Y
INVIVO

Atualidades em
Micologia Médica

LA -
% ol
8P
3 g
fow
A\ CN

e £) '.
/i‘l'z ? x
_r/l
=55
l’i :

= Z A
==
77

-

L

=

Autoras

Géssica dos Santos Araujo
Xhavulla Maria Quariguasi Cunha Fonseca



www.editorainvivo.com

ATUALIDADES EM MICOLOGIA MEDICA

GESSICA DOS SANTOS ARAUJO

XHAULLA MARIA QUARIGUASI CUNHA FONSECA

(Autoras)

Y

INVIVO

2022

www.editorainvivo.com




2022 by Editora In Vivo
Copyright © Editora In Vivo

Copyright do Texto © 2022 O autor
Copyright da Edi¢ao © 2022 Editora In Vivo

Esta obra estd licenciada com uma Licenga Creative Commons Atribuicao 4.0 Internacional (CC BY 4.0).

O conteddo desta obra e seus dados em sua forma, corre¢do e confiabilidade sio de responsabilidade

exclusiva dos autores. Permitido o download da obra e o compartilhamento desde que sejam atribuidos

créditos aos autores, mas sem a possibilidade de altera-la de nenhuma forma ou utiliza-la para fins comerciais.

Editor Chefe

Dr. Everton Nogueira Silva
Diretora Técnico-Cientifica
MSc. Marisa Guilherme da Frota

Conselho Editorial

1 Colégio de Ciéncias da Vida

1.1 Ciéncias Agririas

Dr. Aderson Martins Viana Neto

Dra. Ana Paula Bezerra de Aradjo

MSc. Edson Rémulo de Sousa Santos
Dr. Fagner Cavalcante P. dos Santos
MSc. Filomena Nadia Rodrigues Bezerra
Dra. Lina Raquel Santos Aradjo

Dr. Luis de Franca Camboim Neto
MSc. Maria Emilia Bezerra de Aradjo
MSec. Yuri Lopes Silva

1.2 Ciéncias Biologicas

Dra. Antonia Moemia Licia Rodrigues Portela
1.3 Ciéncias da Saude

Dra. Ana Luiza M. Cazaux de Souza Velho
Dr. Isaac Neto Goes Silva

Dra. Maria Veronyca Coelho Melo

Dra. Paula Bittencourt Vago

MSc. Paulo Abilio Varella Lisboa

Dra. Vanessa Porto Machado

Dr. Victor Hugo Vieira Rodrigues

2 Colégio de Humanidades

2.1 Ciéncias Humanas

Dra. Alexsandra Maria Sousa Silva
MSc. Francisco Branddo Aguiar
MSc. Julyana Alves Sales

2.2 Ciéncias Sociais Aplicadas
MSec. Cicero Francisco de Lima

MSec. Erivelton de Souza Nunes

Dra. Maria de Jesus Gomes de Lima
MSc. Maria Rosa Dionisio Almeida
MSc. Marisa Guilherme da Frota

3 Colégio de Ciéncias Exatas, Tecnologica
e Multidisciplinar

3.1 Ciéncias Exatas e da Terra
MSec. Francisco Odécio Sales

Dra. Irvila Ricarte de Oliveira Maia
3.2 Engenharias

MSc. Amancio da Cruz Filgueira Filho
MSec. Gilberto Alves da Silva Neto
MSec. Henrique Nogueira Silva

Dr. Joao Marcus Pereira Lima e Silva
MSec. Ricardo Leandro Santos Aradjo

Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacédo - CIP

A658a Araljo, Géssica dos Santos.

Atualidades em micologia médica [livro eletrdnico]. / Géssica dos Santos Aradjo e
Xhaulla Maria Quariguasi Cunha Fonseca. - Fortaleza: Editora In Vivo, 2022.

89 p.

Bibliografia.
ISBN: 978-65-87959-13-9

DOI: 10.47242/978-65-87959-13-9

1. Micologia médica. 2. Microbiologia. 3. Fungos. I. Titulo. Il. Autoras.

CDD 576

Denise Marques Rodrigues — Bibliotecaria — CRB-3/CE-001564/0

Atualidades em Micologia Médica



https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

APRESENTACAO

A Micologia Médica é um ramo da Microbiologia que estuda os fungos causadores
de doengas em seres humanos e animais, uma area que vem crescendo e ganhando destaque
devido a emergéncia e a reemergéncia de patégenos fungicos, as mudangas nos padroes
epidemiolégicos das doencas, o surgimento de novos aspectos associados aos fatores de
viruléncia, e os avangos tecnolégicos nas pesquisas, os quais tem permitido explorar os
fungos em prismas diferentes.

Nesse contexto, o primeiro volume do livro Atualidades enr Micologia Médica traz um
compéndio de informagdes relevantes acerca dos principais aspectos dos géneros fingicos
de relevancia clinica: Cryptococcus sp., Candida sp., Malassezia sp., Sporothrix sp., Trichosporon sp.,
além dos dermatofitos, os quais sao frequentemente encontrados causando doengas tanto na
medicina humana quanto na veterinaria. Este livto foi construido por uma equipe
multidisciplinar composta por médicos-veterinarios, farmacéuticos, bidlogos, biomédicos e
enfermeiros a fim de integrar todas as areas de conhecimento acerca dos temas abordados.

