epidemiolégico das dermatofitoses.

Em estudo conduzido por Frota et al. (2005) em uma Fundacdo de Dermatologia
Tropical na cidade de Manaus-AM (dados ainda ndo publicados), incluindo 1.215 individuos
adultos com suspeita de dermatofitoses, verificou-se que, dentre as culturas positivas para
dermatdfitos, houve predominancia absoluta das espécies antropofilicas, sendo o T. rubrum a
espécie mais isolada, correspondendo a 51,1% dos casos, destacando-se como principal
agente de tinea unguium, tinea corporis, tinea pedis e tinea cruris. As dermatofitoses com
evolugdo do tipo cronica representaram neste estudo 72,4% dos casos.

A despeito dos dados epidemioldgicos apresentados em diferentes estudos realizados
no Brasil, a prevaléncia das dermatofitoses e de seus agentes etioldgicos pode estar sendo
subestimada, considerando que esta doenca ndo € de notificacdo compulsoria, e considerando
ainda a questdo da automedicacdo, e que ndo raramente 0 diagnostico € feito apenas com base

nas evidéncias clinicas.

2.3 Etiologia

Os dermatdfitos constituem um grupo de fungos filamentosos queratinoliticos
pertencentes a classe dos Hiphomycetes, Subdivisio Deuteromycotina, representados pelos
géneros Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton. A descoberta da fase sexuada de
algumas espécies provocou mudangas na sua taxonomia, as quais passaram a ser classificadas

na subdivisdo Ascomycotina e pertencendo a um novo género, Artroderma.
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Dentro dos géneros Trichophyton e Microsporum existem um grande ndmero de
espécies, algumas das quais se destacam pela grande importancia em micologia médica,
enquanto que o género Epidermophyton possui apenas uma espécie de interesse médico, o E.
floccosum (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992; EVANS, 1998; LACAZ et al, 2002;
NEGRONI, 2010).

As espécies dermatofiticas possuem naturalmente  afinidades ou predilecGes
diferenciadas; esta observacdo levou Georg (1964) a estabelecer sua classificagdo ecoldgica
com base em seu habitat natural ou reservatorio primario, podendo ser: geofilicos, zoofilicos
e antropofilicos (GEORG, 1964 e APUD LACAZ etal., 2002).

Os fungos geofilicos estdo associados a material queratinizado proveniente do solo,
tais como, cabelos, escamas de pele, unhas, chifres, cascos, conchas e carapacas de insetos, e
podem infectar tanto homens como animais apds contato com o solo contaminado. No
entanto, existem casos em que o fungo geofilico chega ao homem a partir de um animal, um
hospedeiro intermediario (KANE et al, 1997; KUSHWAHA, 2000; SIDRIM; ROCHA,
2004).

As espécies zoofilicas usualmente infectam animais ou estdo associadas aos mesmos,
mas podem ocasionalmente infectar humanos apds o contato direto com animais domésticos,
geralmente, provocando uma resposta inflamatoria aguda intensa, com lesGes eritemato-
descamativas bem delimitadas e de facil tratamento (CUCE; NETO, 1990; CREMER et al.,
1995).

Os dermatofitos antropofilicos, por sua vez, infectam primariamente os homens, e
raramente animais, causando infeccbes de evolugdo cronica, com menor pProcesso
inflamatorio, e de dificil tratamento, em virtude da forte adaptacdo do fungo ao hospedeiro

(CUCE; NETO, 1990; MACURA, 1993).
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Esta classificacdo ecologica dos dermatofitos é de suma importancia para a
compreensdo das diferentes caracteristicas clinicas das infecgdes dermatofiticas, como por
exemplo, o sitio cutdneo geralmente infectado, o grau de infec¢do produzido, e a cronicidade
das infeccbes (KUSTARK, 1989; HAINER, 2003).

Escamas epidérmicas da pele infectada, pelos ou unhas parasitadas liberados pelo
hospedeiro primario, ou solo contaminado, sdo as principais fontes de transmissdo das tinhas,
a partir do contato direto ou indireto (KANE etal., 1997; RUIZ; ZAITZ, 2001).

O inicio do processo infeccioso ocorre através da inoculacdo de estruturas vegetativas,
tais como os artroconidios ou fragmentos de hifas, no extrato cérneo da epiderme e de pelos.

A inoculacdo de elementos infecciosos na pele e ou a aderéncia de propagulos no
extrato corneo € o primeiro passo que precede a invasdo fungica (JONES, 1993,
WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995; KAUFMAN et al., 2007).

A germinacdo dos artroconidios na superficie queratinizada, a producdo de queratinase
e de outras enzimas extracelulares, tais como proteases, lipases, fosfatases, nucleases e
glicosidases sdo importantes para o estabelecimento do parasitismo pelos dermatofitos.
Antigenos de superficie e produtos metabdlicos antigénicos estimulam as respostas
imunoldgicas e inflamatérias do hospedeiro (TSUBOI et al,, 1989; TSUBOI et al., 1992;
WEITZMAN;SUMMERBELL, 1995).

Uma vez iniciado o processo de invasdo do tecido queratinizado, os dermatéfitos
desencadeiam uma resposta inflamatdria bem definida, e reacBes imunologicas mediadas por
células. Muito raramente, estes fungos invadem as camadas mais profundas ndo ceratinizadas
da pele, e quando isto acontece, geralmente esta associado a pacientes imunossuprimidos
(OGAWA et al., 1998).

A infeccdo pode se propagar a partir de uma localizacdo primaria através de auto-

inoculacdo e lesbes secundarias podem surgir posteriormente em qualquer parte do corpo.
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As lesdes podem ser simultaneas, intermitentes ou podem ocorrer apds um intervalo
de tempo, e sua gravidade varia de acordo com a localizacdo anatdmica e a resposta imune do
hospedeiro (JONES, 1993; WEITZMAN;SUMMERBELL, 1995).

2.4 Trichophyton rubrum

T. rubrum foi descrito por Castellanii em 1910, e faz parte de um complexo de
espécies estreitamente relacionadas, incluindo mais 14 espécies e variedades, sendo as
mesmas: T. megninii, T. violaceum, T. circonvolutum, T. fischeri, T. fluviomuniense, T.
glabrum, T. gourvilii, T. kanei, T. kuryangei, T. pedis, T. raubitschekii, T. rodhainii, T.
soudanense e T. yaoundei.

Graser et al. (2000) por meio de um estudo comparativo entre as caracteristicas
fenotipicas e genotipicas, por meio do sequenciamento da regido espacadora interna transcrita
do DNAr, PCR fingerprinting e andlise de polimorfismos de fragmentos amplificados
(AFLP), reclassificaram ou estabeleceram sinonimias com respeito a dois clados
monofiléticos, ambos estreitamente relacionados e co-especificos, sendo o cladol, T.
violaceum e clado 2, T. rubrum e T. megninii.

O T. rubrum é uma espécie antropofilica amplamente distribuida no mundo,
reconhecida como um dos principais agentes de dermatofitoses em individuos adultos
(FAERGEMANN; BARAN, 2003; FOSTER et al., 2004; ROMANO et al., 2005; WELSH et
al., 2006).

Esta principalmente associada a quadros clinicos de evolucdo crbnica, resisténcia
terapéutica e recidiva, constituindo-se em um dos problemas mais comuns atendidos nos
servicos de salde na area da dermatologia. Diferentemente, o T. violaceum tem distribuicdo
mais limitada, sendo frequentemente isolado no norte da Africa e Oriente Médio
(FAERGEMANN; BARAN, 2003; MUKHERIJEE et al, 2003; YANG, et al, 2007;

ROMANO et al., 2005; FOSTER et al., 2004; WELSH et al., 2006).
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Esquenazi et al. (2004), em um estudo in vitro, verificaram que o T. rubrum possui a
capacidade de aderir a células epiteliais através de adesinas carboidrato especificas, que sdo
expressas na superficie dos microconidios. Alguns fatores ainda ndo elucidados podem
modular a patogenicidade dos dermatofitos.

Notavelmente, esses fungos, dependendo dos fatores envolvidos na inter-relagdo
dermatofito-hospedeiro, sdo capazes de desencadear padrdes distintos de respostas
imunoldgicas. O T. rubrum é um agente frequentemente associado a casos de dermatofitoses
com discreto processo inflamatério e a uma resposta imune celular ineficaz.

O padrdo de resposta imunolégica do hospedeiro pode ser facilmente evidenciado
realizando-se o teste intradérmico com o antigeno metabolico de Trichophyton, a tricofitina.

Grande parte dos individuos com dermatofitose crénica causada por T. rubrum nédo
desenvolvem a resposta tardia (do tipo celular ou Thl), mas uma resposta de
hipersensibilidade imediata (do tipo humoral ou Th2) (VILANI-MORENO et al, 1999;
ELEWSKI et al., 2002; WOODFOLK, 2005; CORDEIRO et al., 2006).

