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RESUMO

Os dermatoéfitos compreendem um grupo de fungos filamentosos de grande interesse na area
da saude, devido a sua capacidade de parasitar os tecidos queratinizados, como a pele, pélos e
unhas, e a sua ampla distribui¢do no mundo. Como conseqii€éncia desse parasitismo instala-se
um processo infeccioso de dermatofitose, a partir do qual pode ocorrer uma diversidade de
manifestagdes clinicas, acometendo pessoas de ambos os géneros e de todos os grupos etarios.
Os métodos laboratoriais para o diagnostico micoldgico nem sempre permitem uma clara
definicdo do agente em nivel de espécie. No presente estudo foram analisadas diferentes
estratégias para a extracdo de DNA e para a identificagdo molecular por PCR-RFLP das
principais espécies de dermatofitos. Duas regides alvo, a regido ITS/DNAr e o gene da
topoisomerase II foram analisadas, testando-se trés protocolos de PCR e trés enzimas de
restricdo (Ddel, Hinfl, Haelll). Na extracdo do DNA, o método de lise utilizando pérolas de
vidro e a separagdo do DNA com base no método de Gustincich (1991) demonstrou
importantes vantagens. Nossos resultados demonstraram que o gene da topoisomerase II ¢
uma regido alvo adequada para identificagdo das sete principais espécies de fungos
dermatoéfitos patogénicos, refor¢cando estudos anteriores, € apontaram para um novo protocolo
de RFLP-PCR, que se baseia em uma PCR desse gene utilizando o primer dPsD2, seguido da
digestao dos produtos obtidos com a enzima de restricao Haelll.

Palavras chaves: Dermatofitos, Extragdo de DNA, PCR-RFLP, Topoisomerase II.
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ABSTRACT

Dermatophytes comprise a group of filamentous fungi of great interest on public health
because of their ability to parasitize keratinized tissues, such as skin, hair and nails, and for
their wide distribution in the world. As a consequence of this parasitism, an infectious process
of dermatophytosis is established, from which a variety of clinical manifestations can occur,
affecting people of both genders and all age groups. Laboratory methods for mycological
diagnosis do not always allow a clear an especific definition of the agent. In this study,
different strategies for extraction of DNA, and molecular typing by PCR-RFLP, of seven
dermatophyte species were assessed. Two target regions: ITS/rDNA and the topoisomerase 11
gene were evaluated, by testing three PCR protocols and three restriction enzymes (Ddel,
Hinfl, Haelll). For the DNA extraction, the glass bead shaking technique for cell lysis,
followed by Gustincich (1991) based mehod for DNA separation, demonstrated more
advantages. Our results has demonstrated that the topoisomerase Il gene is a suitable target
region for identification of the seven major pathogenic dermatophyte fungal species,
reinforcing previous studies, and pointed to a new PCR-RFLP protocol, which is based on a
PCR of this gene using dPsD2 primer, followed by digestion of PCR products with Haelll
restriction enzyme.

Palavras chaves: Dermatophytes, DNA Extraction, PCR-RFLP, Topoisomerase II.
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1. INTRODUCAO

Os dermatofitos constituem um grupo restrito de fungos filamentosos
filogeneticamente relacionados e que compartilham vérias caracteristicas entre si, em
especial, nos aspectos morfologicos, bioquimicos e fisio-patologicos. Suas diferentes
espécies estdo inseridas em trés géneros: Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton,
havendo aproximadamente 25 espécies de interesse médico distribuidas em todo o mundo
(WEITZMAN; SUMMERBEL, 1995; LACAZ et al., 2002; GRASER et al, 2008)

Os dermatofitos destacam-se dos demais fungos patogénicos pela sua capacidade em
absorver nutrientes principalmente a partir de queratina, podendo assim parasitar os tecidos
superficiais queratinizados de homens e animais, causando as dermatofitoses ou “tinhas” (do
latim “tinea”). Estas infec¢des incluem diferentes entidades clinicas, acometendo criancas
desde os primeiros anos de vida e adultos de todas as idades, a partir do contato direto ou
indireto com o0s esporos ou propagulos fungicos existentes nos reservatorios naturais ou
hospedeiros primarios (KOWN CHUNG; BENNETT, 1991; LACAZ et al., 2002).

Em geral, as dermatofitoses sdo de elevada prevaléncia no mundo, principalmente nas
regides de clima tropical, constituindo-se em um problema de satide publica com importantes
implicagdes socio-econdmicas e clinicas. O tratamento dessas micoses ¢ feito a base de
antifingicos orais ou tdpicos, tem alto custo, € na maioria das vezes requer um periodo de
tempo consideravel para a obtencdo da cura, sendo que muitos individuos ndo apresentam
éxito no tratamento, em especial nos casos das dermatofitoses cronicas, causadas por
espécies de dermat6fitos antropofilicos (KANE et al., 1997; BIRREN, 2004; GRASER et al,
2008).

A distribuicdo das espécies dermatofiticas nas varias regides do mundo ¢

diversificada, podendo ser influenciada por varios fatores, tais como: fatores geograficos,
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climaticos, habitos da populagdo, dentre outros, e inclusive, com altera¢des ao longo dos anos
(KWON-CHUNG; BENNETT, 1992; TIETZ et al., 1995). No hospedeiro humano essas
espécies possuem afinidades diferenciadas pelas regides anatomicas do hospedeiro, podendo
estar mais associadas a determinados tipos clinicos de dermatofitoses. Na dependéncia do
agente etioldgico e de sua interacdo com o hospedeiro, algumas diferencas podem ainda ser
observadas em relacdo a evolugdo da infec¢ao, manifestagdes clinicas das lesdes e resposta a
terapéutica (KUSTARK, 1989; WAGNER; SOHNLE, 1995; ZAIAS; REBELL, 1996).

A identificacdo taxondmica dos agentes dermatofiticos em nivel de espécie tem,
portanto, grande importincia do ponto de vista epidemiolégico e clinico. Em rotina
laboratorial essa identificacdo ¢ realizada a partir do exame de cultura, no qual sdo realizados
os estudos da macro e micromorfologia da coldnia, e, quando necessario, provas bioquimicas
(SIDRIM; ROCHA, 2004; LACAZ et al., 2002).

Contudo, os métodos convencionais para a definicdo do agente etioldgico sdo
laboriosos, e muitas vezes ndo permitem um resultado conclusivo em virtude da variabilidade
ou, da instabilidade das caracteristicas fenotipicas dos isolados dermatofiticos, podendo
resultar no crescimento de colonias atipicas ou mesmo na perda da capacidade de
esporulacdo in vitro, gerando assim laudos incorretos ou até inviabilizando a identificagdo em
nivel de género e/ou espécie.

Além disso, o servigo de diagnostico micologico, incluindo coleta, processamento e a
analise dos espécimes clinicos, exige uma estrutura e equipe técnica especialmente
habilitada, e tempo de dedicagdo relativamente longo para esses procedimentos, motivo pelo
qual se deflagra a auséncia deste servico na maioria dos laboratérios em andlises clinicas,
sejam publicos ou privados.

Considerando as dificuldades no diagnostico convencional das dermatofitoses e, a

importancia da identificacdo do agente etiologico em nivel de espécie, o presente estudo teve
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como objetivo principal testar diferentes métodos para a extragdo de DNA de sete espécies de
fungos dermatofitos e, fazer a identificagdo molecular de isolados de pacientes com
dermatofitoses, com base na técnica de andlise de polimorfismos de fragmentos de restricao
de produtos amplificados pela PCR (RFLP-PCR). Para a otimiza¢do do método de RFLP-
PCR foram avaliados diferentes primers para as regides ITS do DNAr (ITS/DNAr) e do gene
da topoisomerase II, e a digestdo dos produtos amplificados utilizando as seguintes enzimas

de restri¢do: Ddel, Hinfl e Haelll.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Dermatofitos

A etimologia do termo dermatofito deriva de duas palavras gregas: dérma/depua, que
significa pele, e phyto/pvo, que significa planta (KOUTANTOS, 2006), arremetendo-nos aos
tempos antigos em que os fungos eram equivocadamente considerados membros primitivos
das plantas. Entretanto, apesar de inadequado e de ndo representar um taxon no sistema de
classificagdo fungica, o termo dermatoéfitos € ainda amplamente empregado para designar esse
grupo de fungos.

As infeccdes causadas pelos dermatédfitos sdo denominadas de dermatofitoses ou
“tinhas” e incluem diferentes entidades clinicas acometendo estritamente os tecidos
superficiais queratinizados de homens e animais, como o extrato corneo da epiderme, pélos e
unhas. O termo “tinhas” originou-se da expressdo em latim “tineas”, termo introduzido ainda
no primeiro século D.C por médicos pertencentes a escola de Galeno para referir lesdes do
couro cabeludo, incluindo a do tipo favosa, uma tinea inflamatéria do couro cabeludo que ja
havia sido descrita por Celsus e denominada de kerion celsi (KWON-CHUNG; BENNETT,
1992; ZAITZ et al., 1998; LACAZ et al., 2002).

A primeira descri¢do da origem fingica das dermatofitoses foi em 1837, quando
Robert Remak demonstrou estruturas fingicas em paciente com favus, infec¢do do couro
cabeludo hoje atribuido ao Trichophyton schoenleini (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992).
Entretanto, a despeito desses valiosos relatos da histéria da medicina, existem evidéncias
biblicas da existéncia milenar de lesdes cutaneas e do couro cabeludo, compativeis com as
formas clinicas das dermatofitoses. A exemplo disto, no capitulo 13 do livro de Levitico
escrito por Moisés aos sacerdotes da época, encontram-se descri¢cdes das caracteristicas e tipo
de evolucdo das lesdes de tinea, e recomendacdes para que se fizesse a distingdo das lesdes de

“lepra”, sendo que neste ultimo caso o individuo deveria ser mantido em total isolamento.
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Os avangos no conhecimento das dermatofitoses revestiram-se de fundamental
importancia para a consolidacdo de uma nova area do conhecimento, a “Micologia Médica”,
visto que estas foram as primeiras patologias de etiologia fingica a serem reconhecidas
acometendo o homem (AJELLO, 1977).

2.2 Taxonomia dos dermatofitos

A classificagdo taxonomica dos fungos dermatodfitos ndo estd totalmente consolidada,
tendo em vista as lacunas ainda existentes no conhecimento de algumas de suas caracteristicas
e ciclos de vida. Segundo Kushwaha; Guarro (2000), a organizacdo dos dados para a distingao
dos taxons destes fungos se constitui em uma tarefa dificil, pois requer informagdes tanto do
estado assexuado ou anamorfo, quanto do estado sexuado ou teleomorfo, sendo que, na
pratica clinica, as espécies implicadas nas dermatofitoses sdo todas anamorficas.

O estudo sistematico dos dermatofitos teve inicio com os estudos de Raymond
Sabouraud em 1910, renomado médico francés que publicou uma obra classica intitulada Les
teignes, que incluia os aspectos clinicos das tinhas e os aspectos morfologicos de fungos
dermatoéfitos isolados em meios de cultura. Com base nesses estudos, Sabouraud propods
quatro géneros para os dermatofitos: Achorion, Epidermophyton, Microsporum e
Trichophyton. Posteriormente, Emmons em 1934, com base nas caracteristicas morfologicas
dos conidios (esporos produzidos mediante reproducdo assexuada) eliminou o género
Achorion reconhecendo apenas os demais géneros, assim permanecendo até os dias atuais
(KWON-CHUNG; BENNETT, 1992; EVANS, 1998; LACAZ et al., 2002).

Estes géneros incluem varias espécies de interesse médico pertencentes a subdivisiao
Deuteromycotina (fungos mitosporicos), classe Hyphomycetes, ordem Hyphomycetales e
familia Hyphomycetacea (WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995; LACAZ et al., 2002). Deste

total, o género Trichophyton € o que possui 0 maior niimero de espécies seguido do género
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Microsporum, enquanto no género Epidermophyton apenas uma espécie foi descrita,

conforme ¢ demonstrado na tabela 1.

Tabela 1.

Géneros e espécies de dermatofitos

Microsporum Gruby 1843

M. audouinii Gruby 1843

M. canis Bodin 1902

M. equinum (Delacroix et Bodin) Guegue'n 1904

M. ferrugineum Ota 1921

M. fulvum Uriburu 1909

M. gallinae (Megnin) Grigorakis 1929

M. gypseum (Bodin) Guiart et Grigorakis 1928

M. nanum Fuentes 1956

M. persicolor (Sabouraud) Guiart et Grigorakis 1928

M. praecox Rivalier, ex Padhye, Ajello et McGinnis 1987
M. racemosum Borelli 1965

M. vanbreuseghemii Georg, Ajello, Friedman et Brinkman 1962
Trichophyton Malmsten 1845

T. concentricum Blanchard 1895

T. equinum (Matruchot et Dassonville) Gedoelst 1902

T. gourvilii Catanei 1933

T. kanei Summerbell 1989a

T. megninii Blanchard 1896

T. mentagrophytes (Robin) Blanchard 1896

T. raubitschekii Kane, Salkin, Weitzman, Smitka 1981a
T. rubrum (Castellani) Sabouraud 1911

T. schoenleinii (Lebert) Langeron et Milochevitch 1930
T. simii (Pinoy) Stockdale, Mackenzie et Austwick 1965
T. soudanense Joyeux 1912

T. tonsurans Malmsten 1845

T. verrucosum Bodin 1902

T. violaceum Bodin 1902

T. yaoundei Cochet et Doby Dubois 1957 (not validly published)
Epidermophyton Sabouraud 1907

E. floccosum (Harz) Langeron et Milochevitch 1930

Fonte: WEITZMAN; SUMMERBEL, 1995

A descoberta da fase sexuada ou estado teleomorfico de algumas espécies

dermatofiticas, provocou mudangas na sua taxonomia, sendo que, as espécies que tiveram a

sua fase sexuada reconhecida, passaram a ser consideradas como pertencentes a subdivisao

Ascomycotina. Este fato foi descrito primeiramente por Nannizzi em 1920, quando evidenciou

a formagao de cleistotécio no Microsporum gypseum, e esta forma sexuada foi denominada de

Gymnoascus gypseum (NANNIZZI, 1920 APPUD NEGRONI, 2010).
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A descoberta de Nannizzi, no entanto, foi reconhecida apenas em 1960 quando Griffin
confirmou a existéncia da fase sexual do género Microsporum, e em homenagem a este criou
o género Nannizia. Em 1959, Dawson e Gentles descobriram o estado perfeito de
Trichophyton ajelloi ao qual foi dado o nome de Arthroderma uncinatum, criando assim um
novo género para os dermatéfitos. (DAWSON; GENTLES, 1959 APUD NEGRONI, 2010).

Entretanto, estudos morfologicos mais detalhados ndo revelaram diferengas
significativas entre estes dois géneros, tendo sido entdo proposto por Weitzmam et al. em
1968, a permanéncia apenas do género Arthroderma. Assim, os teleomorfos dos dermatofitos
foram classificados dentro da familia Arthrodermataceae pertencente a ordem Onygenalis,
subdivisdo Ascomycotina (CURRAH, 1985).

2.3 Ecologia e Evolucao dos Dermatofitos

As espécies dermatofiticas diferenciam-se quanto ao seu habitat natural ou
reservatdrio primario, podendo ser classificadas como geofilicas, zoofilicas ou antropofilicas,
conforme estabelecido por Georg (1964). Esta classificacdo ecoldgica dos dermatofitos tem
importancia fundamental para um melhor entendimento da epidemiologia, taxonomia, e até
mesmo da evolugdo clinica e caracteristicas das lesdes dermatofiticas, as quais variam
consideravelmente dependendo da espécie envolvida e de sua inter-relagdo com o hospedeiro.
(KWON CHUNG; BENNETT, 1991; LACAZ et al., 2002).

Sao considerados dermatofitos geofilicos aqueles cujo habitat natural € o solo. Estas
espécies se utilizam de susbstratos queratinosos, tais como, cabelos, escamas de pele, unhas,
chifres, cascos, conchas e carapagas de insetos presentes no solo, 0os quais se constituem em
um reservatorio primario destes fungos (KANE et al.,1997; KUSHWAHA; GUARRO, 2000;
SIDRIM; ROCHA, 2004).

Estudos filogenéticos tém fortalecido a antiga hipdtese de que os dermatofitos

patogénicos foram originados a partir da evolucdo de ancestrais geofilicos ndo patogénicos.
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De acordo com alguns autores, a capacidade de determinados fungos geofilicos em decompor
queratina e, sua freqiiente associacdo com penas e pélos de animais em contato com o solo,
facilitaram a adaptagdo dos mesmos ao hospedeiro animal e humano, originando assim os
dermatoéfitos zoofilicos e antropofilicos (CHMEL, 1980; WEITZMAN; SUMMERBELL,
1995).

De acordo com Chabasse (2008) os dermatodfitos se destacam na Micologia Médica
por representarem um modelo interessante de evolugdo por meio do parasitismo. O autor
defende a existéncia de duas principais linhagens: uma formada por dermatofitos associados
ao solo, incluindo as espécies geofilicas classicas e, algumas zoofilicas que mantiveram a
possibilidade da reproducdo sexuada; e outra linhagem, formada por dermatofitos associados
estritamente ao parasitismo, incluindo algumas espécies zoofilicas e todas as antropofilicas,
estas ultimas, consideradas parasito-obrigatodrias.