De acordo com Woodfolk (2005) a maior susceptibilidade a dermatofitose do tipo
cronico estd associada com atopia e a uma resposta imune tipo Th2. Campos et al. (2003), a
partir do estudo de um caso de paciente sem historia de imunossupresséo sistémica ou atopia,
sugeriram por sua vez que T. rubrum poderia estar direcionando a resposta imunologica para
0 tipo Th2.

O desenvolvimento de imunidade mediada por células com hipersensibilidade tardia e
resposta inflamatéria, estd associada a cura clinica, enquanto que uma falha nessa resposta
predispde o individuo a infeccdo dermatofitica do tipo cronica e recorrente (WEITZMAN;
SUMMERBELL, 1995).

Dahl (1993, 1994) sugere gque nas dermatofitoses crbnicas causadas por T. rubrum

pode estar havendo uma supressdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro, por substancias
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produzidas por este fungo, as mananas, as quais poderiam indiretamente prevenir a completa

erradicacdo do fungo e favorecer as recidivas.

2.4.1 Principais ManifestacGes Clinicas causadas por T. rubrum

Dentre as principais manifestacbes clinicas associadas ao T. rubrum destacam-se a
tinea unguium, tinea pedis, tinea cruris e tinea corporis, com evolucdo do tipo cronica,
acometendo especialmente individuos adultos, jovens ou idosos (HAVLICKOVA et al.,
2008; SEEBACHER et al., 2008).

Estas dermatofitoses, em especial a tinea unguium e a tinea pedis, representam um
importante quadro clinico que interfere diretamente na qualidade de vida do individuo, ndo
somente pela questdo estética, mas também, pelas complicacbes secundarias e da dificuldade
terapéutica na pratica clinica.
2.4.1.1 Tinea unguium

“Tinea unguium”, ¢ um termo empregado somente para as onicomicoses causadas por
fungos dermatdfitos, dentre os quais o T. rubrum é apontado como o principal agente. A tinea
unguium ocorre com maior frequéncia nas unhas dos pododactilos, e juntamente com a
candidiase ungueal (onicomicose causada por Candida sp), representa uma das mais
importantes onicopatias, dada a sua elevada prevaléncia, morbidade e dificuldade terapéutica
(FAERGEMANN; BARAN, 2003; BARAN; KAOUKHOV, 2005).

0 quadro clinico mais comum de tinea unguium é o acometimento da regido latero-
distal subungueal, com descolamento da unha do leito ungueal e presenca de mancha branco-
amarelada. Onicolise e onicodistrofia também podem estar presentes. Entretanto, para o
diagnostico diferencial das outras onicopatias é imprescindivel a realizagdo dos exames
laboratoriais (ELLIS, 1999; FAERGEMANN; BARAN, 2003; BARAN; KAOUKHOV,

2005; DEGREEF, 2008).
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Geralmente o tratamento das onicomicoses requer o uso de drogas antifingicas com
esquemas terapéuticos prolongados, que nem sempre garantem a cura, alem de aumentar os
riscos de efeitos colaterais. Falhas podem ocorrer em até 30 a 50% no tratamento das
onicomicoses com os antifingicos itraconazol e terbinafina (GUPTA et al., 1997; SUHONEN
et al.,1999; GUPTA, SHEAR, 2000).

Nos paises europeus had uma estimativa de que a onicomicose acometa
aproximadamente 29,6% da populacdo, sendo os dermatofitos os principais agentes
(BURZYKOWSKI, et al., 2003). Romano et al. (2005) em um estudo retrospectivo realizado
na Italia sobre tinea unguium revelaram que de um total de 4.046 culturas positivas, 87,1%
foram causadas por T. rubrum.

Os fungos dermatofitos também se destacaram como 0s principais agentes de
onicomicose em paises asiaticos, tais como a China, Filipinas, Coréia, Indonésia e Taiwan,
sendo o T. rubrum a espécie mais isolada (HAY, 2005).

Brilhante et al. (2000), em Fortaleza, ao relacionar as espécies isoladas com o0s
respectivos sitios anatdmicos infectados, observaram que o T. rubrum esteve presente em
72,8% e 77,7%, das lesdes do corpo e unhas, respectivamente.

Diferentes autores referem uma suscetibilidade aumentada as dermatofitoses de
evolucdo cronica, em especial tinea unguium e tinea pedis causadas por T. rubrum, em
individuos portadores de doencas cronico-degenerativas, tais como Diabetes Mellitus (DM)
(BOUGERA, 2004; MAYSER, et al, 2004; PIERARD;PIERARD-FRANCHIMONT, 2005)
e LUpus Eritematoso Sistémico (LES) (TRACUILO et al., 2003).

Entretanto, Romano et al (2001), Boonchai et al. (2003) e Garcia-Humbria et al.
(2005), em estudos envolvendo pacientes com DM e LES, ndo encontraram associagdo entre

essas patologias e as dermatofitoses, demonstrando ser este ainda um ponto de discusséo.



24

Muito embora existam controvérsias quanto a maior susceptibilidade de portadores de
DM e de LES, ou mesmo de outras doencas de base, as dermatofitoses, a associacdo das
mesmas, merece especial atencdo pelos profissionais de salde devido a morbidade ligada a
este problema e seu impacto na qualidade de vida desses individuos, visto que as infec¢des

fungicas sdo apontadas como uma das importantes causas da sindrome do pé diabético.

2.4.1.2 Tinea pedis

Tinea pedis € uma infeccdo dermatofitica que pode acometer as regides plantar, latero-
plantar, dorso dos pés e espacos interdigitais. Representa uma das dermatoses mais comuns
entre homens adultos, com elevada prevaléncia especialmente entre grupos de militares,
maratonistas, nadadores e outros profissionais. Dentre os fatores que favorecem a infeccdo
estdo o uso frequente de sapatos fechados, sudorese, uso de banheiros coletivos, chdo de
piscinas, e a falta de cuidado com os pés (NOGUCHI et al., 1995; INGORDO et al., 2004;
DJERIDANE et al., 2006).

Dentre o0s principais agentes de tinea pedis destacam-se T. rubrum e T.
mentagrophytes var. interdigitale e E. floccosum, sendo a primeira espécie, a mais isolada.
Eritema, descamacdo, prurido e fissuras nos pés e interdigitos sdo manifestacBes clinicas
comuns na tinea pedis. A forma aguda da doenga causada principalmente por T.
mentagrophytes, caracteriza-se geralmente pelo aparecimento de vesiculas ou bolhas e
prurido constante (DJERIDANE et al., 2007, DEGREEF, 2008).

Na forma cronica da doencga, geralmente associada ao T. rubrum, os sintomas s&o bem
mais brandos, em que predomina uma descamacdo muitas vezes discreta, com ou sem prurido
(WEITZMAN;SUMMERBELL, 1995; ZAITZ, 1995; ZAIAS; REBELL, 1996).

Diante desse quadro clinico, um nimero consideravel de pacientes com tinea pedis de

evolugdo cronica ndo manifesta incdmodo com esse quadro a ponto de procurar tratamento
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adequado, permanecendo com a infeccdo durante muitos anos, ou sO procuram ajuda médica
quando a infeccdo se dissemina para outros sitios anatémicos.
2.4.1.3 Tinea corporis

Acomete a pele glabra, principalmente na regido do térax, membros superiores,
inferiores, regido abdominal e pescogco, com aspecto clinico caracteristico, em especial
guando evoluem de forma aguda, com lesbes eritematosas, pruriginosas, anulares, de
contornos delimitados e, em certos casos, com vesiculas ou pustulas nas extremidades. Estas
lesdes sdo popularmente conhecidas como “impingem” (“ringworm”, no inglés) e sdo muito
comuns em criancas e adolescentes que tem contato direto ou indireto com animais
domésticos ou terra. Dentre 0s agentes mais comuns estdo M. canis e M. gypseum
(MACURA, 1993; ZUBER; BADDAM, 2001; STRATEN et al., 2003).

As lesbes de tinea corporis de evolugdo cronica acometem principalmente adultos,
manifestando-se geralmente de forma mais discreta, embora com tendéncia a serem mais
extensas, e estdo associadas as espécies antropofilicas, das quais se destacam T. rubrum, T.
tonsurans e T. mentagrophytes interdigitale. Muitas vezes a tinea corporis de evolucéo
cronica se desenvolve ap6s a disseminacdo do fungo a partir de um foco priméario, geralmente

tinea pedis ou tinea unguium (WEINSTEIN; BERMAN, 2002; GUPTA et al., 2003).

2.4.1.4 Tineacruris

Acomete a regido inguinal, perianal e perineal de homens e mulheres adultas,
manifestando-se geralmente com lesbes eritematosas, descamativas, pruriginosas, unilaterais
ou bilaterais. Comumente as lesbes sdo delimitadas por bordas elevadas com ou sem
vesiculas. T. rubrum é um dos agentes etiologicos mais isolados de tinea cruris, destacando-

se também T. tonsurans e E. floccosum (DEGREEF, 2008).
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Alguns fatores tais como o clima quente e Umido das regibes tropicais, sudorese, uso
de roupas oclusivas e apertadas que causam a maceracdo da pele favorecem a infeccdo
flngica.

E frequente a co-existéncia da tinea pedis, sendo esta, geralmente a lesdo primaria que
se dissemina por auto-inoculacdo para a regido inguino-crural, regido na qual o fungo
encontra ambiente propicio de umidade e calor para se desenvolver (WEITZMAN;

SUMMERBELL, 1995; LACAZ et al., 2002; HAVLICKOVA et al., 2008).

2.4.2 Fenotipagem de Trichophyton rubrum

A identificacdo das espécies dermatofiticas tem como base as caracteristicas
fenotipicas das colbnias, para isto, é necessario analisar principalmente os aspectos da macro
e da micromorfologia das colbnias, ap6s aguardar um periodo entre 7 a 14 dias de
crescimento, e requer experiéncia do analista para a definicdo do agente etioldgico. Teste da
capacidade de perfuracdo de pélos e provas bioquimicas, tais como o teste da urease e testes
de assimilacdo de vitaminas, podem também ser realizados.

Estes métodos convencionais, além de laboriosos, apresentam algumas limitacGes para
o diagndstico micoldgico, tanto para a diferenciacdo interespecifica dos isolados, quanto para
se comprovar a existéncia de variabilidade entre isolados de uma mesma espécie
dermatofitica (intraespecifica). (SIDRIM; ROCHA 2004; PANASITE et al. 2006).

Diferentes isolados de T. rubrum podem apresentar notavel variabilidade das suas
caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas, incluindo principalmente diferencas nos aspectos
morfologicos das colénias, ou mesmo nos aspectos nutricionais, como a atividade da urease, e
guanto a presenca do pigmento difuso avermelhado, que € uma caracteristica peculiar desta
espécie (GOULING et al., 2006).

As diferencas fenotipicas, de acordo com Graser (1999), podem estar relacionadas a

diferengas genéticas.
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As caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas dos dermatofitos estdo relacionadas com
a sua associacdo ao solo. As espécies associadas ao solo, que sdo as geofilicas e algumas
zoofilicas, podem se reproduzir sexuadamente; apresentam abundante esporulacdo;
capacidade de perfurar o pelo; sdo independentes de vitaminas; urease positivas, dentre outras
caracteristicas.

Enquanto que, as espécies ndo associadas ao solo, as antropofilicas, parecem ter
perdido a capacidade de reproducdo sexuada; apresentam diminuicdo da esporulagdo; perda
da capacidade de perfuracdo do pelo e de degradacdo da uréia, e produzem uma ou mais
vitaminas ou fatores de crescimento.

No segundo grupo estdo incluidos T. rubrum, T. verrucosum, T. equinum,
Microsporum audouinii e T. soudanense (Summerbel, 2000).

As cepas tipicas de dermatdfitos podem ser identificadas diretamente a partir de
isolamentos primarios em agar Sabouraud com antibiotico, porém muitas vezes subcultivos
em meios especificos sdo necessarios. Diferentes meios de cultura podem ser utilizados,
dentre os quais, 0 agar lactrimel de Borrelli (BLA) e o agar batata dextrose (PDA) estimulam
a esporulacdo da maioria dos dermatdfitos e a producdo de pigmento (PIHET; ROBERT,
2008).

Tipicamente, a coldnia de T. rubrum caracteriza-se pelo desenvolvimento de micélio
aéreo cotonoso, branco e lentamente libera um pigmento avermelhado que se difunde no meio
de cultura. Alguns isolados podem produzir micélio cotonoso, denso, praticamente
desprovidos de esporos e com uma tonalidade esverdeada melandide.

Os microconidios sdo geralmente abundantes, e apenas ocasionalmente produzem
frequentes macroconidios, tendendo neste caso, a ser menos cotonosa ou mais pulverulenta ou
granulosa, de crescimento mais lento, e algumas vezes intensamente pigmentado lembrando o

T. violaceum. Os microconidios s&o piriformes (em forma de lagrima) dispostos ao longo das
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hifas, mas podem também ser globosos e apresentam 2-3 por 3-5um de tamanho. Geralmente
0s cultivos primarios produzem raros macroconidios, 0s quais sdo alongados, com base
afilada, septados (com 3 a 8 células) e de parede fina e os clamidoconidios sdo em pequeno
nimero. (REBELL; TAPLIN, 1974; LACAZ etal., 2002; ELLIS et al., 2007).

Young em 1972 investigou a estabilidade morfologica de isolados de T. rubrum e
estabeleceu sete formas que diferiam em seus padrfes morfoldgicos, a saber: variante
cotonosa, granular, disgbnica (hifas com distor¢cdes), melandide, africana, hiperpigmentada e
a variante rodhainii. No entanto, a maioria das formas e variedades de T. rubrum descritas
gera controvérsias entre 0s especialistas, sendo principalmente reconhecidos dois tipos
morfoldgicos, o cotonoso e o granuloso (YOUNG apud TORO et al., 2006; KAMINSKI et
al., 2004).

Toro et al. (2006) em estudo realizado em uma regido no Chile, utilizando trés
diferentes meios de cultura, encontraram duas Unicas variedades morfologicas de T. rubrum, a
cotonosa e a granulosa. Para diferenciar as variedades deste complexo, 0s autores sugeriram o
uso dos meios agar sabouraud dextrose, agar lactrimel e o meio sélido leite-glicose-pdrpura
de bromocresol (BCP-M-G).

Seis variedades morfologicas de T. rubrum foram identicadas por Hernandez et al.
(2007) em estudo realizado no México. Dentre essas variedades duas foram as mais
freqiientes, a variedade “Y” e variedade “TD” (tipical downy), apresentando as seguintes
caracteristicas em agar sabourad: variedade Y- colbnia plana ou ligeiramente elevada, de cor
branca com periferia amarelada, e verso amarelo ¢ vermelho, ¢ a variedade “TD” - colénia
cotonosa tipica com pigmento difuso vermelho.

Em relacdo a micromorfologia, a variedade cotonosa apresentou microconidios

piriformes sem a presenca de macroconidios, € na variedade granular foram descritos
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abundantes microconidios e macroconidios. Os autores ndo encontraram nenhuma correlacédo

das diferentes variedades encontradas, com fatores como idade, género e fatores de risco.

2.4.3 Genotipagem de T. rubrum

Os avancos em biologia molecular tém permitido o desenvolvimento de métodos de
tipagem molecular réapidos, com alta sensibilidade e especificidade, com importantes
aplicacbes em diversas areas.

De acordo com Jackson et al. (2000), um sistema de tipagem para fungos dermatéfitos
tem bastante utilidade e diversas aplicagdes importantes , tais como: para determinar quando
algumas cepas sdo mais propensas a causar onicomicose do que infeccbes de pele; se o
isolado original € o responsavel pela re-infeccdo ou uma nova cepa teria sido adquirida;
aplicacdo na é&rea epidemioldgica, incluindo a identificacdo de cepas endémicas de uma
determinada regido geografica e a determinacdo de fontes comuns e rotas de infecgéo.

Soll et al. (2000) destacam a importancia da analise genética entre isolados fungicos
de uma mesma espécie, a fim de se entender a dindmica do processo infeccioso e monitorar a
emergéncia de linhagens resistentes a drogas. Cisalpino; Travassos (2002) enfatizam a
aplicacdo da genotipagem na taxonomia, diagnostico, subtipagem, epidemiologia, e ainda no
desenvolvimento de novas drogas e no estudo da patogénese de fungos infecciosos.

O crescente interesse tem sido observado nos Ultimos anos na tipagem molecular de
dermatdfitos, ndo s6 para a sua identificacdo em nivel de espécie, como também no intuito de
investigar a variabilidade genotipica intraespecifica desses fungos (FENG et al., 2000).

O uso de técnicas moleculares para avaliacdo de fungos tem tido répido avanco desde
a década de 90, dentre elas destacam-se: analise de polimorfismos de fragmentos de restricdo
(RFLP), com ou sem sondas de DNA; PCR-RFLP; amplificacdo randomica do DNA

polimérfico (RAPD); andlise de sequéncia de &cido nucléico; reacdo em cadeia da Polimerase
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com Primer Arbitrario (AP-PCR). (JACKSON et al., 1999; FENG et al., 2000; MOCHIZUKI
et al. 2003; BAEZA, et al., 2006).