Segundo este mesmo autor, algumas caracteristicas em comum refor¢am a
diferenciagdo dessas duas linhagens, destacando-se na linhagem associada ao solo, as
principais caracteristicas: estado teleomorfo e anamorfo; capacidade de degradar queratina,
com a presenga de o6rgdo de perfuragdo (teste de perfuracdo de pélo in vitro positivo); intensa
conidiogénese; osmotolerancia e produgdo de urease. Enquanto nas espécies dermatofiticas
ndo associadas ao solo, o estado teleomorfo ¢ inexistente; ndo hé 6rgdo de perfuragdo; nao
apresentam resisténcia a osmofilia, e as mesmas ndo sdo capazes de degradar a uréia
(CHABASSE, 2008).

A homologia encontrada em nivel genético entre alguns dermatofitos parasito-
obrigatdrios e dermatofitos geofilicos, sugere fortemente que os primeiros dermatofitos
existiram no solo antes de passarem a viver estritamente em parasitismo (RIPPON, 1988).

De acordo com Weitzman; Summerbell (1995), a adaptacdo evolucionaria de algumas

espécies dermatofiticas ao hospedeiro humano e animal ocasionou a perda total de certas
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caracteristicas geofilicas, tais como, abundancia conidial e de estruturas ornamentais,
osmotolerancia, processo de conjugacao heterotalica, dentre outras.

Gokulshankar et al. (2010), em estudo recente sobre a atividade de proteases durante o
processo de esporulagdo fingica, observaram menor atividade enzimatica de isolados de
dermatoéfitos antropofilicos, em relagdo ao M. gypseum e M. canis, e presumiram que isto
também poderia estar relacionado com a adaptacdo evolutiva em determinadas espécies.
Contudo, segundo os autores, estudos mais detalhados da atividade de diferentes proteases
tais como queratinase, eclastase, dentre outras, nos diferentes grupos ecologicos de
dermatofitos, sdo necessarios para um melhor entendimento da evolugdo dessas espécies
antropofilicas.

Ocasionalmente os dermatofitos geofilicos acometem animais e homens a partir do
contato direto ou indireto com o solo contaminado. Os animais domésticos podem ainda ser
hospedeiros intermediarios e servir de veiculo de transmissdo destas espécies para o homem
(MACURA; 1993; SPIEWAK, 1998).

As espécies geofilicas incluem o Microsporum amazonicum, M. cookei, M. fulvum, M.
gypseum, M. nanum, M. praecox, M. racemosum, Trichophyton ajelloi, T. phaseoliforme ¢ T.
terrestre. Dentre estas o M. gypseum se destaca como a espécie geofilica mais freqlientemente
isolada na maioria das regides do mundo. Esta espécie estd, principalmente, implicada em
casos de dermatofitoses em criancas, acometendo a pele glabra e couro cabeludo, neste
ultimo, causando parasitismo em pélos do tipo ectotrix. Também pode ser isolada de
individuos adultos causando, principalmente, tinea corporis e mais raramente tinea unguium
(WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995; SPIEWAK, 1998; HAVLICKOVA et al.; 2008).

As espécies zoofilicas por sua vez, estdo associadas aos animais e ocasionalmente
infectam humanos. A incidéncia destas espécies em humanos depende de uma série de

fatores, tais como: o estilo de vida do individuo (contato direto ou indireto com animais); a
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distribuicdo geografica dos fungos zoofilicos e de sua preferéncia pelos hospedeiros animais;
a possibilidade de transmissdo de um individuo para outro, dentre outros fatores (MARY,
1972; SPIEWAK, 1998).

Pertencem ao grupo dos dermatofitos zoofilicos: Microsporum canis; M. gallinae; M.
persicolor; M. nanum; M. equinum,; Trichophyton erinacei; T. mentagrophytes var
mentagrophytes (granulosum); T. simii; T. verrucosum, e T. equinum (WEITZMAN;
SUMMERBELL, 1995; GRASER; SUMMERBELL, 2008). Destes, o M. canis destaca-se
como a espécie de maior incidéncia em cdes e gatos no mundo inteiro sendo também um dos
mais isolados de humanos dentre os zoofilicos. Esta espécie ¢ comumente agente de tinea
capitis em criangas. Outra importante espécie € o Trichophyton mentagrophytes var
mentagrophytes, geralmente associada a diferentes quadros de dermatofitoses em adultos, tais
como tinea pedis, tinea corporis ¢ tinea cruris (CHMEL, 1980; BRILHANTE, 2004;
GINTER-HANSELMAYER et al., 2007).

Em relagdo aos dermatofitos antropofilicos, os mesmos sdo amplamente distribuidos
no mundo, sendo isolados mais comumente de individuos adultos. Neste grupo destacam-se
as espécies pertencentes ao género Trichophyton tais como Trichophyton rubrum, T.
mentagrophytes var interdigitales, T. tonsurans, T. violaceum e, o Epidermophyton
floccosum. Outras espécies como Microsporum audounii, M. ferrugineum, T. concentricum e
T. schoenleinii tém ocorréncia mais limitada (HAVLICKOVA, et al., 2008; MARTO et al.,
2010).

2.4 Patogenia

A estrutura fisica e quimica da pele representa a maior barreira de defesa do
hospedeiro contra fungos patogénicos. A pele, em geral, ¢ uma superficie indspita para o
crescimento fungico, em virtude da exposi¢do dos raios UV, da constante renovacdo das

células epiteliais pela queratinizacdo, bem como, pela competicdo da propria microbiota
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contra os demais microrganismos invasores. Além disso, a epiderme constitui um sistema de
defesa, que envolve populacdes de células, como os queratindcitos e células de Langerhans,
que podem exercer fungdes efetoras nas reagdes imunoldgicas cutaneas contra as infecgdes
superficiais (WAGNER; SOHNLE, 1995; ABBAS, et al., 2008).

Entretanto, os dermatoéfitos tém a capacidade de invadir o estrato corneo ou estruturas
queratinizadas derivadas da epiderme causando lesdes superficiais na pele, pélos e unhas. Os
mecanismos envolvidos na patogé€nese das dermatofitoses, contudo, ainda ndo estdo
elucidados, e, a despeito de um ntimero consideravel de estudos ja realizados, pouco se sabe a
respeito dos eventos subseqiientes a inoculacdo dos propagulos fingicos na pele, bem como
dos fatores moduladores desses eventos.

De acordo com Viani et al. (2001), a instalagdo do processo infeccioso primdrio
classico estd relacionada, principalmente, as enzimas produzidas pelo dermatodfito e, em
segundo plano, a for¢as mecanicas. Em estudos da atividade enzimatica de cepas de M. canis,
incluindo queratinases, lipases, elastases e DNAses, os autores demonstraram que a enzima
queratinase esta diretamente correlacionada com o desenvolvimento dos sintomas das lesdes
dermatofiticas, ndo sendo observada tal situagdo com as outras enzimas.

Os artroconidios dos dermatofitos sdo responsaveis pela propagacdo das espécies no
ambiente, dada a sua resisténcia as diferentes condigdes ambientais, e, constituem-se nas
principais estruturas infectantes. A aderéncia desses esporos e a invasdo fungica no estrato
corneo humano tem sido alvo de diferentes estudos (FUJITA et al., 1993; DUEK et al., 2004;
TABART et al.,, 2007), contudo, a falta de padronizagdo dos métodos e dos modelos
experimentais, dificulta a obtencdo de resultados conclusivos a respeito da cinética desses
eventos na infec¢do dermatofitica.

A exemplo, Duek et al., (2004), a partir da inoculagdo ex vivo de esporos de T.

mentagrophytes no extrato corneo, observaram, apds analises por microscopia eletronica, uma
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ténue aderéncia entre os esporos e o estrato corneo apds doze horas de inoculacdo e a
germinagdo dos esporos em vinte e quatro horas, sendo que os tubos germinativos iniciais
ocorriam ainda no espago extracelular. A proliferagdo e invasdo de hifas fingicas na camada
cornea foram observadas em aproximadamente trés dias. Tabart et al.(2007), em outro modelo
experimental utilizando epiderme reconstruida de felino, verificaram que a aderéncia
comecava em duas horas e mantinha-se crescente por seis horas.

De acordo com Simpanya (2000), na infeccdo dermatofitica essa alteracdo
morfoldgica dos conidios para a formagdo de hifas pressupde uma expressdo aumentada de
proteinas permitindo a adaptacdo do dermatofito e o inicio da infec¢do no hospedeiro.

Notavelmente as espécies dermatofiticas apresentam grande especificidade quanto a
sua capacidade invasora, sendo que, apenas algumas sdo capazes de invadir pélos e unhas,
enquanto todas podem invadir o estrato corneo da epiderme. Na pratica clinica ¢ possivel
ainda observar, predilegdoes diferenciadas de algumas espécies pelos sitios anatdmicos do
hospedeiro e também, diferentes padrdes de manifestacdo clinica, sendo algumas mais
virulentas do que outras. As razdes para estas especificidades sdo ainda desconhecidas, mas
alguns autores acreditam que isto pode estar relacionado as exigéncias nutricionais especificas
e, a capacidade de producdo enzimadtica de cada espécie. (APODACA; MCKERROW, 1998;
ABDEL-RAHMAN, 2002; GOKULSHANKAR et al., 2010).

Contudo, varios outros fatores envolvidos nessa interagdo patdgeno-hospedeiro, e
conseqiientemente, na diversidade encontrada nas manifestacdes clinicas das dermatofitoses
devem ser considerados, tais como, o efeito da temperatura do hospedeiro; a secrecdo de
acidos graxos insaturados de cadeia longa, pelas glandulas sebaceas, os quais podem exercer
uma acdo fungicida ou fungistatica; a acdo de inibidores de proteases fungicas, e em especial,
aos fatores imunologicos no hospedeiro (DEI CAS; VERNES, 1986; EL-NAGHY et al.,

1992; SIMPANYA, 2000; WOODFOLK, 2005).
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A imunidade humoral e celular deve exercer um importante papel na evolugdo das
diferentes formas clinicas da doencga. As células Thl apresentam um efeito imunologico
celular, enquanto que as células Th2 promovem uma resposta predominantemente humoral,
inclusive com a produg¢do de anticorpos da classe IgE, favorecendo a diferenciacdo e ativagao
de eosinofilos, mas suprimindo a imunidade mediada por células (JONES, 1980; WAGNER;
SOHNLE,1995; BETTELLI et al., 2006).

Estudos demonstram que muitos pacientes com dermatofitose cronica causada por 7.
rubrum apresentam uma resposta imune celular (tipo Thl) deprimida no teste intradérmico
com o antigeno de Trichophyton (tricofitina), evidenciando que esta espécie consegue evadir
ou causar uma supressao da resposta imune mediada por células (VILANI-MORENO et al.,
1999; ELEWSKI et al., 2002).

Segundo Woodfolk (2005), com base na associacdo com a dermatofitose aguda e
cronica, a resposta imune do tipo Thl, parece conferir protecdo, enquanto a resposta imune
humoral (tipo Th2), ndo. A diferenciagdo das células TCD4 em Thl ou Th2 interfere na
natureza da doenga e estd sob a regulagdo de diferentes mecanismos, e, conforme o autor, a
defini¢do desses mecanismos imunologicos que direcionam a resposta para um dos pdlos Thl
ou Th2, sdo prioridades para o entendimento da interagdo dermatéfito-hospedeiro.

2.5 Epidemiologia das dermatofitoses

A ampla distribuicdo e a elevada prevaléncia das dermatofitoses, desperta grande
interesse no que concerne a epidemiologia dessas micoses, especialmente pelo fato de
existirem diferencas em relagdo a distribui¢do de seus agentes nas diversas regides do mundo.

Essas diferencas sdo decorrentes da influéncia de varios fatores, tais como as
condi¢des climaticas, geograficas, habitos da populacdo, condigdes soOcio-econdmicas e
culturais, dentre outros fatores. Além disso, mudancgas tém sido observadas ao longo dos anos,

no espectro de distribui¢do das espécies dermatofiticas em diferentes paises, com a
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diminui¢do e até mesmo a erradicagdo de alguns agentes, e aumento na freqiiéncia de outros
(SVEJGAARD, 1995; TIETZ et al., 1995; HAVLICKOVA, 2008; FULLER, 2009).

Seebacher et al. (2008), em uma revisao atualizada da literatura cientifica a respeito da
epidemiologia das infec¢des dermatofiticas, encontrou um grande numero de publicagdes
sobre o tema nas ultimas décadas, e isto tem contribuido significativamente para um maior
conhecimento sobre a distribui¢do dos dermatofitos e das dermatofitoses no mundo, bem
como das mudangas ocorridas no decorrer do século passado em varios paises.

De acordo com estes autores, nos ultimos 70 anos o espectro dos dermatofitos tem
sofridlo mudancas. Antes da segunda guerra mundial, Microsporum audouinii e
Epidermophyton floccosum eram os mais isolados, nos ultimos 50 anos porém, o 7. rubrum
tem tido gradativamente maior prevaléncia seguido do 7. mentagrophytes. Este perfil tem sido
também comum na Europa do norte e central, e nos paises Arabes, estando principalmente
associado a maior prevaléncia de 7. pedis. Em contraste, no sul da Europa, especialmente nos
paises mediterraneos, a incidéncia de infecgcdes causadas por M. canis tem aumentado
consideravelmente nos ultimos anos, acometendo especialmente criangas.

No Brasil, alguns autores tém relatado mudancas no perfil epidemioldgico e etioldgico
das dermatofitoses, que podem ser explicadas com base nas diferentes condi¢des
geoclimaticas e sociais de cada regido, e também devido as constantes correntes migratdrias
no pais. No entanto, a maioria dos estudos aponta para a predominincia das espécies de
fungos antropofilicos em individuos adultos, destacando-se especialmente o 7. rubrum (REIS
et al., 1992; MEZZARI, 1998; RUIZ; ZAITZ, 2001; COSTA et al., 2002; ARAUJO et al.,
2003).

Particularmente as regides tropicais oferecem clima e condigdes naturais propicias
para o desenvolvimento e proliferagdo dos dermatofitos, assim como para a maioria dos

fungos patogénicos (REIS et al., 1992; MEZZARI, 1998; RUIZ; ZAITZ, 2001).
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A despeito disto, no Brasil em especial na regido Norte, os estudos epidemiologicos
com dados representativos sdo ainda escassos. Frota et al. (2005) em um estudo incluindo
1.215 individuos adultos com suspeita de dermatofitoses atendidos em um servigo de
dermatologia tropical na cidade de Manaus, no periodo de 2000 a 2004, verificaram a
predominancia das espécies antropofilicas, sendo o Trichophyton rubrum a espécie mais
isolada, correspondendo a 51,1% dos casos. As principais manifesta¢des clinicas encontradas
foram: tinea unguium, tinea corporis, tinea pedis e tinea cruris, e as dermatofitoses com
evolucdo do tipo crénico representaram neste estudo 72,4% dos casos (dados ainda ndo
publicados).

2.6 Aspectos Clinicos das Dermatofitoses

As formas clinicas das tinhas ou dermatofitoses sdo representadas pelas manifestagdes
patologicas, recebendo denominagdes de acordo com as regides afetadas. A classificacdo
adotada pela maioria dos dermatologistas, geralmente usa o termo “tinea” seguido da
descrigdo em latim do local anatomico afetado, assim, as dermatofitoses estdo classificadas
como: tinea capitis, tinea corporis, tinea cruris, tinea pedis, tinea unguium, tinea barbae,
tinea faciei e tinea manuum (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992; SIDRIM; ROCHA, 2004;
LACAZ et al., 2002 ).

As lesdes de tinha possuem grande variagdo na sua forma de apresentagdo, diferindo
em seu aspecto conforme a localizagdo anatdmica, as espécies envolvidas e a resposta
imunolégica do hospedeiro. O potencial patogénico dos dermatofitos depende de uma série de
fatores cutaneos e sistémicos, que por sua vez influenciam na resisténcia natural do
hospedeiro a estas infecgcdes. Desta forma, as dermatofitoses podem ser agudas ou cronicas,
inflamatoérias ou nao inflamatérias (KUSTARK, 1989; WAGNER; SOHNLE, 1995).

As formas agudas das dermatofitoses sdo causadas principalmente por espécies

zoofilicas e geofilicas, sendo geralmente infec¢des inflamatorias, bem delimitadas, de facil
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tratamento, e que conferem ao individuo certo grau de resisténcia a reinfeccdo. As
dermatofitoses de evolugdo cronica sdo na maioria das vezes causadas por espécies
antropofilicas, e se caracterizam por apresentarem lesdes de evolugdo lenta, menos
circunscritas que as agudas, e ndo inflamatérias. Os pacientes cronicamente infectados nao
respondem bem a terapia antifungica, e recidivas sdo muito comuns (GRAPPEL et al., 1974;
HAY, 1979; KUSTARK, 1989; CREMER et al., 1995; ZAIAS; REBELL,1996).

Na pratica clinica os dermatofitos nem sempre provocam exclusivamente lesdes
superficiais, podendo ocorrer casos de lesdes mais profundas, pustulosas ou granulomatosas,
conhecidas como “Kerion” (favo de mel), o “granuloma de Majocchi” (lesdes dérmicas) ou a
“foliculite abscedante de Hoffmann”, com lesdes hipodérmicas (LACAZ et al., 2002).