Contudo, percebe-se que ainda hoje permanecem algumas contradicbes diante de
questdes fundamentais, como qual locus genético que se constitui no melhor alvo e qual o
melhor método para a genotipagem de fungos dermatdfitos.

Sequéncias dentro do complexo de genes do DNA ribossomal tém sido muito
utiizadas como regido alvo. Esta secdo do genoma inclui sequéncias relativamente
conservadas dos genes 18S, 5.8S, 28S e 5S; regides espacadoras internas transcritas
denominadas de ITS1 e ITS2, que sdo regides variaveis que flanqueiam o gene 5.8S do
DNAr; regides espacadoras intergénicas, denominadas de IGS1 e 1GS2 ou de NTS (regido
espacadora ndo transcrita) (IWEN, 2003).

Graser et al. (1999b) estudaram a variabilidade genotipica entre 96 isolados de T.
rubrum originados de quatro continentes. Neste estudo foram analisados 12 marcadores
representando 27 loci por meio das técnicas de PCR fingerprinting, RFLP, e marcadores
monomorficos de DNA amplificados aleatoriamente.

Contudo, os autores ndo conseguiram detectar nenhum polimorfismo, sugerindo um
modo de reproducdo estritamente clonal e forte adaptacdo desta espécie fungica a pele
humana.

Em 2007, esses mesmos autores analisaram 7 marcadores microssatélites de 200
isolados de T. rubrum, selecionados de diferentes regibes do mundo, e evidenciaram duas
populagGes distintas, T. violaceum e T rubrum, sendo uma com origem predominante na
Africa enquanto que a outra de distribuicdo universal.

Essas populacbes demonstraram também diferentes predilecbes em relacdo a
localizacdo anatbmica das lesGes, causando principalmente tinea capitis e tinea pedis,

respectivamente.
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Jackson et al. (1999) analisaram a variagdo molecular de sequéncias repetitivas no
DNAr de T. rubrum e de outras espécies de dermatdfitos, e evidenciaram diferenciacdo entre
os isolados por meio da combinacdo da técnica de DNAr-RFLP com Southern blotting das
regides ITSs e NTS.

Segundo os autores, a andlise de polimorfismos no DNAr na regido ITS é Util para a
diferenciacdo das espécies de fungos dermatdfitos, enquanto que as variagdes intraespecificas
de T. rubrum podem ser melhor detectadas por meio da analise na regido NTS.

Em um estudo posterior, Jackson et al. (2000) descreveram dois novos sub-elementos
repetitivos em tandem (TRSs), TRS-1 e TRS-2, ap6s analise sequencial, localizados na regiao
NTS do DNAr. Nesse trabalho 100 cepas foram analisadas, originadas da Europa Ocidental,
Islandia e Japdo, em que foram evidenciados por amplificacdo, 21 produtos de PCR com o
TRS1, e 23 produtos de PCR com TRS-1 e TRS-2. De acordo com 0s autores, a variacao de
tamanho nessa regido é principalmente devido a variagdo no nimero de cépias de TRS-1.

Anos mais tarde, Gouling et al. (2007) reproduziram a metodologia de Jackson et al.
(2000) e encontraram polimorfismos entre 49 isolados de T. rubrum, tendo sido reconhecidos
20 padrdes distintos. Os autores demonstraram apenas pequenas diferencas geogréficas, em
relacdo aos resultados de Jackson.

Chang et al., 2008 evidenciaram grande variabilidade genética nas regides IGS de 36
isolados de T. violaceum, espécie intimamente relacionada a T. rubrum, apés andlise por
DNAr-RFLP com Southern blotting, a semelhanca da metodologia utilizada por Jackson et al.
(2000). De acordo com os autores, a heterogeneidade evidenciada é devido a diferentes

numeros de cOpias de uma sequéncia repetitiva em tandem de 171pb.
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2.4.3.1 RAPD

Independente do nome utilizado, RAPD ou AP-PCR, e das pequenas variacbes na
metodologia, a técnica de PCR utilizando primers de sequéncia arbitraria abriu uma
perspectiva inteiramente nova para analises gendmicas de individuos e populagdes.

O método de RAPD pode ser utilizado em  distintas  abordagens,  incluindo
mapeamento genético, deteccdo da diversidade genética entre linhagens de mesma
espécie, epidemiologia molecular e andlise de relagdes taxondémicas (WELSH et al., 1995;
SOLL et al., 2000).

Embora considerado um método de facil execucdo, rapido e sensivel, algumas
desvantagens do RAPD sdo conhecidas, e estdo principalmente relacionadas a sua
reprodutibilidade. Diante deste problema alguns autores enfatizam a importancia da
otimizacdo das condicdes técnicas, tais como escolha de primers adequados, concentragcdo de
DNA, temperaturas apropriadas durante a amplificacdo e a concentracdo de magnésio no mix
de reacdo (ELLSWORTH, et al., 1993; BAEZA, et al., 2006; SANTOS et al., 2009).

A técnica de AP-PCR foi empregada por Liu et al., (1996) para analisar a variacéo
genotipica de isolados de dermatdfitos para fazer a diferenciagdo entre as espécies, e também
ja foi empregada para diferenciar isolados de uma mesma espécie (FENG et al., 2000;
GUOLING etal., 2006).

Mochizuki et al. (1997) utilizou o RAPD para diferenciar dermatofitos antropofilicos,
o qual revelou-se como uma ferramenta eficiente para a diferenciacdo entre as espécies.

Contudo, apenas um minimo de polimorfismo intra-especifico foi evidenciado pelos
autores ao analisarem isolados de T. mentagrophytes var interdigitale.

Resultados diferentes foram obtidos por Kac et al. (1999) ao analisarem a capacidade
discriminatéria do método de RAPD na tipagem de 46 isolados de T. mentagrophytes

originados de diferentes continentes.
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Dentre 0os 23 primers testados o A08 (5’-GTGACGTAGG-3’) revelou polimorfismos
nos isolados, produzindo 23 perfis diferentes dentro de trés grupos. Os autores indicaram 0
RAPD como um método que pode ser aplicado com sucesso para revelar diversidade genética
entre isolados de T. mentagrophytes.

Guoling et al. (2006), ao analisarem o genotipo de isolados de T. rubrum utilizando
AP-PCR, ndo evidenciaram nenhuma variagdo no genoma apoOs subcultivos, a despeito das
variagfes fenotipicas encontradas, o que indicaria segundo os autores, uma estabilidade do
genotipo desta espécie.

Por outro lado, polimorfismos genéticos em isolados de T. rubrum foram evidenciados
por Baeza et al. (2006) em estudo envolvendo a tipagem molecular de 67 isolados de T.
rubrum pelo método de RAPD, em Séo Paulo, Brasil.

Os autores testaram um total de 06 primers, dos quais dois revelaram polimorfismos
(primer 1: 5°’-GGTGCGGGAA-3’e primer 6: 5’>-CCCGTCAGCA-3’, obtendo um total de 12
e 11 padrdes, respectivamente.

Nesse mesmo estudo 0s autores analisaram a regido espacadora ndo transcrita do
DNAr por meio da PCR dos sub-elementos repetitivos TRS-1 e TRS-2, conforme descrito por
Jackson (2000), e evidenciaram um ndmero consideravelmente menor de perfis de bandas,
apenas 03 tipos para TRS-1 e 01 tipo TRS-2, em relacdo aos 21 tipos reconhecidos por
Jackson. Uma possivel explicacdo para isto seria que, a multiplicacdo do nimero de copias de
TRS-1 por um crossover desigual ndo € um evento comum.

Os polimorfismos intraespecificos obtidos no estudo de Baeza et al. (2006) contrastam
com os resultados de outros autores que também utilizaram o método de RAPD, sendo que a
maioria ndo conseguiu detectar qualquer polimorfismo, ou apenas polimorfismos minimos

(ZHONG et al. 1997; LIU etal. 1996).
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Conforme estes autores, provavelmente as sequéncias empregadas nesse estudo
hibridizaram com regides menos conservadas do DNA gendmico, resultando em um alto grau
de polimorfismo. Para avaliar a estabilidade do método, cada amostra de DNA gendmico foi
amplificada em duplicata com amplificacdes por PCR realizadas em diferentes momentos, e,
para testar a reprodutibilidade, os DNAs de 14 isolados foram extraidos de culturas
independentes.

Yang et al. (2009), analisaram 150 isolados de T. rubrum obtidos de pacientes
japoneses e chineses, por meio da técnica de RAPD, utilizando os primers 1 e 6 descritos por
Baeza et al. (2006), e também por analises de sequéncias da regido NTS no gene do RNAr.

A analise por RAPD distribuiu as 150 cepas dentro de dois principais grupos (A e B),
sendo que dos isolados do Japéo, 30% pertenceram ao grupo A, e 70% ao grupo B, enquanto
que, 91% dos isolados da China eram do grupo A. A analise da regido NTS evidenciou 4
grupos principais, com base no sequenciamento de DNA.

Estes autores verificaram que as duas metodologias revelaram diferencas genotipicas
entre os isolados do Japdo e da China, e que os perfis de RAPD obtidos a partir da
amplificacdo com os primers decameros utilizados neste estudo tiveram boa correlagdo com
os resultados obtidos pelo sequenciamento da regido NTS (YANG et al. 2009).

Santos et al. (2009) também confirmaram a eficacia do RAPD com a utilizagdo dos
primers 1 e 6 descritos por Baeza et al. (2006), para a diferenciacdo de cepas de T. rubrum e
T. interdigitale (T. mentagrophytes var interdigitale).

Nesse estudo os autores tiparam 86 isolados de casos de onicomicose e verificaram
que ambos os primers foram capazes de diferenciar as duas espécies estudadas, sendo que
para T. rubrum foram evidenciados 19 gen6tipos com os primers 1 e 6, enquanto para T.

interdigitale, foram evidenciados 10 gen6tipos com o primer 1 e 21 com o primer 6.
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Em estudo comparativo entre 0os métodos de RAPD e umnovo método de
PCR, denominado de PCR-MP originalmente desenvolvido para a diferenciacdo de
cepas bacterianas, Leibner-Ciszak et al. (2010) sugeriram a utilizacdo  dessas duas
técnicas simultaneamente, para screning de isolados de T. rubrum e T. interdigilitale.

Esta técnica baseia-se na reducdo da temperatura de  desnaturacdo durante a
PCR, quando apenas fragmentos estaveis de DNA, ou com menor conteldo G+C sdo
amplificados, apo6s a digestdo inicial do DNA genbmico com enzima de restricao.

Hryncewicz-Gwozdz et al. (2011) utilizaram a técnica de RAPD para a genotipagem
de 55 isolados de T. rubrum de trés diferentes regides na Polonia e Alemanha, e obtiveram
um total de 40 gendtipos distribuidos em seis grupos empregando os primers de Baeza et al.
(2006), entretanto, 34 genotipos foram representados por isolados Unicos.

Os autores nao referiram uma repeticdo dos testes para a confirmacdo dos resultados, e
0 elevado grau polimorfismos encontrado, segundo os proprios autores, pode ser devido a um

problema na reprodutibilidade do método empregado.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Estudar as caracteristicas fenotipicas e genotipicas de isolados de Trichophyton
rubrum de pacientes com dermatofitose, e investigar a possivel associacdo das mesmas com

os dados clinicos: localizagdo anatbémica, tipo evolutivo e manifestagdes clinicas.

3.2 Objetivos Especificos
3.2.1 Descrever as caracteristicas fenotipicas dos isolados de T. rubrum com base nos

aspectos macro e micromorfoldgicos da colbnia;

3.2.2 Investigar o perfil genotipico entre isolados de T. rubrum por meio de técnica de RAPD

(Random Amplified Polymorphic DNA Analysis);

3.2.3 Analisar a associacdo entre os fendtipos e gendtipos dos isolados de T. rubrum, bem

como com os dados clinicos.
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4. METODOLOGIA

4.1 Modelo de Estudo

Trata-se de um estudo descritivo e transversal, no qual foram analisadas as
caracteristicas fenotipicas e genotipicas de isolados de T. rubrum de pacientes com
dermatofitoses e suas possiveis associacbes com as manifestacBes clinicas apresentadas pelos
individuos participantes da pesquisa.

Este projeto foi desenvolvido na Fundacdo de Dermatologia Tropical e Venereologia
Alfredo da Matta - FUAM em colaboracdo com a Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas -

FCF/UFAM e o Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia -INPA.

4.2 Universo de Estudo
4.2.1 Participantes

Pacientes com diagndstico clinico e laboratorial de dermatofitoses causadas pelo T.
rubrum, incluidos no projeto de tese intitulado “Avaliagdo de métodos de extragdo de DNA e
de identificacdo de dermatofitos por andlise de RFLP-PCR”. Os seguintes dados clinicos

foram obtidos do banco de dados do referido projeto: tipo evolutivo e localizacdo anatbémica.

4.2.2 Amostras

Foram utilizados 55 isolados clinicos de T. rubrum obtidos no ano de 2008 como etapa
do referido projeto. Os isolados encontram-se preservados no Laboratorio de Micologia da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas-FCF/UFAM, preservados em agua destilada estéril

(CASTELLANI, 1967).

4.3 Informacdes Eticas
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundagio Alfredo da

Matta- FUAM (CEP-FUAM), conforme parecer n® 025/2010 — CEP/FUAM.
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4.4 Fluxo de Procedimentos
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Figura 1. Fluxo de procedimentos
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4.5 Detalhamento dos Procedimentos
4.5.1 Reativacdo dos isolados fungicos

Os isolados de T. rubrum preservados em agua destilada esterilizada foram reativados
por meio de repique de um fragmento da coldnia em meio de cultura Agar Batata Dextrose
(PDA) contido em tubo de ensaio e, posteriormente, incubado em temperatura ambiente por

um periodo de 15 dias para crescimento satisfatorio da col6nia.

4.5.2 Caracterizacdo Fenotipica
A caracterizacdo fenotipica dos isolados de T. rubrum foi feita a partir dos dados

obtidos nos estudos da macro e micromorfologia da colénia cultivada em PDA.

4.5.2.1 Estudo Macromorfoldgico

As amostras fungicas previamente repicadas foram subcultivadas em meio PDA
contido em placa de Petri e mantidas em temperatura ambiente, para o crescimento da
colbnia gigante e estudo macromorfoldgico.

Para a analise macromorfoldgica das colonias foram considerados o0s seguintes
critérios: taxa de crescimento, a partir da medicdo diaria do diametro da coldnia; cor do verso
e anverso, textura do micélio vegetativo, topografia do verso e anverso e presenca de

pigmento difuso no meio de cultura.

4.5.2.2 Estudo Micromorfoldgico

Nesta etapa o isolado fungico foi cultivado entre lamina e laminula conforme a
técnica de microcultivo descrita por Ridell (RIDELL, apud SIDRIM; ROCHA, 2004). Este
método permitiu a visualizacdo das estruturas fungicas de forma mais organizada, pois o

fungo se desenvolve na superficie da lamina e da laminula.
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Para a analise micromorfologica foram consideradas as caracteristicas das hifas
primarias e suas ramificacbes, a presenca e disposicdo dos macroconidios, microconidios e
clamidoconidios, a partir das analises microscopicas em aumento de 100 e 400x.

Os conidios foram avaliados ainda quanto a sua morfologia e quantidade aproximada
obedecendo a seguinte escala: ausentes = 0, raros = de 1 a 10, frequentes = 10 a 50 e

abundantes > 50 conidios por 10 campos em aumento de 100x (BRILHANTE, 2005).

4.5.3 Caracterizacdo Genotipica
4.5.3.1 Extracdo do DNA fangicos

O DNA gendmico foi extraido a partir do micélio flngico de acordo com a técnica
descrita por Del Sal et al.(1989) com algumas modificacbes. Uma aliquota de micélio foi
transferida para um microtubo no qual foi adicionado 500 pL de tampdo de lise (10mM
Tris/HCI pH8, 1mM EDTA, 1% SDS, 100 pg/ml de proteinase K). A mistura foi incubada
por 1 hora a 37°C, em seguida 200pL de solucdo 5 mol/L de NaCl foram adicionados e o
contetido incubado por 10 min 65°C.

Posteriormente, 100 W 10% (w/v) de CTAB foram adicionados e incubados por mais
20min a 65°C. A solugdo foi tratada com RNase A, na concentracdo final de 50 pg /mL por
lh a 37°C, apés este passo o DNA foi extraido com um volume igual de
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico [25:24:1 (viV)], e centrifuigado a 12000 x g durante 15
min. a 4 °C. Este procedimento foi repetido trés vezes.

O DNA foi precipitado com dois volumes de 2-propanol a -20°C por 20 min, lavado
duas vezes em 500 pl de etanol 70%, e apds a secagem, ressuspenso em 100 ul de tampdo
TE (Tris/HCI 40mM, pH 8,2 e EDTA 2mM).