Em adi¢do, mecanismos imunoldgicos nas dermatofitoses, em especial nas causadas
por Trichophyton mentagrophytes, podem levar ao aparecimento de erupcdes cutaneas
secundarias, chamadas de reagdes de “ide”. Estas reagdes geralmente resultam em lesdes
vesiculares assépticas em um foco distante da infeccdo dermatofitica. Estas lesdes podem
ainda se apresentar na forma papular, eczematosa ou semelhantes ao eritema multiforme
(KOWN CHUNG; BENNETT, 1992; WAGNER; SOHNLE, 1995).

As tinhas dos pés (regido plantar e interdigitos) e das unhas dos pés, estdo entre as
formas clinicas mais comuns em adultos de todo o mundo. Estas infec¢des sdo geralmente de
evolucdo cronica, sendo o Trichophyton rubrum, o seu agente etiologico mais freqiiente,
seguido do Trichophyton mentagrophytes var. interdigitale e Epidermophyton floccosum
(CANTEROS et al., 1994; MIDGLEY et al., 1994; ZAIAS; REBELL, 1996).

Zaias; Rebell (1996), como resultado de varios anos de estudos sobre as
dermatofitoses cronicas, descreveram a “sindrome das dermatofitoses cronicas causadas por
Trichophyton rubrum”, que segundo os autores consiste de um conjunto de sinais clinicos que

ocorre apenas em hospedeiros suscetiveis (caracteristica provavelmente herdada por
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dominancia autossdmica). A infec¢do primdria, na maioria das vezes assintomatica e pouco
aparente, ocorre geralmente em regido plantar, havendo posteriormente, acometimento das
unhas dos pés (regido subungueal distal). Uma historia intermitente de tinea cruris também ¢é
muito comum nestes pacientes, e algumas vezes outras regides tornam-se infectadas, como a
regido palmar e unhas das maos.

A variabilidade encontrada na prevaléncia de determinadas formas clinicas das
dermatofitoses, tem levado varios autores a estudarem os possiveis fatores envolvidos neste
fendmeno. Entre estes fatores citam-se a idade, sexo e grupo étnico. Na populacdo infantil,
principalmente na faixa etaria de 5 a 10 anos, os problemas predominantes sdo as tinhas do
couro cabeludo, por sua vez, raras ou incomuns em jovens ¢ adultos. Com o passar dos anos
as tinhas dos pés e das unhas, bem como outras formas cronicas das dermatofitoses, tornam-se
cada vez mais freqlientes (ARENAS, 1991; ZIENICKE et al., 1991; ROGER et al., 1996;
SIDRIM; ROCHA, 2004).

Fatores cutaneos sao também importantes para o aparecimento das dermatofitoses nos
individuos; calor e umidade em algumas regides anatomicas predispdem o individuo a
desenvolver, tanto formas agudas como formas cronicas da infec¢do. O uso constante de
sapatos fechados, as areas de dobras do corpo, bem como o atrito nestas areas (interdigitos,
regides inguinal e submamarias), promovem as condi¢des ideais de temperatura e hidratagao,
para a instalacdo de uma infec¢do dermatofitica (WAGNER; SOHNLE, 1995; ZAITZ, 1998).
A presenca de lipidios fungistaticos no couro cabeludo de adultos foi associada ao raro
aparecimento de tinea capitis nos mesmos (ROTHMAN et al., 1947 apud KURSTARK,
1989).

O efeito de alguns hormonios esterdides foi objeto de estudo devido a capacidade

destes hormonios em inibir o crescimento de dermatoéfitos e de outros fungos, embora ainda
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ndo se tenha esclarecido o papel dos mesmos na biologia e patogénese das dermatofitoses
(CLEMONS et al., 1988).

A suscetibilidade as dermatofitoses, em especial as formas cronicas, tem sido ainda
associada a uma série de fatores sist€émicos ou condigdes clinicas. Em geral sdo patologias ou
procedimentos terapéuticos, envolvidos na diminuicdo da eficacia de certas fungdes
imunoloégicas. Apesar das controvérsias, uma variedade de estudos indica maior
suscetibilidade a estas infec¢des em individuos portadores de doengas como diabetes mellitus
(MAYSER, et al., 2004; FOSS et al., 2005; PIERARD;PIERARD-FRANCHIMONT, 2005),
atopia (JONES, 1980; WILSON et al., 1993), ictiose vulgaris (SHELLEY et al., 1989),
sindrome de cushing e lupus eritematoso sistémico (TRACUILO et al., 2003). Individuos
submetidos a tratamento prolongado com corticosterdides sdo também considerados mais
suscetiveis a estas infecgoes (ODOM, 1994).

As manifestacdes classicas das tinhas sdo popularmente denominadas de “impingem”,
e acometem as regides da pele glabra (tronco, membros inferiores e superiores, pescoco, face
e virilha), apresentando lesdes circulares eritemato-descamativas, delimitadas por bordos
elevados e pruriginosas. As variantes clinicas incluem lesdes com formacdo de péapulas ou
vesiculas, lesdes unicas, multiplas ou coalescentes, auséncia de bordos ou prurido, dentre
outras variantes. Nas regides palmar e plantar, incluindo os espagos interdigitais, em que se
observa maior queratinizagdo da pele, a descamagdo ¢ a principal manifestagdo clinica,
podendo estar associada a presenga de vesiculas, prurido, eritema e erup¢do superficial da
epiderme, dependendo da intensidade do processo inflamatério (KWON CHUNG; BENNET,

1992; WAGNER; SOHNLE, 1995; LACAZ et al., 2002).
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2.7 Diagnostico Laboratorial
2.7.1 Métodos Convencionais

O diagnoéstico laboratorial das dermatofitoses ¢ realizado a partir do exame
direto com KOH a 20% das escamas epidérmicas e pélos coletados por meio da raspagem
superficial das lesdes, e, do exame de cultura. O exame direto permite a visualizagdo
microscopica de estruturas fungicas no material parasitado, que sdo as hifas hialinas septadas
e ramificadas e de artrésporos (KANE et al., 1997; SIDRIM; ROCHA, 2004).

Este exame destaca-se pela maior rapidez e sensibilidade em relagdo ao exame de
cultura, porém nao permite a definicdo do agente fiingico, nem mesmo confirma que se trata
de fungo dermatoéfito, visto que, outros fungos filamentosos hialinos podem ser agentes
emergentes de dermatomicoses (micoses de pele e unhas causadas por fungos ndo
dermat6fitos) e, neste caso, produzem as mesmas estruturas no exame direto
(SUMMERBELL et al., 2005; BONTEMS et al., 2009).

O exame de cultura permite o isolamento e a identificagdo em nivel de espécie do
agente fungico, porém, apesar de sua especificidade ¢ um exame demorado, levando em
média 15 dias para a liberagdo do resultado, tem baixa sensibilidade e requer uma experiéncia
diferenciada do analista clinico para a identificagdo taxondmica do isolado fungico. Para a
diferenciag¢do das espécies ¢ fundamental considerar os aspectos macro e micromorfologicos
da coldnia, tais como, a cor, topografia, textura, presenga de pigmento difuso no meio de
cultura, tamanho, forma e arranjo dos macro e microconidios, caracteristicas das hifas,
ramificagdes, presenca de hifas espiraladas e clamidosporos. Outros recursos de fenotipagem
podem ser utilizados, incluindo provas nutricionais (vitaminas e aminoécidos), prova da
urease, perfuracao do pélo in vitro, dentre outros testes (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992;

LACAZ et al., 2002; SIDRIM, ROCHA, 2004).
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Contudo, diferentes fatores podem comprometer a qualidade e a resolutividade dos
exames convencionais para o diagnostico das dermatofitoses. Em alguns casos, como na tinea
unguium ¢ tinea pedis, a sensibilidade do exame de cultura pode ser de apenas 50% ou até
menos, sendo freqiientes os resultados falso-negativos e contaminagdes por agentes
bacterianos ou mesmo por fungos contaminantes (MOHANTY et al.,1999; SCHERER et al.,
2001). O uso de medicamentos pode também inibir o crescimento do agente dermatofito nos
meios de isolamento, o que ¢ comum em rotina devido ao problema da auto-medicagao.

Em adicdo, ainda que se obtenha sucesso no isolamento primario do dermatofito, sdo
comuns entre esses agentes as variagcdes fenotipicas de uma mesma espécie, e também, o
“pleomorfismo”, processo em que ha perda da capacidade de esporulacdo in vitro, resultando
em colonias macro e microscopicamente atipicas, o que também inviabiliza a sua
identificacdo taxonOmica. O crescimento no exame de cultura de fungos contaminantes
considerados agentes emergentes de dermatomicoses, também ndo possibilita uma certeza
quanto ao significado deste resultado (GUPTA et al., 2001; SUMMERBELL et al., 2005;
DOBROWOLSKA et al., 2006; BONTEMS et al., 2009).

Uma das maiores dificuldades no diagnéstico micoldgico pelos métodos
convencionais esta relacionada, principalmente, aos casos de onicomicose, haja vista a baixa
sensibilidade e especificidade do exame direto e de cultura. A etiologia das onicomicoses, na
pratica laboratorial, ¢ uma questdo de dificil defini¢do em virtude da freqiiéncia com que
outros fungos filamentosos ndo dermatofitos (FFND) té€m sido isolados, tais como Fusarium,
Scytalidium, Scopulariopsis, Aspergillus, dentre outros fungos contaminantes, os quais podem
ser os agentes primarios da infeccdo, ou agentes secundarios a um processo de dermatofitose,
ou ainda, apenas contaminantes casuais e transitorios (SUMMERBELL et al., 2005; BARAN

et al., 2006; BOTEMS et al., 2009)
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A correta definicdo do agente etiolégico nos casos de onicomicose e de outras
dermatofitoses de evolucdo crénica e recidivante é fundamental para a escolha da
melhor conduta terapéutica e acompanhamento clinico dos pacientes. Nesse contexto, 0s
métodos de tipagem molecular representam uma alternativa muito promissora para a
implantacdo de um sistema rapido e de alta sensibilidade e especificidade, que possa ser
empregado em rotina para o diagndstico laboratorial das dermatofitoses.

2.7.2 Métodos Moleculares

O advento da biologia molecular permitiu o desenvolvimento de técnicas altamente
sensiveis e especificas com ampla aplicabilidade, ndo somente na area do diagnostico, como
também na drea epidemioldgica, taxondmica, em estudos da diversidade genética de
populagdes, dentre outras.

Diferentes métodos de tipagem molecular tém sido utilizados nos ultimos anos
para revelar variabilidade em diferentes alvos da molécula do DNA, para a diferenciagdo
inter-especifica, e algumas vezes, até mesmo intra-especifica de determinados isolados
de fungos. No entanto, estes métodos variam consideravelmente quanto a habilidade de
detectar diferencas entre os isolados, facilidade de execucao, reprodutibilidade e custos.

Dentre os meétodos utilizados estdo: analise por seqlienciamento do DNA
mitocondrial (MOCHIZUKI et al., 2003; TAMBOR et al.,, 2006); amplificagdo randémica
do DNA polimorfico (RAPD) (LIU et al.,, 2000; BAEZA et al,, 2006; ); AP-PCR (LIU et al,,
1997); PCR fingerprintig (FAGGI et al, 2001; POUNDER et al, 2005); andlise por
seqiienciamento e de polimorfismos de fragmentos de restricdo (RFLP-PCR) dos genes
do DNAr e da regidao espacadora interna transcrita (ITS) (JACKSON et al, 1999;
MOCHIZUKI et al., 1999); sequenciamento de genes codificadores de proteinas, tais

como: quitina sintase (KANO et al.,, 1998; KANO et al; 2000) e superdxido dismutase
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(DENIS et al, 2000; FREALLE; 2007), e analise por RFLP-PCR do gene da topoisomerase
II (KANBE et al,, 2003; KAMIYA et al, 2004; GANLIN et al, 2005).

Os métodos que utilizam a rea¢do da PCR sdo particularmente promissores por causa
da sua facilidade de execugdo, especificidade e sensibilidade. Basicamente, polimorfismos
nos genes do DNAr e regido ITS, tém sido os principais alvos utilizados para a identificagdo
em nivel de espécies de isolados de dermatofitos, bem como de outros fungos de interesse
médico, tais como Candida, Aspergillus fumigatus e Fusarium sp, para fins de diagndstico ou
em estudos filogenéticos (RADFORD et al., 1998; IROBI et al., 1999; WU et al., 2009;
MONOD et al., 2006).

A regido do DNATr, como sdao chamados os genes que codificam o RNA ribossémico, ¢
a regido mais conservada no genoma com possibilidades de divergéncias filogenéticas. O
gene total contém uma pequena subunidade 18S e 5,8S, e uma larga subunidade 28S. Os
mesmos estdo organizados como familias de genes em tandem, onde cada unidade repetida
contém uma unidade de transcrigdo do RNAr, bem como uma regido espagadora intergénica
(IGS) que separa essas unidades de transcri¢do. A regido IGS de cada unidade repetida, por
sua vez, contem uma variedade de seqiiéncias em tandem, referidas como subrepetidas. Entre
os genes da subunidade 18S e 5.8S encontra-se a regido ITS I, e, entre 5.8S e a subunidade
larga 288, a regido ITS II, as quais também apresentam polimorfismos (WHITE et al., 1990;
IWEN et al., 2002).

Um método de RFLP-PCR tendo como alvo a regido ITS/DNAr foi otimizado por
Irobi et al. (1999) para a diferenciagdo de espécies de Candida. A regido alvo foi amplificada
utilizando os iniciadores ITS5 e NL4, resultando em um produto unico de cada espécie, o qual
foi posteriormente submetido a acdo das seguintes enzimas de restricao: Bfal, Haelll e Ddel.
Neste estudo, diferentes perfis de RFLP foram obtidos permitindo assim a identificagdo de

sete espécies de Candida.
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Jackson et al. (1999), a partir da hibridizagdo do DNA gendmico de isolados de T.
rubrum digerido com EcoRI, com sondas (método de Southern-Blotting) para a pequena
subunidade 18S e ITSs adjacentes, observaram que dois fragmentos se ligaram a sonda: um
pequeno de tamanho constante (3kb), e outro que variava de tamanho de acordo com o
numero de unidades repetitivas na regido espagadora ndo transcrita (NTS) (4,7 a 5,8kb). Os
autores utilizaram ainda a técnica de RFLP-PCR para a diferenciagdo de isolados de
dermat6fitos, com base na digestdo de produtos amplificados das regides ITS e 18S,
utilizando os iniciadores ITS1 e ITS4 e a enzima de restrigao Mval. Contudo, este sistema nao
possibilitou a discriminac¢do de taxons intimamente relacionados, incluindo as variedades de
T. mentagrophytes; e entre T. soudanese e T. rubrum.

Em outro trabalho, Jackson et al. (2000) observaram que a amplificagdo especifica da
regido NTS/DNAr em isolados de 7. rubrum identificou variagdes intra-especificas no
numero de copias de dois elementos sub-repetitivos, denominados pelos autores de TRS-1 e
TRS-2.

Gupta et al. (2001) no intuito de avaliar a variabilidade entre amostras seriadas de 7.
rubrum e T. mentagrophytes, isolados de pacientes com onicomicose em tratamento,
utilizaram o mesmo sistema de tipagem descrito por Jackson. Apesar de terem evidenciado
cinco perfis de RFLP nos pacientes estudados, ndo foi encontrada correlagdo entre um
gendtipo e um tipo de lesdo em particular, ou do surgimento de algum gendtipo diferente
durante o tratamento. Os autores refor¢aram a utilidade do método para revelar diferencas
interespecificas de 7. rubrum, T. mentagropytes e T. tonsurans.

No entanto, Baeza et al.(2006), com o proposito de verificar variabilidade intra-
especifica em isolados de 7. rubrum, obtiveram melhores resultados com a técnica de RAPD

ao utilizarem dois iniciadores desenvolvidos pelos autores (primer 1 e 6), comparando com o
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método descrito por Jackson et al. (2000) com base na PCR dos elementos repetitivos TRS-1
e TRS-2 da regido NTS/DNAr.

Em estudo recente, Bagyalakshmi et al. (2008) também destacaram a técnica de
RFLP-PCR como um método especifico e altamente sensivel para a detec¢do de dermatofitos
e para a diferenciacdo interespecifica, utilizando como alvo as regides 18SDNAr e ITS. Os
autores utilizaram uma PCR para a regido ITS2 a partir de DNA de espécimes clinicos
(raspados de lesdes), cujo produto de amplificacdo permitiu diferenciar dermatéfitos de outros
fungos nao dermatofitos.

Nesse mesmo estudo, DNAs genomicos de isolados de dermatofitos também foram
analisados, nos quais, a regido 18S foi amplificada utilizando os primers DHIR e DHIL para
a subunidade D2 do dominio hipervaridvel V4, especifica para dermatofitos. Ambos os
produtos de amplificacdo obtidos foram digeridos com a endonuclease Haelll, e os perfis de
RFLP permitiram a confirmacao das espécies 7. rubrum, M. gypseum e T. mentagrophytes e
dos fungos nao dermatofitos (BAGYALAKSHMI et al., 2008).

De Baere et al. (2010) também analisaram polimorfismos na regido ITS2 por RFLP-
PCR para a diferenciacdo de 95 isolados pertencentes aos géneros: Arthroderma,
Chrysosporum, Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton. Neste estudo os produtos da
PCR foram digeridos com a enzima BstUI (CG/CG), e os fragmentos de restricdo gerados
permitiram a diferenciagdo das espécies de Arthroderma, Chrysosporium e Epidermophyton,
entretanto, ndo foi possivel a distingdo entre as espécies do género Trichophyton.

Apo6s andlises na base de dados do GenBank (NCBI), Dobrowolska et al. (2006)
selecionaram trés enzimas de restri¢do para a digestdo de produtos amplificados das regides
ITS1; 5,8SDNAr e ITS2, sendo as mesmas: Hinfl; Hhal e Mvnl. As duas primeiras geraram
cinco perfis de RFLP espécie-especificos, enquanto que apds a digestdo com Mvnl, apenas

trés perfis género-especificos foram obtidos para os 30 isolados de dermatéfitos pertencentes
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a espécies: T. rubrum, T. mentagrophytes, T. verrucosum, E. floccosum e M. canis. Os autores
ressaltaram a superioridade da tipagem molecular dos fungos dermatéfios sobre os métodos
convencionais de fenotipagem, apdés a comparagdo dos resultados e confirmag¢do por
seqiienciamento das amostras quando resultados discrepantes eram obtidos.

Em outro estudo recente, Bontems et al. (2009) estabeleceram uma metodologia para
identificacdo de Trichophyton ¢ FFND por RFLP da regido 28S do DNAr amplificada
utilizando os primers LSU1 e LSU2 (330 — 332pb), a partir de amostras de raspados de unhas
de pacientes com onicomicose. Neste estudo, a digestdo dos amplicons com as enzimas Hinfl
e Rsal permitiu total diferenciacdo de isolados de Trichophyton sp. de FFND e Candida sp,
entretanto, isolados de Aspergillus sp. e T. mentagrophytes, bem como Fusarium sp. €
Candida sp. revelaram padrido de bandas idénticos. Enquanto que, a digestdo com Smal
permitiu a diferenciacdo entre Aspergillus do grupo flavus; e a digestdo com Aval, Eco4711l e
Smal distinguiu Fusarium de C. albicans e C. parapsilosis. De acordo com os autores, a
utilizagdo da técnica de RFLP-PCR em DNAs extraidos diretamente de espécimes clinicos
permitiu definir se o FFND isolado em cultura era de fato o agente infeccioso da onicomicose
e, discriminar a presenca de Trichophyton e de contaminantes transitorios.

Alguns autores tém demonstrado que a identificagdo com base na técnica de RFLP-
PCR, utilizando como alvo o gene da topoisomerase II, também pode ser uma ferramenta util
para a diferenciacdo de espécies de fungos dermatodfitos. Kamiya et al. (2004) obtiveram
perfis de RFLP especificos para as 06 espécies de dermatofitos, apds digestdo com a
endonuclease Hinfl de produtos amplificados por meio da PCR-Nested (nPCR), utilizando os
primers dPsD1 e dPsD2.

Ganlin et al. (2005) em um estudo semelhante, confirmaram a utilidade deste método,
sendo que além da Hinfl, outra enzima foi utilizada: Hincll, para a digestdo dos produtos

amplificados por nPCR. De acordo com os autores, o gene da topoisomerase, apesar de
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altamente conservado, permite a diferencia¢do de espécies com elevada similaridade.
Entretanto, entre as espécies 7. rubrum e T. violaceum, o perfil de RFLP obtido foi muito
semelhante, no qual 5 fragmentos de restrigdo foram gerados com as duas enzimas, com
diferenga em unico fragmento (de apenas 10pb aproximadamente).

A revisdo da literatura demonstra, portanto, um importante avango na aplicacdo das
técnicas moleculares para a identificagdo das espécies dos fungos dermatofitos, e a sua grande
vantagem em relacdo aos métodos convencionais, destacando-se a técnica de RFLP-PCR, pela
sua praticidade, rapidez e eficiéncia. Contudo, apesar da facilidade técnica na amplificacdo de
DNA por meio da PCR, bem como na obten¢do dos fragmentos de restricao e na interpretacao
dos resultados, ndo existe um consenso entre os autores acerca da padroniza¢ao das condigdes
técnicas em nenhuma das etapas de trabalho.

De acordo com a literatura cientifica no que se refere ao emprego da técnica de RFLP-
PCR para a tipagem molecular de fungos dermatofitos, sio muitas as variagdes metodologicas
encontradas nos estudos publicados nos ultimos anos, desde a forma de isolamento e
purificacdo dos acidos nucléicos, seja a partir de culturas ou de espécimes clinicos; escolha
das regides alvo; dos iniciadores da reagdo de amplificagdo, e das enzimas de restricdo. Além
disso, percebe-se que a maioria dos estudos publicados ndo teve grande abrangéncia, tendo
sido direcionada ou, demonstrando resolutividade apenas para uma tUnica espécie ou para
poucas espécies de dermatofitos.

E importante ainda considerar que o isolamento e a purificagio do DNA representam
uma etapa fundamental para a obtencdo de bons resultados nos protocolos de amplificacao,
porém, esta ndo se constitui uma tarefa facil quando se trata de extragdo de DNA de fungos,
devido a sua parede celular. Composta especialmente de quitina, a parede celular fingica tem
grande resisténcia a acdo das solugdes de lise geralmente empregadas nos protocolos de

extracdo (LOFFLER et al., 1997; MULLER et al., 1998). Algumas espécies dermatofiticas
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caracterizam-se inclusive, pela producdo de abundantes macroconidios de parede celular
espessa, tais como o Microsporum canis, M. gypseum e Epidermophyton floccosum, o que
dificulta mais ainda o processo de lise quimica e a obtengdo de DNA em quantidade e grau de
pureza satisfatoria.

Diante disto, diferentes métodos de extracdo de fungos filamentosos dermatofitos e
ndo dermatdfitos tém sido empregados, a maioria dos quais incluindo etapa inicial para a
ruptura mecanica da parede celular, tais como maceragdo em gral e pistilo, agitagdo vigorosa
com beads (granulos de vidro), incubagdo overnight com enzimas, uso de nitrogénio liquido,
dentre outras estratégias (LOFFLER et al., 1997; MULLER et al., 1998; WILLIAMSON et
al., 2000; SAMBROOK; RUSSEL, 2001; KARAKOUSIS et al., 2006). De acordo com
Manian et al. (2001) ndo existe um unico método adequado para a lise celular e extracao de
DNA de todos os fungos, devido as peculiaridades estruturais de cada espécie.

Assim, apesar do avanco obtido com o emprego da técnica de RFLP-PCR para a
genotipagem de dermatofitos, evidencia-se a necessidade de estudos que visem comparar
diferentes protocolos ou as principais variagdes metodoldgicas que tém se revelado mais
promissoras, no intuito de contribuir para a definicdo das melhores condi¢des para a tipagem
molecular desses fungos em rotina laboratorial, levando em consideragdo a aplicabilidade da
metodologia para a identificagdo das espécies mais freqiientemente isoladas na regido do
estudo, haja vista as diferengas epidemiologicas encontradas nas dermatofitoses em todo o

mundo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar diferentes metodologias para a extragdo de DNA e para a identificagdo
molecular de fungos dermatoéfitos com base na andlise de polimorfismo de fragmentos de
restricdo de produtos amplificados (PCR-RFLP).
3.2 Especificos
3.2.1 Analisar diferentes estratégias metodoldgicas para a lise da parede celular de
dermatofitos.
3.2.2 Testar e comparar o desempenho de diferentes métodos para a recuperagdo de DNA de
dermatofitos.
3.2.3 Avaliar diferentes regides alvo e enzimas de restricdo para a realizacdo da técnica de
RFLP-PCR para a diferenciacdo interespecifica de dermatofitos.
3.2.4 Identificar isolados de dermatdfitos pela técnica de PCR-RFLP aplicando os métodos
que apresentaram melhor desempenho nas etapas de lise, recuperagdo, amplificagdo e digestao
do DNA, e, comparar os resultados obtidos com os da identificagdo pelos métodos de
fenotipagem.
3.2.5 Avaliar a aplicabilidade do método de PCR-RFLP que apresentou o melhor
desempenho, para a identificacdo de dermatofitos diretamente de espécimes clinicos obtidos

de pacientes com lesdes dermatolodgicas.
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4. METODOLOGIA

4.1 Modelo de Estudo

Trata-se de um estudo descritivo e transversal, no qual foram avaliados diferentes
métodos para a extragdo de DNA, e tipagem molecular de fungos dermatofitos com base na
analise de polimorfismo de fragmentos de restricdo de produtos amplificados (RFLP-PCR).
Esta pesquisa foi desenvolvida na Fundagdo de Dermatologia Tropical e Venerologia
“Alfredo da Matta”- FUAM em colaboracdo com a Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas-
FCF/UFAM e o Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia — (INPA),
4.2 Universo de Estudo
4.2.1 Amostras

Foram utilizados 65 isolados de fungos dermatofitos, obtidos pelo projeto intitulado
“Polimorfismo dos genes de IL-10 e TNF-a em individuos com dermatofitoses” no periodo de
2009 a 2010. Os isolados fungicos foram coletados de individuos adultos na faixa etaria de 18
a 65 anos, e encontram-se preservados no Laboratorio de Micologia da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas-FCF/UFAM sob dois diferentes métodos de preservagdo: subcultivo em Agar
Batata Dextrose (BDA) armazenado em geladeira a 4°C, 4gua destilada estéril
(CASTELLANI, 1967).
4.2.2 Critérios de Elegibilidade

Foram incluidos os isolados fungicos que apresentarem viabilidade e pureza apos o
procedimento de reativacdo por meio de repique em meio de cultura BDA.
4.3 Informacdes Eticas

O projeto foi encaminhado ao Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo “Alfredo da
Matta”- FUAM (CEP-FUAM), para a devida apreciacdo e solicitacdo de dispensa do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) dos pacientes, uma vez que foram utilizados

no presente estudo, isolados fungicos subcultivados a partir de material bioldgico (raspado
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cutaneo) obtidos em pesquisa em andamento e ja aprovada pelo referido CEP sob o titulo
“Polimorfismo dos genes de IL-10 e TNF-o. em individuos com dermatofitose”
4.4 Detalhamento dos Procedimentos
4.4.1 Reativagdo dos isolados fungicos

Os isolados fungicos que se encontravam preservados em agua destilada esterilizada
foram reativados por meio do repique de um fragmento da coldnia em meio de cultura BDA
contido em tubo de ensaio e, posteriormente incubados em temperatura ambiente por um
periodo de 15 dias, para crescimento satisfatorio da colonia.
4.4.2 Caracterizagdo Fenotipica

A caracterizacdo fenotipica dos isolados fungicos foi feita a partir dos dados obtidos
nos estudos da macro e micromorfologia da colonia cultivada em BDA.
4.4.2.1 Estudo Macromorfolédgico

As amostras fingicas previamente repicadas foram subcultivadas em meio BDA
contido em placa de Petri e mantidas em temperatura ambiente, para o crescimento da
colonia gigante e estudo macromorfologico. Para a anélise macromorfoldgica das coldnias
foram considerados os seguintes critérios: taxa de crescimento, a partir da medicao didria do
didmetro da colonia; cor do verso e anverso, textura do micélio vegetativo, topografia do
verso e anverso e presenca de pigmento difuso no meio de cultura. LACAZ, et al (2002).
4.4.2.2 Estudo Micromorfologico

Para esta etapa o isolado fungico foi cultivado entre ld&mina e laminula conforme a
técnica de microcultivo descrita por Ridell (RIDELL, apud SIDRIM; ROCHA, 2004). Apos
o periodo 6timo de crescimento as laminas foram preparadas e analisadas utilizando
microscopio optico (NIKON mod. Eclipse-E200) em aumento de 100 e 400x. Para a analise

micromorfolégica foram consideradas as caracteristicas das hifas primarias e suas
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ramificagdes; a presenca e disposi¢do dos macroconidios, microconidios, hifas espiraladas e
clamidoconidios; espessura da parede celular dos macroconidios e nlimero de septagdes.
4.4.3 Caracterizagao Genotipica

Para os ensaios moleculares, sete linhagens pertencentes a colecdo de fungos do
laboratorios de Micologia da Fundagdo de Dermatologia Tropical “Alfredo da Matta” na
cidade de Manaus-AM, foram utilizadas, sendo estas: 7. mentagrophytes (FUAM-TM165),
T. rubrum (FUAM-TRO007), T. violaceum (FUAM-TV046), T. tonsurans (FUAM-TTO086),
M. canis (FUAM-MCO084), M. gypseum (FUAM-MGO082) e E. floccosum (FUAM-EF197), as
quais foram utilizadas como padrdes. A identidade destas linhagens foi validada por
sequenciamento da regido ITS1 do DNAr (Makimura et al. 1998), utilizando o analisador
automatico ABI 3130 Genetic Analyser (Applied Biosystems) e comparagdo ao Banco Gene
Bank .

Apbs o sequenciamento, estas linhagens foram utilizadas como padrdes para a
realizacdo dos ensaios para avaliacdo dos métodos de lise da parede celular, de separa¢ao do
DNA genomico e de genotipagem por RFLP-PCR.

Para a realizacdo dos ensaios, as cepas foram repicadas em meios de cultura BDA
contidos em tubos de ensaio e incubadas em temperatura ambiente, durante um periodo de
quatro a sete dias, tempo suficiente para a obten¢do de uma colonia de aproximadamente 1cm
de didmetro. Uma por¢do da colonia com peso aproximado de 100 mg de micélio foi
transferida para um microtubo de polipropileno com capacidade para 2 mL.
4.4.3.1 Avaliagdo dos métodos para a lise da parede celular fungica

Diferentes estratégias para a ruptura mecanica da parede celular fingica foram
avaliadas:

Lise 1) maceragao do micélio, com bastdao de vidro;

Lise 2) maceragdo do micélio congelado (-20°C), com bastdo de vidro;
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Lise 3) maceragdo do micélio congelado (-80°C), com bastdo de vidro;

Lise 4) maceragdo do micélio congelado em nitrogénio liquido, com bastao de vidro;

Lise 5) maceracdo do micélio congelado em nitrogénio liquido com bastdo de vidro e
digestdo enzimatica (proteinase K);

Lise 6) Agitacao do micélio com pérolas de vidro.

Nos métodos de lise descritos nos itens de 1 a 5, a maceragdo do micélio foi realizada
no proprio microtubo com o auxilio de um bastdo de vidro de Smm de didmetro, durante 1
min., sendo em seguida adicionados 500ul. de solugdo de lise (Tri-HCl 150mM, NaCl 2M,
DTAB 12%, EDTA 30mM). No método de lise 6 a agitagdo do micélio com pérolas de vidro
(0,1 a 0,5mm de didmetro) (Lise 6) foi realizada com a solugdo de lise utilizando um agitador
tipo vortex em alta rotagdo por 15 segundos. Posteriormente, os micélios foram incubados
por 15min a 75°C.

Os diferentes métodos de lise da parede celular foram avaliados a partir da separacdo
do DNA utilizando o kit QIAamp Tissue (Qiagen, Germany), recomendado por Loffler et al.
(1997), e posteriormente, os DNAs obtidos foram submetidos a andlise espectrofotométrica
para quantificacdo e avaliagdo do grau de pureza.
4.4.3.2 Avaliacdo dos métodos de separagdo do DNA

Uma vez definidas as melhores condi¢des para a lise da parede celular, foi feita a
avaliacdo de trés diferentes métodos para a separacdo do DNA, conforme abaixo:
1) Método de separagdo por coluna de silica. Foi utilizado o kit QIAamp Tissue (Qiagen,
Germany), seguindo as instrugdes do fabricante. O DNA foi eluido em 100 uL de tampao
TE.
2) Método segundo Del Sal et al. (1989). Neste protocolo o produto lisado foi incubado com
NaCl 0,5M durante 10 min a 65°C, posteriormente com CTAB (Sigma) 10% por 20 min, e

tratado com RNase A (Roche) por 1h. A separacdo foi realizada com igual volume de fenol-
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cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1). O DNA foi precipitado com 2 volumes de propanol
gelado por 20 min a -20°C, lavado e ressuspenso em 100uL de TE.
3) Método segundo Gustincich et al. (1991), compreendendo as seguintes etapas:
desproteinizagdo com cloroformio em igual volume; apds centrifugacdo por 5 min foi
adicionado ao sobrenadante ImL CTAB 0,5% para a precipitagdo do DNA, e em seguida foi
realizada nova centrifugacdo a 5 min e o pellet foi ressuspenso em 300 pL. de NaCl 1,2M.
Posteriormente o0 DNA foi precipitado em 750 mL de etanol absoluto gelado, e lavado 2x com
etanol a 70%. Apds a secagem do mesmo, o DNA foi diluido em tampao TE (100puL).
4.4.3.3 Avaliagdo da concentracdo, pureza e viabilidade para PCR do DNA obtido

A concentragdo do DNA gendmico foi verificada através de leitura em equipamento
UV/VISDrop ASP3700 Spectrophotometer (Advanced Technology & Industrial Co., LTD)
no comprimento de onda de 260 nm, observando que uma unidade de absorbancia
correspondeu a 50 pg/ml. Foram realizadas também leituras em comprimento de onda 280
nm, para determinacdo do grau de pureza do DNA, considerando a razdo 260/280.
4.4.3.4 Selecao de protocolo de PCR para PCR-RFLP

Foram avaliadas para amplificar o DNA das linhagens de dermatofitos, trés

metodologias de PCR previamente descritas, conforme o esquema abaixo:

Regido/Primer/Produto esperado Reagentes Ciclos

Regido ITS - Irobi et al. -Volume final: 25 pL, -Desnaturagdo inicial a 95°C por
-dNTPs: 200uM 5 min

ITS5: -MgCl,:1,5mM -35 ciclos: 95°C por 1 min; 55°C

5’GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’ -Primers: 0,5 uM (cada)  por I min e 72°C por 2min;

NL4: -Taq Polimerase: 2,5U -Extensdo final: 72°C por 10 min.