A quantificacdo das amostras de DNA foi realizada por espectrofotometria em

comprimento de onda de 260 nm.
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4.5.3.2 RAPD

A reacdo de amplificacdo randémica do DNA polimorfico foi realizada de acordo
com a técnica descrita por Baeza et al. (2006), utilizando o primer 1. 5-GGTGCGGGAA -
3". A amplificacdo foi realizada a partir de um volume de 25ul contendo 50ng de DNA e
uma mistura liofilizada de reacdo tampéo (30mM KCI, 3mM MgCl,, 10mM Tris pH 8,3), 0,4
mM (cada) dNTP, 2,5 pg BSA, 25pmol/pl de primer e Tag DNA polimerase. As amostras
foram amplificadas em um termociclador, como segue: desnaturacéo inicial de 5 min a 95°C,
seguida por 45 ciclos consistindo de desnaturacdo a 95°C por 1min, hibridizagdo do primer a
36°C por 1min, extensdo a 72°C por 2min e desnaturacdo a 95°C por 1min. As reacdes de
amplificacéo de todos os isolados foram repetidas em diferentes momentos.

Os produtos da amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose a
2% e visualizados com Sybr Safe. Os perfis de RAPD foram analisados considerando as
principais bandas obtidas, ou seja, as mais visiveis e com melhor definicdo, estas foram

identificadas visualmente e confirmadas com a utilizagdo do software Phoretix 1D.

4.6 Andlise dos Resultados

Perfis de RAPD foram analisados pelo software Phoretix 1D (versdo 11V; Nonlinear
Dynamics Ltd - UK). O coeficiente de similaridade (SAB) entre os padrdes de banda para um
determinado par de isolados A e B foi calculado pela formula SAB = 2E / (2E + a + b), onde
E ¢ o nimero de bandas comuns nos padroes de A e B, “a” ¢ o nimero de bandas no padrao
A, sem correlatos padrdo B, e ‘D” € o nimero de bandas no padrao B, sem correlatos em A.

Com base nos valores SAB, dendrogramas foram gerados baseados no método
UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic means) implementado pelo software

Phoretix 1D.
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Os dados obtidos da fenotipagem e genotipagem foram descritos e apresentados por

meio de graficos e figuras.
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5. RESULTADOS

No presente estudo foram incluidos 55 isolados de T. rubrum obtidos de pacientes
adultos com diagnostico de dermatofitose, dos quais, 42% pertenciam ao género feminino e
58% ao masculino, com idades variando entre 18 a 64 anos.

A distribuicdo dos isolados de T. rubrum em relagdo as manifestacBes clinicas
associadas, estd representada na figura 2; sendo que a maioria foi obtida de casos de tinea
cruris (47%) e de tinea corporis (24%); isolados de tinea unguium e tinea pedis
representaram 13% e 3%, respectivamente.

Quanto ao tipo evolutivo das dermatofitoses, mais de 60% dos casos apresentou
evolugdo do tipo crbnico com mais de um episddio de ocorréncia; destas, 31% com evolugdo

entre 1 a4 anos e 33% com mais de 5 e até mais de 10 anos de evolucdo conforme Figura 2.

2% 4%

® Tinea corporis
® Tinea cruris
 Tinea pedis

¥ Tinea unguim
d Tinea faciei

¥ Tinea capitis

M Tinea manum

Figura 2. Distribuicdo dos isolados de T. rubrum em relagéo as manifestagdes clinicas.
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10 a 20 anos
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Figura 3. Distribuicdo dos isolados de T. rubrum em relagcdo ao tempo de evolugéo.

Anélises dos Fendtipos
Os isolados de T. rubrum foram submetidos aos estudos de fenotipagem, apos
subcultivo em &gar batata contido em placa de Petri, considerando os aspectos morfoldgicos
da colbnia, taxa de crescimento e presenca de pigmento difuso. As colbnias foram observadas
diariamente até alcancarem o seu di@metro maximo de crescimento, 0 que ocorreu no 15° dia.
A partir dessa analise foram evidenciados sete tipos macromorfologicos de culturas,
conforme demonstrado abaixo:
Tipo | — Colbnia branca; textura cotonosa com micélio aéreo baixo; topografia discretamente
elevada apresentando  sulcos radiais pouco profundos; crescimento maximo de

aproximadamente 35 mm de didmetro; pigmento difuso vermelho carmesim (Figura 4 e 5).

Figura 4. Colonia tipo | Figura 5. Verso colbnia tipo |
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Tipo Il — Colbnia branca com algumas matizes rosadas; textura cotonosa com micélio aéreo
baixo; discretamente elevada com sulcos radiais pouco profundos; 32 mm de diametro; verso

acastanhado na parte central e periferia amarelada; sem pigmento difuso (Figura 6 e 7).

Figura 6. Colonia tipo Il Figura 7. Verso colonia tipo 11

Tipo Il — Colénia branca rosada; pulverulenta; apiculada com sulcos radiais profundos;
centro umbilicado; 25 mm de diametro; verso acastanhado e rugoso; sem pigmento difuso

(Figura 8¢e9).

Figura 8. Colbnia tipo 111 Figura 9.Verso colonia tipo 111

Tipo IV — Colonia branca; pequena; cotonosa, plana, 23 mm de diametro; verso amarelo

esverdeado na area central e laranja na periferia, sem pigmento difuso (Figura 10 e 11).
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Figura 10. Colbnia tipo 1V Figura 11. Colbnia tipo IV

Tipo V — Colénia violacea, pulverulenta, topografia rugosa, crescimento lento, 19 mm de
didmetro; pigmento difuso vermelho escuro (Figuras 12 e 13). Pleomorfismo rapido

resultando na perda da cor violacea e crescimento de micélio aéreo branco e cotonoso.

Figura 12. Colonia tipo V Figura 13. Verso da colonia tipo V

Figura 14. Cultivo primario do T. violaceum
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Tipo VI — Coldnia branca; pulverulenta; topografia rugosa com sulcos radiais profundos,
bordos irregulares; centro umbilicado; 30 mm de didmetro; verso claro e rugoso; sem

pigmento difuso (Figura 15 e 16).

Figura 15. Colonia tipo VI Figura 16. Verso colonia tipo VI

Tipo VII — Colbnia branca; cotonosa com micélio aéreo elevado; topografia plana; 40 mm de
diametro; verso pouco avermelhado e periferia amarelada; sem pigmento difuso (Figura 17 e

18).

Figura 17. Colonia tipo VII Figura 18. Verso colbnia tipo VII

Considerando as caracteristicas macromorfoldgicas acima descritas, um percentual de
72% dos isolados apresentaram colbnias compativeis com o tipo | e 12% com o tipo II; os
fendtipos do tipo 11, 1V, V, VI e VII foram representados por um percentual entre 2 a 5% dos

isolados (Figura 19).
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H Tipo |
H Tipo ll
H Tipo Il
H Tipo IV
H TipoV
H Tipo VI
Tipo VII

Figura 19. Distribuicdo dos isolados de T. rubrum em relagéo aos
diferentes tipos de colbnias (fenctipos).

A andlise das caracteristicas micromorfoldgicas das colbnias, observadas a partir da
técnica do microcultivo, revelou que todos os isolados apresentaram as caracteristicas
micromorfologicas comuns da espécie que sdo: abundantes microconidios em forma de
lagrima (piriformes), dispostos lateralmente ao longo de hifas primarias delicadas, hialinas,
septadas e pouco ramificadas; poucos isolados apresentaram microconidios partindo de
microconidiéforos. Os macroconidios estavam ausentes, ou em pequeno nimero na maioria
dos isolados, tendo sido freqlentes em apenas 11,4% dos isolados, sendo 0S mesmos
alongados, de paredes finas, com até 8 septos. Clamidoconidios e hifas grossas e
artrosporadas estavam presentes nos diferentes tipos de colénias em aproximadamente 50%

dos isolados (Figura 20 a, b, c e d).
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Figura 20. Caracteristicas micromorfolégicas dos isolados de T. rubrum. a) abundantes microconidios
dispostos ao longo de hifas primarias pouco ramificadas. b) Microconidios partindo de
microconidiéforos ramificados. ¢ e d) Macroconidios septados, de parede fina, alongados e com base
afilada; raras vezes partindo de um mesmo ponto da hifa, a semelhanca de E. flocosum.

Um padrdo micromorfolégico mais diferenciado foi observado apenas nas coldnias do
tipo V, pertencentes a espécie T. violaceum (isolados n° 46 e 161), as quais, além das
estruturas comuns ao T. rubrum, revelaram também freqlentes hifas de parede grossa,
artrosporadas, distorcidas e muito ramificadas; macroconidios muito alongados e até com

mais de 10 septos, alguns de parede grossa e pedicelados (Figura 21).