5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’ -DNA :50 ng

Produto: aproximadamente 1600 pb

Regido ITS - Jackson et al. -Volume final: 25 pL, -Desnaturagdo inicial a 95°C por
-dNTPs: 200uM 5 min

ITS1: -MgCl,:1,5mM -35 ciclos: 95°C por 1 min; 55°C

5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ -Primers: 0,5 uM (cada)  por I min e 72°C por 2min;

ITS4: -Taq Polimerase: 2,5U -Extensdo final: 72°C por 10 min.

5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ -DNA :50 ng

Produto: aproximadamente 700 pb
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Regi5ao ITS - Kamiya et al. -Volume final: 25 pL, -Desnaturagdo inicial a 94°C por
-dNTPs: 200uM 5 min

dDPF2: -MgCl,:1,5mM -45 ciclos: 94°C por 1 min; 63°C

5’-GTYTGGAAYAAYGGYCGYGGTAT -Primers: 0,5 uM(cada) por 1 min e 72°C por 2min;

TCC-3’ -Taq Polimerase: 2,5U -Extensdo final: 72°C por 10 min.

dDPR2: -DNA :50 ng

5’-RAAVCCGCGGAACCAKGGCTTCAT

KGG-3’

Produto: aproximadamente 2380 pb

4.4.3.5 Selecdo de enzima de restrigdo para PCR-RFLP

Os diferentes produtos de PCR foram digeridos separadamente com 8U de enzima de
restri¢do durante 03 horas a 37°C. Para a digestdo dos produtos amplificados foram testadas

separadamente trés enzimas de restricao: Ddel, Hinfl e Haelll.

4.4.3.6 Eletroforese

Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose a 1,5% acrescido de SYBR

Safe DNA Gel Stain (Invitrogen) sob luz UV.

4.4.3.7 Avaliagdo da reprodutibilidade, especificidade e sensibilidade da PCR- RFLP

O método que apresentou a melhor capacidade discriminatoria entre as sete espécies
analisadas foi posteriormente utilizado para a identificagdo de 75 isolados de dermatoéfitos, no
intuito de se avaliar a reprodutibilidade e a resolutividade do método. Para a avaliagdo da
sensibilidade da PCR, dilui¢des seriadas do DNA da cepa de Trichophyton rubrum (TRO07-
FUAM) foram submetidas a reagdo de amplificacdo e a analise por eletroforese em gel de

agarose a 1,5%.

4.5. Analise dos Resultados
Os testes para a avaliacdo dos métodos de lise e de separagdodo DNA fungico foram

realizados em triplicata, a partir do qual foi calculada a média, desvio padrdo e andlise
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ANOVA associada ao teste de Fischer. Os ensaios de amplificacdo e de digestdo do DNA
foram feitos em duplicata (quando necessario em triplicata), e os produtos obtidos foram
analisados em gel de agarose, no qual foram estimados o niimero e o tamanho dos fragmentos
gerados. Os perfis de RFLP obtidos dos isolados fungicos foram comparados com as

linhagens de referéncia.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de todos os ensaios realizados no presente trabalho, bem como a
discussdo dos mesmos, estdo demonstrados na forma de trés artigos, os quais serdo

submetidos para a devida publicagdo, conforme abaixo:

Artigo 1: Avaliacdo de metodologias para extragdo de DNA de fungos dermatofitos.

Periodico: Mycologia, ISSN:0027-5514; Clasificacdo Qualis: B1

Artigo 2: Avaliagao de diferentes protocolos para a identificacdo de espécies de dermatofitos
por PCR-RFLP.
Periodico: Journal of Clinical Mycrobiology ISSN:0095-1137; Classificacao Qualis: Al

Artigo 3: Aplicagcao de uma PCR-RFLP, que tem o gene da topoisomerase Il como alvo, para
a identificacdo de agentes de dermatofitoses em espécimes clinicos.

Periodico: Mycologia, ISNN:0027-5514; Classificagdo Qualis: Bl
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Resumo

Os dermatoéfitos compreendem um grupo de fungos filamentosos de grande interesse na area
da medicina humana e veterinaria, devido a sua capacidade de parasitar os tecidos
queratinizados, como a pele, pélos e unhas, e a sua ampla distribuicdo no mundo, podendo
acometer pessoas de ambos os géneros e de todos os grupos etarios. O diagnodstico
laboratorial pelos métodos convencionais baseia-se nas caracteristicas morfoldgicas do fungo
e ¢ considerado laborioso e falho. Diferentes métodos moleculares tém sido utilizados para a
identificacdo dos dermatoéfitos, sendo muitas as variacdes metodoldgicas, desde a etapa de
obtencdo do DNA, o que compromete a consolidagdo de um método padrao para a tipagem
molecular desses fungos. No presente estudo foram analisados diferentes estratégias
metodoldgicas de lise mecanica da parede celular e de recuperagdo do DNA para aplicacao
em reacdo de PCR. Considerando o rendimento e a qualidade do DNA obtido, ndo foram
observadas diferengas significativas entre as metodologias, entretanto o método de lise por
meio da agitacdo vigorosa do micélio com pérolas de vidro demonstrou grande vantagem
operacional, e 0 método de separacdo por sais utilizando CTAB, revelou-se uma alternativa
eficiente para substituir o método de separacdo em coluna de silica muito utilizado em kits
comerciais.

Palavras chaves: Dermatofitos, RFLP-PCR, Genotipagem.

Introduciao

Os dermatofitos constituem um grupo restrito de fungos filamentosos filogeneticamente
relacionados e que compartilham vdrias caracteristicas entre si, em especial, nos aspectos
morfoldgicos, bioquimicos e fisio-patologicos. Suas diferentes espécies estdo inseridas em
tré€s géneros: Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton. Destacam-se dos demais
fungos patogénicos pela sua capacidade em absorver nutrientes principalmente a partir de
queratina, podendo assim parasitar os tecidos superficiais queratinizados de homens e

animais, causando infec¢des cutineas denominadas de dermatofitoses ou “tineas”
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(Weitzman; Summerbel, 1995; Graser et al., 2008). As dermatofitoses tém distribuigao
universal com elevada prevaléncia na maioria das regides do mundo, constituindo-se em um
problema em satde publica. Manifestam-se com quadros clinicos variados, de evolucdo
aguda ou cronica, e acometem individuos de ambos os sexos e de todas as faixas etdrias
(Seebacher et al. 2008).

O diagnostico laboratorial das dermatofitoses ¢ realizado a partir do exame direto da
amostra bioldgica, apds o clareamento com a potassa, e, do exame de cultura, este tltimo
define o agente fungico em nivel de espécie com base nos estudos da macro e
micromorfologia da colonia, e, quando necessario, com o auxilio de provas bioquimicas
(Richardson, Warnock, 2003; Lacaz et al. 2002). No entanto, o processamento e analises dos
espécimes clinicos pelos métodos convencionais sdo considerados laboriosos; exigem uma
estrutura e equipe técnica especialmente habilitada; em muitos casos apresentam baixa
sensibilidade e especificidade, além do tempo relativamente longo até a liberagdo do laudo
final (Petrini; Von Roser, 2002). Diante disto, o advento da biologia molecular trouxe
inimeras perspectivas, no sentido do desenvolvimento de métodos rapidos, com alta
sensibilidade e especificidade, para aplicagao ndo somente na area do diagndstico, como
também na area epidemioldgica, taxondmica, estudos da diversidade genética de populacdes,
dentre outras aplicagdes (Iwen, et al .2002; Kawai, 2003).

Entretanto, no que diz respeito aos fungos, ¢ de fundamental importancia considerar
que a grande variabilidade morfologica encontrada entre as diferentes espécies pode interferir
na qualidade e no rendimento do DNA durante o processo de extragdo, etapa fundamental
para a obtengdo de bons resultados nos protocolos de amplificacdo do DNA. A parede celular
fingica, composta principalmente de quitina, ¢ um dos fatores que pode dificultar a extragao
devido a sua grande rigidez e resisténcia a agdo quimica das solugdes de lise geralmente

empregadas (Adams, 2004; Fredricks et al. 2005).



51

Diferentes protocolos para a extracdo de DNA de fungos filamentosos ou de leveduras
podem ser encontrados na literatura, os quais apresentam variantes metodoldgicas, tanto na
etapa de lise da parede celular como na etapa de recuperacdo ou purificagdo do DNA. A
maioria dos métodos de extragdo empregados para fungos, no geral, inclui uma etapa inicial
de ruptura mecanica da parede celular, tais como maceracdo do micélio em grau e pistilo,
agitacao vigorosa com pérolas de vidro, uso de nitrogénio liquido, choque térmico, sonicacao,
dentre outras estratégias (Muller et al. 1998; Van Burik et al. 1998; Williamson et al. 2000;
Sambrook ; Russel, 2001; Yamada et al. 2002; Karakousis et al. 2006).

Na etapa de recuperagdo do DNA da solucdo de lise, o uso de kits comerciais que
fazem a separacdo em coluna de silica, tem sido um dos recursos mais utilizados nos estudos
moleculares de fungos. Outras alternativas incluem protocolos cléssicos de separacdo por
polaridade utilizando fenol-cloroférmio-alcool isoamilico, e protocolos que se fundamentam
em precipitacdo idnica, como o que utiliza Brometo de cetiltrimetilamoénio (CTAB),
originalmente desenvolvidos para a extragdo de plantas (Weiland, 1997; Fredricks, et al.
2005).

Diante de tantas varidveis metodologicas e da falta de padronizagdo de métodos para a
obtencdo de DNA de fungos dermatofitos, torna-se dificil a escolha de um método de extragao
para a realizagdo de estudos moleculares dessas espécies. O presente estudo teve como
objetivo principal avaliar diferentes protocolos para a extragdo de DNA no intuito de propor
um protocolo simplificado que possa ser aplicado adequadamente em estudos de genotipagem
de espécies de fungos dermatodfitos. Assim, foram avaliadas 06 diferentes estratégias
metodoldgicas para a etapa de lise da parede celular, e 03 métodos de recuperacdo de DNA.
Materiais e Métodos
Linhagens: Para todos os ensaios, sete linhagens, pertencentes a cole¢ao de fungos do servico

de Micologia da Fundacdo de Dermatologia Tropical “Alfredo da Matta” na cidade de
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Manaus-AM, foram utilizadas: Trichophyton mentagrophytes (FUAM-TM165), T. rubrum
(FUAM-TRO07), T. violaceum (FUAM-TV046), T. tonsurans (FUAM-TT086), Microsporum
canis (FUAM-MCO084), M. gypseum (FUAM-MGO082) e Epidermorphyton floccosum
(FUAM-EF197). A identidade destas linhagens foi validada por sequenciamento da regido
ITS1 do DNAr (Makimura et al. 1999), utilizando o analisador automatico Seq3130 Genetic
Analyser (Applied Biosystem) .

Preparo das amostras para os testes de extracio de DNA: As linhagens foram repicadas
em meio agar batata com dextrose e mantidas em temperatura ambiente por um periodo entre
04 a 07 dias com a finalidade de se obter uma colonia de aproximadamente 1cm de didmetro.
Em seguida, 100mg de micélio de cada cultura foram transferidos para microtubos de 2,0 mL,
onde foram submetidos aos testes de extragao de DNA.

Avaliacdo da lise celular: Diferentes estratégias para a ruptura mecanica da parede celular
fingica foram avaliadas: Lise 1) maceragdo do micélio, com bastdo de vidro; Lise 2)
maceragdo do micélio congelado (-20°C), com bastio de vidro; Lise 3) maceragdo do micélio
congelado (-80°C) ), com bastdo de vidro; Lise 4) maceragdo do micélio congelado em
nitrogénio liquido, com bastdo de vidro; Lise 5) maceracdo do micélio congelado em
nitrogénio liquido com bastdo de vidro e digestdo enzimatica (proteinase K); Lise 6) Agitacao
do micélio com pérolas de vidro. A maceragdo do micélio foi realizada no proprio microtubo
com o auxilio de um bastdo de vidro de Smm de didmetro, durante 1 min., em seguida foram
adicionados 500ul de solucdo de lise (Tri-HCl 150mM, NaCl 2M, DTAB 12%, EDTA
30mM). A agitacdo do micélio com pérolas de vidro (0,1 a 0,5mm de didmetro) (Lise 6) foi
realizada com a solu¢do de lise utilizando um agitador tipo vortex em alta rotagdo. Os
micélios foram incubados por 15min a 75°C. Para a avaliagdo do desempenho dos diferentes

métodos de lise, o DNA foi recuperado da solugdo utilizando-se o kit QIAamp Tissue
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(Qiagen, Germany) conforme as instrugdes do fabricante, e submetido a analise
espectrofotométrica para avaliagdo da concentragdo de DNA e grau de pureza.

Métodos para a separacido do DNA: Foram testados 03 protocolos para a separagdo do
DNA da solucdo de lise, conforme segue: Protocolo 1- Método de separagdo por coluna de
silica. Foi utilizado o kit QlAamp Tissue (Qiagen, Germany), seguindo as instru¢des do
fabricante. O DNA foi ressuspenso em 100 pL de tampao TE. Protocolo 2 - Método segundo
Del Sal et al. (1989). Neste protocolo o produto lisado foi incubado com NaCl 0,5M durante
10 min a 65°C, posteriormente com CTAB (Sigma) 10% por 20 min, e tratado com RNase A
(Roche) por 1h. A separacdo foi realizada com igual volume de fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico (25:24:1). O DNA foi precipitado com 2 volumes de propanol gelado por 20 min a
-20°C, lavado e ressuspenso em 100uL de TE. Protocolo 3 - Método segundo Gustincich et
al. (1991), compreendendo as seguintes etapas: desproteinizacdo com cloroféormio em igual
volume e precipitagdo do DNA com CTAB 0,5%; em seguida foi realizada nova
centrifugacdo por 5 min e o pellet foi ressuspenso em 300 uL. de NaCl 1,2M; posteriormente o
DNA foi precipitado em 750 uL de etanol absoluto gelado, e lavado 2x com etanol a 70%.
Ap0s a secagem do mesmo, o0 DNA foi diluido em tampao 100uL TE.

Avaliacio da concentracdo, pureza e viabilidade para PCR do DNA obtido: A
concentragdo do DNA gendmico foi verificada através de leitura em equipamento
UV/VISDrop ASP3700 Spectrophotometer (Advanced Technology & Industrial Co., LTD)
no comprimento de onda de 260 nm, observando que uma unidade de absorbancia
correspondeu a 50 pg/ml. Foram realizadas também leituras em comprimento de onda 280
nm, para determinacdo do grau de pureza do DNA. Todos os testes de lise foram feitos em
triplicata e os testes de recuperacdo do DNA em duplicata. A partir dos resultados obtidos foi

calculado a média, desvio padrao e realizada a analise ANOVA associada ao teste de Fischer.
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Apo6s a definicdo das melhores condigdes para as etapas de lise e de recuperacao de
DNA das 07 espécies de dermatofitos, os DNAs assim obtidos foram submetidos a uma PCR
da regido ITS do DNAr utilizando os primers ITS1 e ITS4, conforme técnica descrita por
Jackson et al. (1999), no intuito de se verificar a presenca de alguma contaminagdo ou de
algum interferente na reacdo de PCR, e os produtos amplificados foram seqiienciados
utilizando o analisador automatico Seq3130 Genetic Analyser (Applied Biosystem).
Resultados
Os resultados referentes as concentracdes e graus de pureza dos DNAs obtidos com os
diferentes métodos de lise estdo representados nas tabelas 1 e 2, respectivamente. Os 06
métodos avaliados tiveram um desempenho satisfatorio considerando que, na maioria dos
testes obteve-se um rendimento acima de 20ng/uL e graus de pureza entre 1,7 e 2,0. Os
maiores rendimentos de DNA, acima de 40ng/uL, e os menores rendimentos, abaixo de
20ng/uL, ocorreram de forma aleatoria entre as 07 espécies com os diferentes métodos, a
excecdo do 7. rubrum, que ndo apresentou nenhum resultado abaixo de 29ng/uL. A
maceragdo do micélio no préprio microtubo utilizando-se um bastdo de vidro, empregada em
quase todos os métodos testados (com exce¢do do método 6), permitiu a obtencdo de
resultados satisfatorios na quebra da parede celular fungica, sendo portanto, uma alternativa
que pode substituir o uso de gral e pistilo, indicado por alguns autores (Karakousis et al.
2006). Contudo, neste tipo de manipulacdo, especialmente quando a amostra encontra-se sob
forte congelamento, ha o risco de que fragmentos sejam expelidos do microtubo. A agitagao
vigorosa do micélio com pérolas de vidro em solugdo de lise (método 6) apresentou mais
vantagens, por dispensar a etapa da macera¢do manual, a qual exige maior esforco e maior
tempo de trabalho do operador. Este método permitiu maior produtividade, menor risco de

contamina¢do da amostra e do operador, e mais rapidez na etapa de lise da parede celular
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fingica, tendo sido este, portanto, o método de escolha para a realiza¢do dos testes de lise da

parede celular.

Tabela 1. Médias das concentracdoes do DNA de sete espécies de
dermatoéfitos obtidas com diferentes métodos de lise da parede celular.

Concentracio do DNA (ng/pL)
Linhagens Lise 1 Lise 2 Lise 3 Lise 4 Lise 5 Lise 6
TR007 20447 57425 3546 43+17%¢ 33422 40+]
TV046 2141% 334127 23+10%  36+14° 33+18 29+19%
TT086 28477 41417 40+£15%° 2149%  20+19™ 16+6®
TM165 26127 204117 16+5° 14+10°  14+49° 38419
MC084 16£9°° 374137 24+0,7%° 16+7%° 12+7° 434327
MGO082  50+18% 38421 2946 294297 28+5% 25411 %°
EF197 1743 174147 35+25%° 71+41°¢ 1943° 2243 %

Tabela 2. Médias do grau de pureza do DNA de sete espécies de dermatdéfitos
obtidas com diferentes métodos de lise da parede celular.

Pureza do DNA (268/280)
Linhagens Lise 1 Lise 2 Lise 3 Lise 4 Lise 5 Lise 6

TROO7 1,9+0,3"  2,00+0,08" 1,7+0,5 1,7£0,1° 1,8+0,5" 1,8+0,1°
TV046 1,7+0,3" 1,7£0,2° 1,70£0,06" 1,70+0,01° 1,70+0,01° 1,80+0,01°
TTO086 1,8+0,4" 1,9+0,2° 1,9+0,1° 1,8+0,3" 1,70£0,07° 1,7+0,1*
T™M165 1,90£0,01" 1,9£0,2"°  2,0+0,2" 1,7£0,6" 1,70+0,14" 1,9+0,1°
MCO084 2,00+0,07* 1,9+0,1° 1,8+0,1° 1,7£0,1° 1,70£0,07° 2,0+0,1*
MGO082 2,00+0,01% 1,9+0,1* 1,7£0,1° 1,7£0,2° 1,8+0,1° 1,8+0,1°
EF197 1,7+0,2° 1,7£0,2° 1,9+£0,2" 1,80+0,07" 1,70+0,07" 1,8+0,1°

As médias destacadas com as mesmas letras ndo apresentaram diferencas significativas ao nivel de 95%,
aplicando-se ANOVA e Fisher.

Meétodo Lise 1- maceragdo do micélio, com bastdo de vidro;

Método Lise 2- maceragdo do micélio, congelado a -20°C, com bastéo de vidro;

Método Lise 3- maceragdo do micélio, congelado a -80°C, com bastéo de vidro;

Método Lise 4- maceragdo do micélio, congelado em nitrogénio liquido, com bastéo de vidro;

Meétodo Lise 5- maceragdo do micélio, congelado em nitrogénio liquido, com bastdo de vidro e

digestdo com proteinase K;

Meétodo Lise 6- maceragdo do micélio com pérolas de vidro em tampao de lise.

Em relagdo as andlises dos trés métodos para a separacdo do DNA, os resultados
referentes as concentragdes e graus de pureza, estdo demonstrados na tabela 3. Nao foram
observadas diferencas estatisticamente significantes entre os mesmos, os quais apresentaram,
na maioria dos testes realizados, rendimentos de DNA entre 20 e 40ng/uL (tabela 3) e grau de
pureza >1,7 (tabela 4). O protocolo 2, em comparagdo aos demais, foi o mais laborioso com

sete etapas de procedimento utilizando um maior niimero de reagentes. Neste método o tempo
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necessario para realizagdo da metodologia foi de 2 horas e 40 minutos. Vale ainda ressaltar, a
questdo da toxicidade da mistura fenol-cloroférmio-alcool isoamilico. Por sua vez, o
protocolo 3 em comparagdo ao método anterior apresentou maior simplicidade metodolégica,
com apenas cinco etapas de procedimentos, menor numero de reagentes, e o tempo total para
a finalizacdo foi de 1 hora.

Tabela 3. Médias das concentracoes do DNA de sete
espécies de dermatofitos obtidas com diferentes
métodos de recuperacio do DNA

Linhagens Concentraciio do DNA (ng/pL)
Separagdo 1 Separagdo 2 Separagdo 3

TR007 42+3° 27+4 % 34+18 %
TV046 2049 43+20° 27410
TT086 17+1 % 2549 % 22411 %
TM165 3742 % 3441 % 42+11°
MC084 35411 % 40424 269
MG082 30+7 2945 39+3
EF197 23+1 % 1843 % 13,5+0,7°

As médias destacadas com as mesmas letras ndo apresentaram diferencas
significativas ao nivel de 95%, aplicando-se ANOVA e Fisher.

Tabela 4. Médias do grau de pureza (Razio A260/280)
dos DNAs de sete espécies de dermatofitos obtidas com
diferentes métodos de recuperacio do DNA

Linhagens Pureza do DNA (268/280)

Separagdo 1 Separacdo 2 Separagdo 3

TR007 1,840,07°°  1,7£0,1 ™  1,8+0,07 ™
TV046 1,840,07%  1,7+0,07®°  1,7+0,07**
TT086 1,8+0,1%  1,740,1%  1,6+0,07°

TM165 2,0£0,07¢  1,740,1%  1,7+0,07%
MC084 1,940,1%  1,7£0,21%°  1,7+0,01 **
MG082 1,8+0,07%  1,6£0,14%®  1,8+0,07"
EF197 1,940,07%  1,740,07  1,8+0,4 %

As médias destacadas com as mesmas letras ndo apresentaram
diferencas significativas ao nivel de 95%, aplicando-se ANOVA e
Fisher.

O método de agitacdo do micélio em vortex com pérolas de vidro foi, portanto, a
melhor op¢do para a etapa de lise mecéanica da parede celular, e para a recuperagao do DNA, o
método segundo Gustincich et al. (1991). Os DNAs das 07 linhagens utilizadas nesse estudo,
obtidos por meio dessa metodologia de extragdo, foram submetidos a uma PCR da regido ITS

do DNA, utilizando os primers ITS1 e ITS4 (Figura 1). Foram obtidos produtos de PCR de
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700 pb com o DNA de todas as linhagens. Os produtos amplificados foram submetidos a
analise por seqiienciamento da regido ITS1/DNAr, por meio da qual foram confirmadas a

identificacdo das espécies de cada cepa.

800pb e, oy e
350pb

Figura 1. Produtos de PCR de sete cepas de dermatofitos
obtidos com os primers ITS1 e ITS4 - L: Ladder 50pb; 1:
T. rubrum (TRO07/FUAM); 2: T. violaceum (TV046/FUAM);,
3: M. gypseum (MGO82/FUAM); 4. M. canis
(MCO084/FUAM); 5: T. tonsurans (TTO86/FUAM);
6:T.mentagrophytes (TM165/FUAM); 7: E. floccosum
(EF197/FUAM);B: Branco.

Discussao

Os estudos moleculares para as mais diversas aplicagdes exigem a obtencdo de uma amostra
de DNA de boa qualidade, em termos de concentragdo e de pureza. O mesmo deve estar livre
de impurezas ou de interferentes que possam, por exemplo, inibir os tratamentos enzimaticos
ou interferir nos padrdes de migra¢do em gel de eletroforese. A escolha de um protocolo de
extracdo deve ser feita considerando especialmente o tipo de amostra analisada e qual a
ferramenta molecular que serd utilizada, sendo, portanto, de suma importancia a adaptacdo de
métodos adequados. A grande variabilidade estrutural e morfolégica encontrada entre as
diferentes espécies fungicas pode interferir na qualidade e no rendimento do DNA durante o
processo de extragdo, especialmente devido a rigidez da parede celular (Adams, 2004;
Fredricks et al. 2005). No caso dos dermatofitos, algumas espécies caracterizam-se pela

produgdo abundante de clamidosporos (esporos de resisténcia) ou macroconidios com parede
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celular grossa, tais como o Epidermophyton floccosum, Microsporum sp e Trichophyton
tonsurans, refor¢gando a necessidade de um método eficiente para a ruptura celular.

De acordo com os resultados obtidos nas andlises espectrofotométricas, todos os
métodos de lise mecanica tiveram desempenho satisfatorio em termos de rendimento e pureza
do DNA extraido. Semelhantemente, os 03 protocolos avaliados para a recuperagdo do DNA,
apesar de seus principios técnicos distintos, ndo demonstraram diferencas significativas de
resultados. Ao levar em consideragdo os critérios operacionais, a agitagdo em vortex do
micélio com pérolas de vidro em 200 pL solugdo de lise, foi o0 melhor método para a etapa
inicial de lise mecanica da parede celular fingica. O uso deste método também foi aplicado
com sucesso em estudos anteriores para a lise celular de outras espécies de fungos
filamentosos e de leveduras, tais como: Aspergillus sp., Alternaria sp., Fusarium sp.;
Aureobasidium sp.; Candida sp, Malassezia sp e Filobasidiella sp.(Van Burik et al. 1998;
Fredricks et al., 2005; Yamada et al., 2002).

Na etapa de recuperagdo de DNA, os kits comerciais geralmente sdo considerados
superiores aos métodos caseiros (Fredricks et al, 2005; Karakousis et al., 2006), entretanto,
no presente estudo, o rendimento dos DNAs obtidos com kit QIAamp Tissue (Qiagen,
Germany) foram compativeis com os outros protocolos. Considerando as vantagens e
desvantagens de cada protocolo, verificamos que, apesar da maior praticidade e rapidez, o uso
do kit comercial apresentou duas dificuldades operacionais: primeiro, a limitagdo do volume
da amostra de micélio lisado que pode ser aplicado na coluna, sendo no méximo de 400uL, e,
segundo, ao processar amostras mais densas, o procedimento de separagdo ficou prejudicado
obrigando a repeticao em até 4x, o processo de centrifugacdo a fim de se evitar grandes perdas
de DNA. Além disso, dependendo do custo do kit, a sua disponibilidade para uso em rotina e

mesmo em pesquisas, pode se tornar invidvel, especialmente em instituicdes publicas. O
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protocolo 3 revelou-se uma excelente alternativa para substituir o uso de kits comerciais,

apresentando rapidez e simplicidade metodologica.
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Resumo

Os dermatofitos compreendem um grupo de fungos de grande interesse na area
médica, devido a sua capacidade de parasitar os tecidos queratinizados do homem e
animais, causando as dermatofitoses ou tineas, com ampla distribuicdo no mundo.
Questdes relacionadas aos aspectos epidemioldgicos e clinicos das dermatofitoses
reforcam a importancia da identificagdo desses fungos em nivel de espécie em rotina
laboratorial. Os métodos convencionais de diagndstico baseiam-se principalmente nas
caracteristicas morfologicas do fungo, e nem sempre permitem uma clara defini¢do em
nivel de espécie. Dentre os varios métodos moleculares, a técnica de RLP-PCR tem se
destacado, entretanto a maioria dos estudos realizados diverge quanto as suas
estratégias metodologicas. No presente estudo diferentes métodos foram avaliados
para a identificacdo de espécies de dermatofitos por PCR-RFLPtendo como alvos a
regido ITS/DNAr e o gene da Topoisomerase I, incluindo trés protocolos de PCR e
trés enzimas de restricao (Ddel, Hinfl, Haelll). Nossos resultados demonstraram que o
gene da topoisomerase II ¢ uma regido alvo adequada para identificagdo de sete
espécies de fungos dermatofitos frequentes no Brasil, refor¢ando estudos anteriores, e
apontaram também para um novo protocolo de PCR-RFLP, que se baseia em uma
PCR desse gene utilizando o primer dPsD2, seguido da digestdo dos produtos obtidos
com a enzima de restri¢do Haelll.

Introduciao

Os dermatofitos destacam-se dos demais fungos patogénicos pela sua capacidade em absorver
nutrientes a partir da queratina derivada da epiderme, podendo por isso causar infec¢gdes na
pele, pelos e unhas, denominadas de dermatofitoses ou tineas. Estas manifestam-se com
quadros clinicos variados, diferindo em seu aspecto e tipo evolutivo (crénico ou agudo)

conforme a espécie envolvida; a localizagdo anatdmica da lesdo, e de fatores ainda pouco



62

esclarecidos na inter-relagdo dermatofito-hospedeiro [1, 2]. As dermatofitoses representam
uma das principais infecgdes humanas em todo o mundo, constituindo-se em um problema de
saude publica, com implicacdes clinicas e até mesmo socio-econdmicas. A exemplo, a tinea
pedis e a tinea ungueum que geralmente evoluem com quadros cronicos, recidivantes ou
refratarios ao tratamento, além do problema estético ocasionado pela deformidade das unhas.

(3,4, 5]

O diagnostico laboratorial com a identifica¢do especifica dos dermatoéfitos tem grande
importancia do ponto de vista epidemiologico e clinico. Suas espécies estdo inseridas nos
géneros Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton, e a distribuicdo das mesmas nas
diferentes regides do mundo, ¢ influenciada por uma série de fatores ambientais e socio-
culturais [5, 6]. No aspecto clinico, podem estar associadas a determinado quadro de
manifestagdes e tipo evolutivo, apresentando predilecdes quanto ao local anatomico afetado e
grande especificidade quanto a sua capacidade invasora. [7, 8]. A identificacdo da espécie ¢
feita por meio do exame de cultura, com base nas analises morfologicas da coldnia, e quando
necessario, de provas bioquimicas. Este exame ¢ considerado laborioso, de baixa
sensibilidade, e requer boa experiéncia do laboratorista, além do tempo relativamente longo
para o laudo. Viarios fatores podem comprometer a qualidade deste exame, tais como, o
pleomorfismo; as variacdes fenotipicas de uma mesma espécie, e, 0 crescimento
concomitante de fungos contaminantes [9, 10, 11, 12, 13].

Os métodos de genotipagem representam uma alternativa promissora para a
implantacdo de um sistema rapido e de alta sensibilidade e especificidade para o diagnodstico
das dermatofitoses. Diferentes métodos tém sido utilizados nos Uultimos anos para a
diferencia¢do desses fungos, tais como, andlise por seqiienciamento do DNA mitocondrial
[14]; amplificacdo randémica do DNA polimorfico (RAPD) [15, 16]; AP-PCR [17]; PCR

fingerprintig [18, 19]; andlise por seqlienciamento e de polimorfismos de fragmentos de
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restricdo (PCR-RFLP) [20, 21, 22, 23, 24]; sequenciamento de genes codificadores de quitina

sintase [25] e superdxido dismutase [26].

A técnica da PCR-RFLP tem sido empregada em varios estudos destacando-se pela
sua praticidade, rapidez e eficiéncia, contudo, s3o muitas as variagdes metodologicas
encontradas na literatura, especialmente na escolha dos primers, das enzimas de restricao e até
mesmo da regido alvo. Basicamente, polimorfismos nos genes do DNAr e da regido
espacadora interna transcrita (ITS), t€ém sido o principal alvo utilizado [13, 20, 21, 27, 28, 29].
Alguns autores, no entanto, t€ém analisado polimorfismos no gene da topoisomerase II como

estratégia para a diferenciacdo inter-especifica de dematofitos por esta técnica [22, 23, 24].

A falta de um método padrao e de estudos mais abrangentes com relagdo ao nimero de
espécies analisadas reforca a necessidade de novos estudos, sobretudo, levando em
consideracdo a aplicabilidade da metodologia para a identificacdo das espécies mais
freqiientemente isoladas em cada regido ou pais, haja vista as diferencas epidemiologicas

existentes.

Diante disto, o presente estudo teve como objetivo principal avaliar diferentes
protocolos para diferencia¢do das principais espécies de dermatofitos patogénicos por meio da

técnica de PCR-RFLP.

Materiais e Métodos

Linhagens padrao: Para a avaliacdo dos diferentes protocolos de PCR-RFLP foram
utilizadas cepas de referéncia, um total de sete isolados fungicos, pertencentes as espécies
Trichophyton mentagrophytes (FUAM-TM165), T. rubrum (FUAM-TRO07), T. violaceum
(FUAM-TVO046), T. tonsurans (FUAM-TTO086), Microsporum canis (FUAM-MC084),
Microsporum gypseum (FUAM-MGO082) e Epidermophyton floccosum (FUAM-EF197). Estas

linhagens pertencem a colecdo de fungos do Laboratério de Micologia da Fundagdo de
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Dermatologia Tropical “Alfredo da Matta” na cidade de Manaus-AM, tendo sido identificadas
por métodos de fenotipagem e por meio da analise das seqiiéncias da regido ITS1 do DNAr

[30] utilizando o equipamento Seq3130 Genetic Analyser (Applied Biosystem) .

Isolados: Os ensaios de selecdo de uma metodologia de PCR-RFLP adequada foram
realizados com as linhagens padrdo. A validacdo da metodologia selecionada foi realizada
com um total de 65 dermatofitos isolados de pacientes atendidos no Laboratério de Micologia

da Fundagao de Dermatologia Tropical “Alfredo da Matta.”

Preparo dos isolados para extracdo de DNA: Os isolados fungicos foram repicados em
meio de cultura agar batata com dextrose, contido em tubo de ensaio, e mantidos em
temperatura ambiente por um periodo entre 04 a 07 dias de crescimento, até a obtencao de
uma colonia de aproximadamente lcm de didmetro. Apds o periodo de incubagdo foram
transferidos 100 mg de micélio para microtubos de 2,0 mL, os quais foram submetidos a

extracdo do DNA.