50

Figura 21. Caracteristicas micromorfoldgicas de T.violaceum. a e b) Hifas septadas com abundantes
microconidios em forma de lagrima e hifas artrosporadas de parede grossa, distorcidas e com muitas
ramificacGes; macroconidio com duplo contorno e pedicelado. ¢ e d) macroconidios alongados e
septados.

Os 55 isolados de T. rubrum submetidos aos estudos de fenotipagem, tiveram a sua
identificacdo em nivel de espécie confirmada em estudo anterior por meio de PCR-RFLP do
gene da topoisomerase, utilizando a endonuclease Haelll e as amostras de n. 07 (T. rubrum) e
46 (T. violaceum) foram submetidas a analise de sequenciamento da regido ITS apos
amplificacdo com os primers universais I1TS1 e ITS4 (FROTA et al. 2011).

A andlise da possivel associacdo entre os fenétipos de T. rubrum com os dados
clinicos, ndo revelou qualquer correlacéo.

Analises dos Genotipos
No intuito de se verificar a possivel variabilidade genotipica dos isolados de T.rubrum

foi realizada a tipagem molecular de 38 isolados pela técnica de RAPD, utilizando o primer 1
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descrito por Baeza et al. (2006). Os perfis de RAPD obtidos foram analisados utilizando-se o
software Phoretix 1D, no qual foram consideradas as principais bandas reveladas e o indice de
semelhancga entre os isolados.

Um total de 10 perfis foram distribuidos dentro de trés grupos, os quais foram
denominados de grupo I, Il e 1ll, a similaridade entre os grupos | e 1l foi de 53%, entre | e IlI
de 40% e entre Il e Ill foi de 40%. O Grupo | foi constituido por 32 isolados e esses possuiam
similaridade de 85%. O Grupo Il foi constituido por 5 isolados e esses possuiam similaridade
de 58%. O grupo Il foi representado por um Unico isolado (n°. 46), o qual foi identificado

como T. violaceum pelos métodos convencionais de fenotipagem (Figura 22).
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No quadro 1 estd representada a distribuicdo dos 38 isolados submetidos a
genotipagem por meio do RAPD, em relacdo aos seus respectivos fendtipos e aspectos
clinicos. Nao foram encontradas associagdes entre os diferentes fendtipos e os gendtipos, ou
entre estes e 0s aspectos clinicos.

Quadro 1. Relacdo dos isolados fungicos submetidos as analises fenotipicas e genotipicas

ISOLADO | ESPECIE | DIAGNOSTICO | EVOLUCAO | FENOTIPO | GENOTIPO
07 T. rubrum Tinha faciei la4 anos Tipo | Grupo Il
14 T. rubrum Tinha faciei la4anos Tipo Il Grupo |
31 T. rubrum Tinha ungium Menos de 1ano Tipo I Grupo |
35 T. rubrum Tinha faciei Menos de 1ano Tipo | Grupo |
37 T. rubrum Tinha cruris la4anos Tipo Il Grupo |
46 . T Tinha unguium 10 a 20 anos Tipo V Grupo Il

violaceum

48 T. rubrum Tinha corporis Menos de 1ano Tipo Il Grupo |
58 T. rubrum Tinha pedis 1 a4 anos Tipo VII Grupo Il
60i T. rubrum Tinha cruris 5a9anos Tipo Il Grupo |
60t T. rubrum Tinha corporis 5a9anos Tipo Il Grupo |
73 T. rubrum Tinha corporis Menos de 1ano Tipo | Grupo |
83 T. rubrum Tinha cruris Menos de 1ano Tipo VI Grupo |
92 T. rubrum Tinha cruris 5a9anos Tipo Il Grupo |
93 T. rubrum Tinha cruris 1 a4 anos Tipo | Grupo |
97 T. rubrum Tinha cruris Menos de 1ano Tipo | Grupo Il
99 T. rubrum Tinha cruris 1 a4 anos Tipo | Grupo |
101 T. rubrum Tinha cruris Menos de 1 ano Tipo | Grupo |
103 T. rubrum Tinha cruris 5a9anos Tipo | Grupo |
108 T. rubrum Tinha cruris Menos de 1ano Tipo | Grupo |
117 T. rubrum Tinha unguium 10 a 20 anos Tipo Il Grupoll
122 T. rubrum Tinha unguium 5a9anos Tipo | Grupo |
124 T. rubrum Tinha cruris Menos de 1ano Tipo Il Grupo |
125 T. rubrum Tinha manum 1a4anos Tipo | Grupo |
151 T. rubrum Tinha corporis Menos de 1ano Tipo IV Grupo |
160 T. rubrum Tinha corporis 5a9anos Tipo | Grupo |
162 T. rubrum Tinha cruris 5a9anos Tipo | Grupo Il
163 T. rubrum Tinha pedis 10 a 20 anos Tipo | Grupo |
166 T. rubrum Tinha cruris 1 a4 anos Tipo | Grupo |
176 T. rubrum Tinha unguium 1 a4 anos Tipo | Grupo |
177 T. rubrum Tinha corporis Mais de 20 anos Tipo | Grupo |
178 T. rubrum Tinha cruris 1 a4 anos Tipo | Grupo |
187 T. rubrum Tinha cruris 1 a4 anos Tipo | Grupo |
188 T. rubrum Tinha cruris 1 a4 anos Tipo | Grupo |
189 T. rubrum Tinha faciei 1 a4 anos Tipo | Grupo |
192 T. rubrum Tinha corporis Menos de 1ano Tipo | Grupo |
199i T. rubrum Tinha cruris 1 a4 anos Tipo | Grupo |
199t T. rubrum Tinha corporis 1 a4 anos Tipo | Grupo |
200 T. rubrum Tinha corporis Menos de 1ano Tipo | Grupo |
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6. DISCUSSAO

Trichophyton rubrum é uma das principais espécies do grupo dos fungos dermatofitos,
com ampla distribuicdo no mundo, estando principalmente associada a quadros clinicos de
evolugdo crbnica e recidivantes em individuos adultos. No presente estudo foram incluidos 55
isolados desta espécie, dos quais 64% foram obtidos de dermatofitoses com mais de 1 ano e
até mais de 20 anos de evolug&o.

Estes isolados foram obtidos principalmente de casos de tinea corporis e de tinea
cruris; o numero reduzido de isolados de tinea pedis e de tinea unguium neste estudo, a
despeito de serem os quadros clinicos mais associados ao T. rubrum, foi devido a grande
dificuldade no isolamento e purificacdo dos agentes dermatofitos dessas lesGes. Gupta et al.
(2000) demonstraram que o baixo indice de positividade neste exame, mesmo diante de uma
grande evidéncia clinica desta patologia, manteve-se ap0s duas ou trés repeticdes.

O procedimento de coleta da regido subungueal deve ser feita o mais préximo
possivel do limite entre a &rea afetada e a &rea sd, e muitas vezes isto ndo € possivel em
virtude do acUmulo de material provocado pela hiperceratose. Além disso, a proliferacdo de
contaminantes oportunistas de natureza bacteriana ou mesmo fungica na regido subungueal e
na regido dos pés, compromete a qualidade do espécime clinico para o exame de cultura.

A diferenciacdo especifica dos agentes dermatdfitos tem despertado crescente interesse
nos Ukimos anos e esforcos tém sido empregados na busca de métodos que permitam fazer a
diferenciacdo entre cepas de uma mesma espécie.

Esta discriminacdo pode fornecer informacfes de fundamental importancia para um
maior entendimento de diversas questdes ainda ndo elucidadas na inter-relacdo patdgeno-
hospedeiro, tais como para a definicdo dos casos de recidivas ou re-infecgdo pds-tratamento;

possibilidade de infec¢bes por mdltiplas cepas; sobre as vias de transmissdo; distribuicdo
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epidemioldgica; surgimento de surtos endémicos, e identificacdo de cepas resistentes a
terapéutica (JACKCSON et al.,, 2000; CISALPINOS ; TRAVASSOS, 2002; GRASER et al.,
2007; LEIBNER-CISZAK et al., 2010).

No entanto, apesar das dificuldades e limitacdes dos métodos classicos de
fenotipagem, o exame de cultura ainda é considerado o método padrdo-ouro para a
diferenciacdo dos dermatéfitos em nivel de espécie e de suas variedades. Isolados de T.
rubrum podem apresentar variagbes morfoldgicas e desenvolver-se com caracteristicas bem
diferentes do que se conhece como classico para esta espécie, especialmente em relacdo a
macromorfologia da colonia.

Neste estudo, isolados de T. rubrum foram submetidos & andlise dos fendtipos,
considerando-se diversos aspectos da macro e micromorfologia das coldnias, apds subcultivo
em meio agar batata dextrose contido em placa de Petri. Dos 55 isolados analisados, sete
fenétipos foram claramente diferenciados, descritos e classificados como do tipo | a VII.