Extracao de DNA: Para a ruptura mecanica do micélio foi realizada a agitacdo vigorosa do
mesmo com pérolas de vidro (0,1 a 0,5 mm de didmetro) em tampdo de lise (Tris-HCl
150mM, NaCl 2M, DTAB 12%, EDTA 30mM); incubou-se a mistura a 72°C por 15 min; em
seguida foi feita a desproteinizacdo com cloroféormio em igual volume; ap6s centrifugacdo por
5 min foi adicionado ao sobrenadante ImL CTAB 0,5% (CTAB 0,5%, NaCl 0,3M) para a
precipitagdo do DNA, e em seguida foi realizada nova centrifugacdo a 5 min e o pellet foi
ressuspenso em 300 pL de NaCl 1,2M. Posteriormente o DNA foi precipitado em 750 mL de
etanol absoluto gelado, e lavado 2x com etanol a 70%. Apos a secagem do mesmo, o DNA foi
diluido em tampao TE (100uL). O rendimento e o grau de pureza dos DNAs extraidos foram

mensurados por meio de andlise espectrofotométrica, com base na leitura em comprimentos
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ASP3700 Spectrophotometer (Advanced Technology & Industrial Co., LTD).

Selecdo de protocolo de PCR: Foram avaliadas trés metodologias de PCR previamente

descritas, para amplificar o DNA das linhagens referéncia, conforme detalhado na Tabela 1.

Regido/Primer/Produto esperado

Reagentes

Ciclos

Regido ITS - Irobi et al. [27]

ITSS:
5’GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’
NL4:
5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’

Produto: aproximadamente 1600 pb

-Volume final: 25 pL,
-dNTPs: 200uM
-MgCl,:1,5mM
-Primers: 0,5 uM
-Taq Polimerase: 2,5U
-DNA :50 ng

-Desnaturagdo inicial a 95°C por
5 min

-35 ciclos: 95°C por 1 min; 55°C
por 1 min e 72°C por 2min;
-Extensdo final: 72°C por 10 min.

Regido ITS - Jackson et al. [20]

ITS1:
5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’
ITS4:
5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’

Produto: aproximadamente 700 pb

-Volume final: 25 pL,
-dNTPs: 200uM
-MgCl,:1,5mM
-Primers: 0,5 uM
-Taq Polimerase: 2,5U
-DNA :50 ng

-Desnaturagdo inicial a 95°C por
5 min

-35 ciclos: 95°C por 1 min; 55°C
por 1 min e 72°C por 2min;
-Extensdo final: 72°C por 10 min.

Regido da topoisomerase- Kamiya et al. [23]

dDPF2:
5’-GTYTGGAAYAAYGGYCGYGGTAT
TCC-3

dDPR2:
5’-RAAVCCGCGGAACCAKGGCTTCAT
KGG-3’

Produto: aproximadamente 2380 pb

-Volume final: 25 pL,
-dNTPs: 200uM
-MgCl,:1,5mM
-Primers: 0,5 uM
-Taq Polimerase: 2,5U
-DNA :50 ng

-Desnaturagdo inicial a 94°C por
5 min

-45 ciclos: 94°C por 1 min; 63°C
por 1 min e 72°C por 2min;
-Extensdo final: 72°C por 10 min.

Tabela 1. Protocolos de PCR utilizados para amplificagdo da regido ITS/DNAr e do gene da topoisomerase 11

Selecio de enzima de restricio para PCR-RFLP: Para a digestio dos produtos
amplificados foram testadas separadamente trés enzimas de restricdo: Ddel, Hinfl e Haelll.

Para isto foram utilizados 8U de enzima de restri¢do e a digestdo ocorreu por 03 horas a 37°C.

Eletroforese:Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose a 2,5% acrescido de

SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen) sob luz UV.
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Avaliacio da reprodutibilidade, especificidade e sensibilidade da PCR-RFLP: O método
que apresentou a melhor capacidade discriminatéria entre as sete espécies analisadas foi
posteriormente utilizado para a identificacdo de 65 isolados de dermatéfitos, no intuito de se
avaliar a reprodutibilidade e a resolutividade do método. Para a avaliacdo da sensibilidade da
PCR, dilui¢des seriadas do DNA da cepa de Trichophyton rubrum/TRO07-FUAM foram
submetidas a reacdo de amplificag@o e a andlise por eletroforese em gel de agarose a 1,5%.

Resultados

A regido ITS/DNAr foi amplificada com éxito nas sete espécies utilizando ambos os pares de
primers. Os produtos gerados com os primers ITS5 e NL4 foram de aproximadamente
1600pb, enquanto que os primers ITS1 e ITS4 geraram produtos de aproximadamente 700 pb.
Os produtos amplificados foram de tamanhos equivalentes para as sete espécies, com
variagdes pequenas em ambos 0s casos, nao permitindo distingdo segura entre os géneros ou
espécies (Figuras la e 1b). A PCR da regido da topoisomerase II utilizando os primers dPsD2

gerou produtos de aproximadamente 2300 pb para todas as espécies (Figura 1c¢).
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Figura 1. Produtos de PCR da regido ITS de sete cepas de dermatofitos obtidos com os primers ITS5 e
NL4 (la) e ITS1 e ITS4 (1b); produtos de PCR do gene da topoisomerase obtidos com os primers
dPsD2 (1c). L: Ladder 50pb; 1: T. rubrum (TRO07/FUAM); 2: T. violaceum (TV046/FUAM); 3: M.
gypseum (MGO82/FUAM); 4: M. canis (MCO084/FUAM); 5: T. tonsurans (TTO86/FUAM);
6:T.mentagrophytes (TM165/FUAM); 7: E. floccosum (EF197/FUAM).

Os produtos amplificados da regido ITS utilizando os primers ITS5 e NL4
apresentaram poucos sitios de restri¢do para as trés enzimas, revelando no total apenas trés ou
quatro padrdes de RFLP para as sete espécies (Figura 2). A digestdo desses produtos com a
enzima Ddel, produziu perfis unicos para as espécies do complexo T.rubrum/T.violaceum,

para M. canis e M. gypseum, porém os perfis de 7. mentagrophytes e T. tonsurans foram
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idénticos e com pouca diferenga do E. floccosum (Figura 2a). A enzima Hinfl gerou perfis
unicos para as duas espécies do género Microsporum e para E. floccosum, porém falhou na
diferencia¢do entre as espécies do género Trichophyton (Figura 2b). Na digestdo com a
enzima Haelll apenas o M.gypseum teve um padrao exclusivo (Figura 2¢). Os produtos
amplificados com os primers ITS1 e ITS4 apresentaram um niimero ainda menor de sitios de
restricdo para as trés enzimas (de dois a trés), porém o desempenho de cada uma das enzimas
na obten¢do dos padrdes de RFLP foi semelhante ao que foi observado com os produtos
amplificados com os primers ITS5 e NL4 (Figuras 3a, 3b e 3c). O gene da topoisomerase II
apresentou maior numero de sitios de restricdo em relacdo a regido ITS, entre quatro a oito
sitios para as trés enzimas. Os perfis de RFLP gerados pela enzima Ddel foram tnicos para a
maioria das espécies com exce¢do do 7. mentagrophytes e T.tonsurans (Figura 4a). As
digestodes utilizando Hinfl e Haelll produziram perfis de RFLP exclusivos para cada espécie
analisada, entretanto, a enzima Haelll produziu perfis mais diferenciados entre todas as
espécies, em comparacdo com a Hinfl; com esta ultima, a diferenciagdo entre T.fonsurans e T.
mentagrophytes se deu mais claramente por apenas um fragmento de restricao (Figuras 4b e
4c). Portanto, verificou-se que o método de PCR-RFLP a partir da amplificacdo direta do
gene da topoisomerase II seguido da digestdo com a enzima Haelll teve o melhor
desempenho para a distingdo das espécies de dermatofitos, tendo sido este o protocolo de

escolha para a genotipagem dos 65 isolados clinicos de dermatoéfitos.
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Figura 2. PCR-RFLPda regido ITS/DNAr das sete cepas de dermatofitos obtidos com os primers ITSS e
NL4 e digeridos com Dedl (2a); Hinfl (2b) e Haelll (2¢)
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Figura 3. RFLP dos produtos de PCR da regido ITS das sete cepas de dermatofitos obtidos com os
primers ITS1 e ITS4 e digeridos com Ddel (3a); Hinfl (3b) e Haelll (3c¢).
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Figura 4. PCR-RFLPda regido da topoisomerase Il das sete cepas de dermatofitos obtidos com os
primers dPsD e digeridos com Ddel (4a); Hinfl (4b) e Haelll (4c). L: Ladder 50pb; 1: 7. rubrum
(TROO7/FUAM); 2: T. violaceum (TV046/FUAM); 3: M. gypseum (MGO82/FUAM); 4: M. canis
(MCO084/FUAM); 5: T. tonsurans (TTO86/FUAM);  6:T.mentagrophytes (TM165/FUAM); 7: E.
floccosum (EF197/FUAM).

Na comparagdo entre os resultados da genotipagem e da fenotipagem dos 65 isolados
clinicos verificou-se concordancia entre os mesmos. Dois isolados, correspondendo a uma
colonia atipica de 7. mentagrophytes € uma colonia pleomorfisada de 7. rubrum, que nao
puderam ser identificadas pelos métodos classicos, foram genotipadas com sucesso.

A sensibilidade da PCR do gene da topoisomerase II foi de 0,7ng/uL, conforme
verificado apos andlises de diferentes concentracdes de DNA da cepa de 7. rubrum (TR007-

FUAM) (Figura 5).
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Figura 5. Produtos amplificados do gene da

topoisomerase Il obtidos com diferentes

concentragdes de DNA de 7. rubrum
(TROO7/FUAM).

Discussao

Diante da grande variabilidade clinica e epidemioldgica associada aos agentes das
dermatofitoses, a correta identificagdo da espécie se reveste de grande importincia, em
especial considerando os quadros de evolugdo cronica e recidivantes, causados geralmente
pelas espécies antropofilicas, muito comuns entre individuos adultos. A grande dificuldade
terapéutica, obrigando a esquemas prolongados com drogas antifungicas, bem como seus
custos e efeitos colaterais sdo outras implicagdes comumente associadas as dermatofitoses
causadas por essas espécies [, 6, 8].

A identificacdo da espécie ¢ feita por meio do exame de cultura o qual se baseia nas
caracteristicas morfolégicas da colonia, entretanto, diversos fatores podem prejudicar a
qualidade deste exame e até mesmo inviabilizar a identificacdo do fungo. A perda da
capacidade de esporulacio da colonia com o desenvolvimento de colonias atipicas
(pleomorfismo), a variabilidade fenotipica intra-especifica, e o crescimento associado de
fungos contaminantes sdo os principais problemas enfrentados. Além disso, o tempo
necessario para o pleno desenvolvimento da colonia ¢ de aproximadamente 10 a 15 dias [9,
10, 11].

Diversas técnicas para a genotipagem de fungos dermatoéfitos tem sido propostas por
diferentes autores para diferenciacdo das espécies dermatofiticas, algumas das quais com

grande potencial para implantacdo na rotina laboratorial, como por exemplo, a técnica de
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PCR-RFLP. Contudo, a falta de um método padrdo ou de consenso para a tipagem de
dermatofitos, revela a necessidade de novos estudos que visem a comparagdo de diferentes
protocolos e de estratégias metodologicas, bem como a aplicabilidade da metodologia em
rotina laboratorial

No presente estudo sete cepas de dermatofitos representando as sete principais
espécies isoladas em um ambulatorio de dermatologia tropical na cidade de Manaus-
Amazonas/Brasil foram submetidas a testes de tipagem molecular utilizando diferentes
protocolos da técnica de PCR-RFLP, nos quais foram avaliadas duas regides alvo, a regido
ITS/DNAr e o gene da topoisomerase II. Para a digestdo dos produtos amplificados dessas
regides foram testadas trés endonucleases: Ddel, Hinfl e Haelll. Os resultados obtidos
revelaram que o gene da topoisomerase II apresentou maior nimero de sitios de
reconhecimento para todas as enzimas testadas, e que a digestdio com Haell permitiu a
obtencao de perfis unicos e claramente distintos para cada espécie analisada (Figura 4).

O gene da topoisomerase II foi originalmente indicado como um alvo apropriado para
a identificacdo de espécies de dermatofitos por um grupo de pesquisadores que fizeram o
seqiienciamento desse gene e a construcdo de diferentes primers especificos [22, 23]. O
sistema de identificagdo proposto por esses autores baseou-se nas técnicas de PCR e de PCR-
RFLP, em que as amostras de DNA foram primeiramente amplificadas utilizando um mix de
trés primers (dPsD1), comuns para dermatoéfitos, e os produtos gerados, com 3.390 pb, foram
utilizados como DNA molde para a subseqiiente nested PCR utilizando separadamente os
mixes de primers PsT, PsME (com 4 pares de primers cada um) e o par de primers dPsD2
(dDPF2 e dDPR2), todos desenhados para amplificar dentro da regido amplificada com
dPsD1. De acordo com os autores, a nPCR com PsT produziu produtos especificos para T.
rubrum, enquanto que PsME produziu produtos especificos para M. gypseum, M. canis ¢ E.

floccosum. Os produtos obtidos com dPsD2 foram digeridos testando-se trés enzimas de
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restri¢ao: Hincl, Hinfl AfIIl e PfIMI, sendo que a enzima Hinfl produziu perfis distintos para
as seis espécies analisadas, destacando os proprios autores que a diferenciacdo entre 7.
mentagrophytes e T. tonsurans se deu por apenas um fragmento de restri¢ao.

Nossos resultados confirmaram que o gene da topoisomerase II ¢ uma regido alvo
adequada para a diferenciagcdo de dermatofitos em nivel de espécie, e que a técnica de PCR-
RFLP com a amplificagdo direta desse gene utilizando o par de primer dPsD2 seguida da
digestao dos produtos com a enzima Haelll, ¢ uma ferramenta com grande potencial para uso

em rotina laboratorial, dada a sua rapidez, estabilidade reprodutibilidade e alta resolutividade.
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Resumo

Os dermatofitos compreendem um grupo especializado de fungos capazes de parasitar os
tecidos queratinizados da pele, pelos e unhas, causando as dermatofitoses, as quais estdo entre
as infecgdes humanas mais comuns em todo o mundo. Diferengas podem ser observadas entre
as espécies dermatofiticas quanto ao seu potencial de viruléncia, localizacdo anatdmica
geralmente infectada e resposta a terapéutica, além das diferengas epidemioldgicas
encontradas. Na pratica clinica é importante a identificacdo do agente etioldgico em nivel da
espécie, contudo, varios fatores dificultam a qualidade e a eficiéncia dos exames
convencionais de diagndstico. Diferentes técnicas moleculares t€ém sido propostas destacando-
se a PCR-RFLP, pela reprodutilibidade, facilidade de execugdo e baixo custo. No presente
estudo foi realizada uma avaliag@o preliminar da aplicabilidade de um método de PCR-RFLP
para a identificacdo de espécies de dermatofitos diretamente de raspados de lesdes de pele,
unhas e couro cabeludo, obtidos de pacientes com dermatoses, atendidos em um servico
ambulatorial. Foi realizada a amplificagdo do gene da topoisomerase II utilizando o primer
dPsD2 e, os produtos obtidos foram digeridos com a endonuclease Haelll. Apesar de
preliminares nossos resultados apontam para uma nova ferramenta molecular com potencial
para aplicagdo no diagnostico molecular das dermatofitoses diretamente de espécimes
clinicos.

Introduciao

As dermatofitoses, também designadas de tineas, sdo infeccdes humanas de elevada
prevaléncia em todo o mundo, acometendo a pele, pélos e unhas. Com quadros clinicos
bastante diversificados, podem acometer pessoas de todas as idades, género, classe social e
econdmica, representando um problema de saude publica. Sdo causadas por um grupo de
fungos filamentosos queratinofilicos estritamente relacionados, denominados de dermatoéfitos,

compreendendo os géneros Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton.

Na pratica clinica, o diagnostico laboratorial das dermatofitoses com a defini¢do

especifica do agente etiologico ¢ de grande importancia, haja vista as diferentes implicacdes
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clinicas e terapéuticas associadas as espécies. Os quadros cronicos, com lesdes recidivantes e
de maior resisténcia a terapéutica, estdo mais associados as espécies antropofilicas, enquanto
que os quadros de evolucdo aguda, com maior processo inflamatorio, resisténcia a reinfecgdes
e de maior facilidade no tratamento, estdo mais associados as espécies zoofilicas e geofilicas,

(WAGNER; SOHNLE, 1995; ZAIAS; REBELL,1996).

No entanto, o diagnostico laboratorial das dermatofitoses ndo ¢ oferecido na maioria
dos laboratérios, publico ou privado. E necessaria equipe técnica experiente e devidamente
habilitada para a realizacdo dos exames micoldgicos, direto e de cultura, os quais se
fundamentam nas caracteristicas morfologicas do fungo. O exame direto ¢ mais rapido e tem
maior sensibilidade em comparacdo ao exame de cultura, porém, ndo permite a definicdo do
agente fungico. Este exame ndo permite sequer a confirmagdo se o agente ¢ um dermatofito,
visto que outros fungos filamentosos e hialinos, que podem ser agentes emergentes de
dermatomicoses, produzem as mesmas estruturas parasitdrias (SUMMERBELL et al., 2005;
BONTEMS et al., 2009). O exame de cultura por sua vez, apesar de ser mais especifico, tem
baixa sensibilidade ¢ ¢ um exame demorado, levando no minimo 15 dias. A sensibilidade
deste exame, especialmente nos casos de tinea ungueum e tinea pedis, pode ser de apenas
50% ou até menos, em virtude de varios fatores, tais como, as variagdes fenotipicas de uma
mesma espécie e o “pleomorfismo” (perda da capacidade de esporulagdo in vitro), que podem
resultar em colonias macro e microscopicamente atipicas. Outro problema comum ¢ o
crescimento de fungos contaminantes, que ndo possibilita uma certeza quanto ao significado
deste resultado, visto que alguns fungos filamentosos ndo dermatoéfitos (FFND) podem ser
também agentes primarios de dermatomicoses, ou apenas contaminantes secundarios
(GUPTA et al., 2001; SUMMERBELL et al., 2005; DOBROWOLSKA et al., 2006; MONOD
et al, 2006; BONTEMS et al., 2009).

Neste cenario, diferentes técnicas moleculares tém sido propostas para a identificag@o
de dermatofitos em nivel de espécie. Os métodos fundamentados na técnica da PCR
destacam-se pela maior simplicidade de execucdo e rapidez. A técnica de PCR-RFLP tem
sido indicada por vérios autores como uma valiosa ferramenta para a diferenciacdo das
espécies dermatofiticas, tendo como alvos principais os genes do DNAr e as regides
espacadoras internas transcritas (ITS1 e ITS2) (MOCHIZUKI et al., 2003; POUNDER et al.,
2005; JACKSON et al., 1999; FREALLE et al; 2007; Bontems et al., 2009; Bagyalakshmi et

al, 2008; De Baere et al, 2010). No entanto, muitos dos métodos descritos sdo complexos
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demais para a implementagdo em rotina, e outros sdo muito limitados quanto a sua

abrangéncia ou quanto a sua capacidade de discriminagao.

Um método de PCR-RFLP utilizando como alvo o gene da topoisomerase II foi
proposto por alguns autores para a diferenciag@o inter-especifica de isolados de dermatofitos
(KANBE et al., 2003; KAMIYA et al, 2004). Com base neste método, nds propomos em um
estudo recente, um protocolo mais simplificado e com maior capacidade de discriminagdo
entre sete espécies de dermatofitos (dados encaminhados para publicagdo). No presente
estudo foi realizada uma avaliacdo preliminar da aplicabilidade desta metodologia para a
identificacdo de dermatofitos a partir de espécimes clinicos obtidos de pacientes com

dermatoses atendidos em um servico de dermatologia tropical na cidade de Manaus-

AM/Brasil.
Materiais e Métodos

Linhagens: Foram utilizadas como padrdes sete linhagens pertencentes a cole¢dao de fungos
do servico de Micologia da Fundagdo de Dermatologia Tropical “Alfredo da Matta” -
Manaus-AM compreendendo: Trichophyton mentagrophytes (FUAM-TM165), T. rubrum
(FUAM-TRO07), T. violaceum (FUAM-TV046), T. tonsurans (FUAM-TT086), Microsporum
canis (FUAM-MCO084), Microsporum gypseum (FUAM-MGO082) e Epidermophyton
floccosum (FUAM-EF197). A identidade destas linhagens foi validada por sequenciamento da
regido ITS1 do DNAr (Makimura et al. 1998), utilizando o analisador automatico Seq3130
Genetic Analyser (Applied Biosystems).

Espécimes clinicos: Foi submetido aos ensaios moleculares um total de 37 espécimes clinicos
obtidos prospectivamente, a partir da raspagem superficial de lesdes de pacientes com
dermatoses, encaminhados para a realizagdo de exames micoldgicos de rotina na referida

Fundagao.

Exames micoldgicos convencionais: Os espécimes clinicos foram analisados por meio do
exame direto e de cultura, conforme os procedimentos de rotina. O exame direto foi realizado
por meio do clareamento com solucdo a 20% de hidroxido de potassio, seguido da andlise
microscopica para a visualizacdo de possiveis estruturas fungicas presentes na amostra; e para
o exame de cultura, as amostras foram semeadas em Agar Sabouraud, adicionado de
antibiotico (cloranfenicol), e Agar Micosel (Difco). As culturas foram mantidas em

temperatura ambiente durante 15 dias, e quando positivas, repicadas em Agar Batata, a fim de
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proporcionar melhores condi¢des de crescimento e esporulagao dos dermatéfitos. Em seguida

procederam-se os estudos macro e micromorfoldgicos para a definicdo de género e espécie.

Extracdo de DNA: Para a extragdo do DNA genomico das cepas de referéncia e dos
espécimes clinicos, as amostras foram submetidas a uma etapa inicial de lise mecéanica da
parede celular por meio da agitagdo vigorosa com pérolas de vidro (0,1 a 0,5 mm de didmetro)
em tampao de lise (Tri-HCI 150mM, NaCl 2M, DTAB 12%, EDTA 30mM). Em seguida, o
DNA foi purificado utilizando-se o método descrito por GUSTINCICH, et al (1991),
conforme segue: incubou-se a mistura durante 15 min. a 72°C e em seguida foi feita a
desproteinizagdo com cloroformio em igual volume; apds centrifugacdo por 5 min foi
adicionado ao sobrenadante ImL CTAB 0,5% (CTAB 0,5%, NaCl 0,3M) para a precipitagao
do DNA; em seguida foi realizada nova centrifugacdo a 5 min. e o pellet foi ressuspenso em
300 uL de NaCl 1,2M. O DNA foi precipitado em 750 mL de etanol absoluto gelado e lavado
2x com etanol a 70%. Apds a secagem o DNA foi diluido em 50 pL de tampao TE (Tris/HCI1
40 mM pH 8,0 e EDTA 2 mM)

Avaliacio da concentracio, pureza e viabilidade para PCR do DNA obtido

A concentragdo do DNA gendmico obtido das linhagens de referéncia foi verificada através
de leitura em equipamento UV/VISDrop ASP3700 Spectrophotometer (Advanced
Technology & Industrial Co., LTD) a um comprimento de onda de 260 nm, observando que
uma unidade de absorbancia correspondeu a 50 pg/ml. Foram realizadas também leituras em

comprimento de onda 280 nm, para determinag@o do grau de pureza do DNA.

PCR do gene da topoisomerase II: Para a amplificagdo do gene da topoisomerase II foram
utilizados os primers dDPF2 (GTYTGGAAYAAYGGYCGYGGTATTCC) e dDPR2
(RAAVCCGCGGAACCAKGGCTTCATKGG) descritos por KANBE et al. (2003). A reacao
foi realizada em um volume final de 25 pL, contendo solugdo tampao; 200uM de dNTPs;
1,5mM de MgCly; 0,5 pM de cada primer; 3U de Taq polymerase (Platinum Taq DNA
polymerase/invitrogen) e 10uL da amostra de DNA dos espécimes clinicos ou 5 pL (50ng/
uL) de DNA das cepas de dermatofitos. As condigdes da reagdo foram as seguintes: pré-
aquecimento a 94°C por 5 min; hibridizagdo a 94°C por 1 min; anelamento a 63°C por 1 min;
extensdo a 72°C por 2min (45 ciclos); e extensdo final a 72°C por 10 min. Os produtos de

PCR foram analisados em gel de agarose a 1,5% acrescido de Sybr Safe DNA Gel Stain
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(invitrogen) sob luz UV. Considerou-se a amostra positiva para dermatéfito quando um

produto especifico de 2.380 pb era revelado.

Digestdo dos produtos amplificados: Os produtos especificos para dermatofitos, foram
submetidos a digestio com 2U da enzima de restrigdo Haelll a 37°C durante 3 horas, ap0s a
sua prévia purificagio do gel utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean up System
(Promega). Os perfis de RFLP obtidos foram analisados em gel de agarose a 2,5% acrescido

de Sybr Safe DNA Gel Stain (invitrogen) sob luz UV.
Resultados

Das trinta e sete amostras analisadas pelos métodos convencionais de diagnéstico micoldgico,
64,8% foram negativas; 13,5% positivas para candidiase e em apenas 8,1% das amostras
confirmou-se infec¢do por dermatofitos por meio do isolamento do agente em cultura. Nas
demais amostras houve crescimento de fungos filamentosos ndo dermatofitos (FFND), sendo
um isolado de Fusarium sp. e um Scytalidium sp., ambos considerados agentes emergentes de
onicomicoses, ¢ trés fungos contaminantes nao esporulados sem possibilidade de
identificacdo. Os casos com diagndstico de candidiase eram de pacientes com onicomicoses
em quirodactilos; e os trés casos de dermatofitoses confirmados pelo exame de cultura foram
de tinea capitis, tinea pedis € tinea corporis; uma suspeita de tinea ungueum positiva no
exame direto apresentou o crescimento de fungo filamentoso ndo dermatofito. O maior
nimero de amostras negativas ¢ devido ao atendimento de pacientes com outras dermatoses e
que sdo encaminhados com frequéncia ao laboratorio de micologia para a realizagdo de

diagnostico diferencial.

Os 4cidos nucléicos extraidos das sete linhagens de referéncia apresentaram
concentragdes entre 23 a 45 ng/uL e graus de pureza entre 1,7 e 1,9, e foram amplificados
com éxito gerando produtos especificos de aproximadamente 2.380 pb. Os resultados da PCR

dos DNAs extraidos dos espécimes clinicos estdo demonstrados na figura 1. Trés amostras
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com exames micoldgicos positivos para dermatédfitos (amostras 04, 20 e 22) revelaram
produtos de aproximadamente 2.380pb, no entanto, produtos inespecificos foram também
revelados nessas mesmas amostras. Houve falha na amplificagdio de uma amostra (amostra
11), cujo resultado do exame de cultura revelou o crescimento de Trichophyton
mentagrophytes. Em quatro amostras com exames micoldgicos positivos para Candida sp.
(02, 07, 25 e 32) e em duas que apresentaram crescimento de fungos contaminantes (04 ¢ 19)
foram revelados produtos de PCR com tamanhos diferentes dos dermatofitos. Nenhum
produto de PCR foi revelado nas amostras negativas e naquelas em que houve o crescimento

de Fusarium sp. e Scytalidium sp (amostras 23 e 29) (Figura 1).
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Figura 1. a: Reagdo de amplificag@o do gene da topoisomerase II de DNA de espécimes clinicos obtidos de pacientes
com dermatoses encaminhados para a realizagdo de exames micologicos. b: Resultados obtidos por meio dos exames
micoldgicos dos espécimes clinicos. Ca=Candida sp.; Co=Fungo contaminante; TM= Trichophyton mentagrophytes; TR=
Trichophyton rubrum; Fu=Fusarium sp; Sc=Scytalidium sp.; C+=Cepa de referéncia de Trichophyton rubrum (TR007-
FUAM).

Os produtos amplificados de 2.380 pb revelados nas amostras 04, 20 e 22 foram
purificados do gel de agarose utilizando kit comercial (Promega) e submetidos a uma re-
amplificacdo nas mesmas condi¢des da primeira reagcdo de PCR. A digestdo destes produtos
com a endonuclease Haelll revelou perfis de RFLP de 7. tonsurans na amostra 20 e de 7.
rubrum na amostra 22, concordando com os resultados obtidos nos exames de cultura. A
amostra 04 nao foi compativel com nenhuma das sete linhagens de referéncia e também nao
foi possivel o isolamento deste dermat6fito devido ao problema de contaminagdo no exame de

cultura. Neste ensaio de RFLP a amostra 21 foi incluida como controle negativo (Figura 2).
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Figura 2. L= ladder 50pb; 4, 20 e 22= PCR-RFLP de produtos
amplificados do gene da topoisomerase especificos para
dermatofitos de espécimes clinicos apds purificagdo do gel e
reamplificagdo; 21= amostra negativa. Cepas padrdo: TR=T.
rubrum; TV: T. violaceum; MG= M. gypseum; MC= M. canis;

Discussao TT=T. tonsurans; TM=T.mentagrophytes; EF= E. floccosum.

A importancia da definicdo especifica do agente etiologico e as limitagdes dos exames
micoldgicos convencionais tém despertado um crescente interesse na area do diagndstico
molecular das dermatofitoses, e consideravel avanco ja pode ser observado. Contudo,
deflagra-se ainda a necessidade da busca de metodologias mais simplificadas, rapidas e com
melhor capacidade de discriminagdo entre as principais espécies de dermatofitos, e
preferencialmente, que sejam capazes de identificar o agente etiologico a partir do espécime

clinico.

Neste estudo, apesar de preliminar, e do niimero reduzido de amostras analisadas, os
resultados obtidos reforgam que o gene da topoisomerase II ¢ uma regido muito promissora
para ser utilizada como alvo para a obten¢do de perfis de RFLP espécie-especificos de
dermatoéfitos, em concordancia com os estudos de Kanbe et al (2003) e Kamiya et al (2004).
Estes autores utilizaram PCR nested para a amplificagdo do gene da topoisomerase II de

isolados de dermatofitos, e indicaram a endonuclease Hinfl para a digestao dos produtos.

Em uma revisdo recente na literatura cientifica ndo encontramos nenhum estudo
utilizando a técnica de PCR-RFLP do gene da topoisomerase Il para a identificacdo de
dermatofitos em nivel de espécie, a partir de espécimes clinicos. Bagyalakshmi et al. (2008)

utilizaram duas técnicas de PCR-RFLP das regidoes 18SDNAr e ITS para o diagndstico
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molecular de dermatofitoses a partir de raspados de lesdes superficiais, segundo os autores
ambos os métodos permitiram a identificagdo das trés espécies de dermatofitos presentes nas
amostras. A partir de amostras de raspados de unhas de pacientes com onicomicose, Bontems
et al. (2009) estabeleceram uma metodologia de PCR-RFLP da regido 28SDNAr para a
identificagdo de Trichophyton sp. e FFND. De acordo com os autores, a utilizagdo da técnica
de PCR-RFLP em DNAs extraidos diretamente de espécimes clinicos permitiu definir se o
FFND isolado em cultura era de fato o agente infeccioso da onicomicose e, discriminar a
presenca de Trichophyton e de contaminantes transitorios. Monod et al (2006) destacaram os
métodos de PCR-sequenciamento e PCR-RFLP da regido 28S para a identificacdo de agentes

infecciosos em onicomicoses.

E importante considerar que um dos principais problemas ainda enfrentados para o
diagnostico molecular diretamente de espécimes clinicos ¢ a concentracdo de DNA fungico
obtido na extracdo, a qual pode variar de acordo com a intensidade de parasitismo na amostra

e o método de extragao utilizado.

Em estudo recente, apds a andlise de diferentes métodos de PCR-RFLP para a
diferenciacdo de sete espécies de dermatofitos, verificamos que o gene da topoisomerase II,
em compara¢do com os genes do DNAr e regides ITS, apresentou maior nimero de sitios de
reconhecimento para as trés endonucleases testadas, incluindo Ddel, Hinfl e Haelll, sendo
que, com esta ultima enzima, os perfis de RFLP foram diferenciados com maior clareza

(dados encaminhados para publica¢do).

Dos trinta e sete espécimes clinicos analisados, a PCR-RFLP utilizando esta
metodologia foi capaz de detectar e identificar trés amostras positivas para dermatéfitos e de
gerar um perfil caracteristico para as amostras de Candida e para FFND. O protocolo

apresentado neste trabalho ¢ inovador apontando para uma nova ferramenta molecular com
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potencial para aplicacdo no diagnodstico molecular das dermatofitoses diretamente de

espécimes clinicos.
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6. Conclusoes

De acordo com os resultados obtidos, concluimos que:

6.1 Para a extracdo do DNA de fungos dermatofitos, a maceragdo do micélio mantido em
diferentes condi¢des de temperatura, e a agitacdo vigorosa do mesmo com pérolas de vidro,
ndo demonstraram diferencas significativas entre si, em termos de rendimento e pureza do
DNA obtido. No entanto, para a aplicagdo em rotina, considerando a importancia dos critérios
de produtividade; risco de contaminagdo, tempo, e facilidade de execucdo, a estratégia da

agitacdo vigorosa em vortex com pérolas de vidro apresenta maiores vantagens.

6.2 Na etapa de separacdo do DNA, a comparagdo entre trés protocolos, sendo um de
separacdo em coluna de silica utilizando kit comercial; um de separagdo por fenol-
cloroférmio-alcool isoamilico, e um de separagdo por sais ¢ CTAB, ndo demonstrou

diferencas significativas considerando a concentragdo e pureza do DNA obtido.

Quanto aos critérios operacionais este ultimo protocolo demonstrou maior simplicidade
metodologica em relagdo ao método convencional de fenol cloroférmio, sendo uma excelente

alternativa para uso em rotina em substitui¢do ao uso de kits comerciais.

6.3 O gene da topoisomerase II revelou-se uma regido alvo adequada para a diferenciacao de
espécies de dermatofitos por meio da técnica de RFLP-PCR, em concordancia com estudos
anteriores. A amplificacdo direta desse gene com os primers dPsD2 e digestdo com a
endonuclease Haelll para a identificagdo de sete espécies de dermatofitos, constitui-se em

uma nova estratégia metodologica.

6.4 O novo método de PCR-RFLP do gene da topoisomerase II descrito no presente trabalho
permitiu concordancia com os métodos de fenotipagem apds a analise molecular de sessenta
e cinco isolados clinicos de dermatofitos, e foi capaz de identificar dois isolados sem

possibilidade identificacdo pelos métodos convencionais.
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6.5 Os ensaios realizados para a identificagdo de dermatofitos a partir dos espécimes clinicos,
apesar de preliminares, indicaram um potencial promissor do novo método de RFLP-PCR do
gene da topoisomerase Il para o diagndstico molecular das dermatofitoses direto de amostras

bioldgicas.
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