A maioria dos isolados (72%) apresentaram o fendtipo I, no qual foram evidenciadas
as principais caracteristicas associadas a espécie T. rubrum, sendo as mesmas: colénias
brancas cotonosas; topografia plana ou discretamente sulcada, e liberagdo de um pigmento
difuso vermelho carmesim, 12% dos isolados foram incluidos no fendtipo I, apresentando
colbnias cotonosas com verso acastanhado no centro e amarelado na periferia, caracteristica
estas que podem ser confundidas com colénias de outras espécies de dermatofitos. Os demais
fendtipos observados foram menos freqlentes, representados por apenas 2 a 5% dos isolados.

Os fendtipos IV e V, apesar das diferengas em relacdo ao tipo I, também apresentaram
caracteristicas macromorfoldgicas que podem ser associadas ao T. rubrum. Os demais
fenotipos  descritos podem ser considerados, pelas caracteristicas macromorfologicas
apresentadas, variantes atipicas dessa espécie, e as suas coldnias s6 foram identificadas

considerando-se os critérios micromorfoldgicos, principalmente pela presenca de abundantes
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microconidios piriformes dispostos lateralmente ao longo das hifas. A esporulacdo abundante
encontrada nos isolados pertencentes a esses grupos, permitiram descartar a hipotese de que
0S mesmos estariam pleomorfisados, situacdo em que as coldnias produzem muitas hifas
estéreis e com freqlientes clamidosporos.

A diversidade morfoldgica observada em isolados de T. rubrum culminou, ha alguns
anos, na proposicdo de mudangas taxonomicas, com a inclusdo dos conceitos de “complexo T.
rubrum” ou de “variedades de T. rubrum” (GRASER et al., 2000).

Kaminski (2004), com base nas caracteristicas macro e micromorfoldgicas apos
subcultivos em seis diferentes meios de cultura, reconheceu apenas dois tipos de cepas: a do
tipo granular, por sua vez, subdividida em duas variedades (Rodainii e a Africana), e a do tipo
cotonosa, subdividida em seis variedades (“Y”, flava, “P”, melandide, hiperpigmentada, sem
cor e disgonica).

Os fendtipos classificados no presente estudo como do tipo | e do tipo Il, apresentaram
caracteristicas compativeis com aquelas atribuidas as variedades “TD” e “Y”,
respectivamente, também descritas como as mais prevalentes por outros autores (KAMINSKI,
2004; HERNANDEZ et al., 2007).

Em relacdo aos aspetos micromorfologicos, em geral, os estudos ndo relatam variacGes
importantes; apenas associam uma maior esporulacdo de microconidios e de macroconidios as
colénias de textura pulverulenta ou granulosa. Em nosso estudo este tipo de coldnia foi
revelado em um ndmero muito pequeno de isolados, ndo permitindo uma analise da
associacdo entre essas variaveis.

Nossos resultados ndo demonstraram qualquer correlacdo entre os diferentes fendtipos
observados e os dados clinicos e epidemiologicos dos pacientes. Hernandez et al. (2007) em
analise sobre as variantes morfolégicas de T. rubrum e a idade, género, fatores de risco e

aspectos clinicos das lesbes, também ndo evidenciaram correlacdo direta entre 0S mesmos.
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Apesar da importancia da identificacdo precisa das espécies dermatofiticas em rotina,
e também, da grande variabilidade encontrada nos aspectos morfologicos de suas colbnias,
sd0 escassos 0s estudos sobre a caracterizacdo fenotipica dessas espécies, e 0S poucos
trabalhos existentes, em geral, consideram poucos critérios, ou sdo realizados utilizando-se
diferentes meios de cultura, o que dificulta a comparacdo dos resultados.

Em relacdo ao estudo da variabilidade genética intraespecffica, as técnicas baseadas na
PCR sdo particularmente poderosas devido a facilidade de execucdo, rapidez, versatilidade e
sensibilidade. Muitos métodos tradicionais de clonagem, sequenciamento e andlise de
polimorfismo de DNA tém dado lugar as derivacdes da técnica de PCR, e uma destas
derivacbes é a tecnologia RAPD que envolve a amplificacdo simultinea de varios locos
anbnimos no genoma utilizando primers de sequéncia arbitraria (BAEZA et al, 2006;
SANTOS et al., 2010; HRYNCEWICZ-GWOZDZ et al., 2011).

Baeza et al. (2006) obtiveram resultados consistentes utilizando dois primers (1 e 6)
desenvolvidos pelos autores, os quais revelaram a variabilidade genética entre 67 isolados de
T. rubrum. Este estudo destacou-se como uma referéncia na aplicacdo da técnica do RAPD
para estudos da diversidade gendmica de T. rubrum e conseqlentemente, para a discriminagdo
entre cepas desta espécie em diferentes lugares do mundo.

Em nosso estudo, 38 isolados de T. rubrum foram submetidos a analise genotipica por
meio da técnica do RAPD, utilizando-se o primer 1 descrito por Baeza et al. (2006). A
genotipagem destes isolados revelou 10 perfis genéticos, os quais foram distribuidos em trés
grupos, classificados como I, Il e IlI.

Apesar do numero reduzido de isolados analisados, nossos resultados foram
compativeis com os obtidos por Baeza et al. (2006), considerando que os perfis obtidos foram
inseridos em trés diferentes grupos, sendo o grupo | o de maior representacdo (79% dos

isolados) com um indice de 85% de similaridade genética. No entanto, em nosso estudo,
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maior variabilidade foi encontrada entre os isolados inseridos no grupo Il (18% dos isolados),
0s quais revelaram um indice de similaridade de apenas 58%, e o grupo Il foi representado
por apenas 01 isolado, este pertencente a espécie T. violaceum.

Polimorfismos genéticos entre isolados de T. rubrum também tém sido relatados em
outros estudos mais recentes em que foram utilizandos os primers 1 e 6 de Baeza, reforcando
assim a importancia da técnica do RAPD como uma ferramenta promissora para a tipagem
molecular de fungos dermatofitos.

Santos et al. (2009) verificaram que ambos os primers foram capazes de diferenciar
cepas de T. rubrum e T. interdigitale. Os autores analisaram 86 isolados de casos de
onicomicose de T. rubrum no qual foram evidenciados 19 gendtipos, agrupados em dois
principais grupos geneéticos.

Yang et al. (2009) verificaram que essa metodologia revelou diferencas genotipicas
entre 0s isolados do Japdo e da China, e que os perfis de RAPD obtidos a partir da
amplificacdo com os primers 1 e 6 tiveram boa correlagio com os resultados obtidos pelo
sequenciamento daregido NTS.

Leibner-Ciszak et al. (2010) sugeriram a utilizacdo simultanea dessa metodologia do
RAPD e de uma nova técnica denominada de PCR-MP, para screening de isolados de T.
rubrum e T. interdigitale.

Nossos resultados ndo revelaram qualquer associacdo entre os diferentes gendtipos
com os fenotipos e os dados clinicos dos pacientes. Apesar do comprovado potencial da
técnica do RAPD para estudos da variabilidade genética de T. rubrum, este método, assim
como todas as outras teécnicas até hoje utilizadas ndo permitiram uma correlacdo entre o0s

diferentes gendtipos e os aspectos clinicos e epidemiologicos das dermatofitoses.
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7. CONCLUSOES

7.1 A partir dos estudos da macromorfologia de 55 isolados de T. rubrum foram evidenciadas
diferentes caracteristicas de colénias, as quais representaram 07 fenotipos.

7.2 O fenotipo predominante foi o do tipo | o qual apresentou as principais caracteristicas
associadas a espécie T. rubrum.

7.3 Ndo foram evidenciadas diferencas micromorfologicas associadas aos diferentes tipos de
colonias.

7.4 A analise dos isolados de T. rubrum pelo método de RAPD permitiu a discriminacdo de
10 perfis genotipicos distribuidos em trés grupos, sendo que, a maioria dos isolados pertenceu
a um mesmo grupo genético, o grupo I, com 85% de similaridade.

7.5 Menor indice de similaridade genética foi evidenciado em uma cepa de T. violaceum o
qual isoladamente representou o grupo Ill, novos estudos se fazem necessarios incluindo um
maior nimero de isolados desta espécie.

7.6 Nossos resultados ndo revelaram qualquer associacdo entre os diferentes gendtipos com 0s
fenotipos e os dados clinicos dos pacientes.

7.7 Apesar do comprovado potencial do RAPD para estudos da variabilidade genética de T.
rubrum, novos métodos que permitam fazer uma correlacdo entre os diferentes genotipos e 0s
aspectos clinicos e epidemiologicos das dermatofitoses ainda precisam ser avaliados ou

desenvolvidos.
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