Atualidades em Micologia Médica é direcionado para todos que tenham interesse em
conhecer, aprofundar e atualizar os conhecimentos a respeito dos patégenos envoltos nas
mais diversas doengas causadas por fungos. Procurarmos aqui compilar achados e dados
atualizados a fim de promover uma melhor compreensao desse universo.

Esperamos que este livro desperte a sede de conhecimento no leitor a procura de

informagoes atualizadas em relagao a Micologia Médica e todas as singularidades descritas.

Excelente leitural

Géssica dos Santos Araiijo

Xhaunlla Maria Qnarignasi Cunba Fonseca
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RESUMO

O complexo de espécies Cryptococcus neoformans é formado por
basidiomicetos, saprofitos, que infectam animais domésticos e
selvagens, além dos humanos. Essas leveduras encapsuladas
desenvolveram diversos mecanismos adaptativos, os quais as
tornaram dotadas de um amplo arsenal de viruléncia, concedendo
a um fungo ambiental a capacidade de infectar hospedeiros
mamiferos. Esse arsenal contribui para a patogenicidade e para a
sobrevivéncia do complexo de espécies C. neoformans nos animais,
através do escape ao sistema imune do hospedeiro e da tolerancia
a terapia antifingica. Presenga de capsula polissacaridica, produgao
de melanina e, mais recente, a formacao de células titd tém tido
destaque entre os fatores de viruléncia de C. neoformans ja descritos.
Dessa forma, nesta revisio serao explorados diversos aspectos de
alguns fatores de viruléncia do complexo de espécies C. neoformans
e a atuagao desses na patogenicidade desse fungo.

VIRULENCE OF cryptococcus neoformans SPECIES COMPLEX:
CAPSULE, MELANIN AND TITAN CELL PRODUCTION.

ABSTRACT

Cryptococens  neoformans  complex species is compound by
basidiomycete, saprophyte, which infect domestic and wild
animals, in addition to humans. These encapsulated yeasts has
developed several adaptive mechanisms, which have given it a wide
virulence arsenal, giving a saprophytic environmental fungus the
ability to infect mammalian hosts. This arsenal contributes to the
pathogenicity and survival of C. neoformans in animals, through the
escape of the host's immune system and tolerance to antifungal
therapy. Presence of polysaccharide capsule, melanin production
and, lately, giant cells formation have been highlighted among the
virulence factors of C. weoformans complex species already
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Keywords: described. Thus, in this review, several aspects of some virulence
Basidiomycete factors of the C. neoformans species complex and their role in the

Capsule pathogenicity of this fungus will be explored.

Thermotolerance
Biofilms

Pathogenicity

1 INTRODUCAO

O complexo de espécies Cryptococcus neoformans é formado por fungos encapsulados
que infecta animais, como gatos, caes, furdes e coalas, assim como seres humanos (ABREU
et al.,, 2017; Schlacks et al., 2019; Zaragoza, 2019).

A ocorréncia nas infecgbes pelo complexo de espécies C. neoformans em animais esta
associado a diversidade de fatores de viruléncia expressos por esse fungo, como a capsula
polissacaridica, a produ¢ao de melanina, a termotolerancia, a formagao de células tita, a
producdo de enzimas extracelulares, entre outros (CASADEVALL et al., 2018; GARCIA-
RODAS etal., 2019; Bloom et al, 2019; KUMARI et al., 2019; Chrissian et al., 2020; TOPLIS
et al., 2020). A capsula polissacaridica dificulta a fagocitose por células do sistema imune
inato, enquanto a produgiao de melanina protege contra o estresse oxidativo da resposta
imune (Camacho et al.,, 2019; Zaragoza, 2019). Ja as células tita impedem a fagocitose e
protegem contra os danos oxidativos (Trevijano-contador et al. 2018).

Todos esses fatores estio relacionados a patogenicidade do complexo de espécies
C. neoformans. Desse modo, a presente revisdo tem como objetivo explorar os aspectos
inerentes aos principais fatores de viruléncia de C. neoformans e a atuagao desses fatores na

patogenicidade dessa levedura nos animais.
2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cryptococcus neoformans

As espécies do género Cryptococens saio amplamente encontradas no meio ambiente,
mas existem dois complexos de espécies que tém sido associados a doengas: o complexo de
espécies C. neoformans e o complexo de espécies C. gattii, sendo o primeiro de maior ocorréncia

no mundo (Desjardins et al., 2017; AGUSTINHO et al., 2018, Zaragoza, 2019).
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A classificagao em “complexos de espécie C. neoformans” tem sido utilizada como
um passo intermediario a nova classificacdo taxonomica de C. negformans proposta por Hagen
etal. (2015), entretanto ainda ndao ha consenso sobre a formacao de novas espécies (HAGEN
et al., 2017; KWON-CHUNG et al., 2017).

Anteriormente, os agentes causadores da criptococose eram divididos em C.
neoformans (C. neoformans var. grubii e C. neoformans var. neoformans) e C. gattii. Entretanto, analises
filogenéticas demonstraram uma alta taxa de complexidade genética entre essas espécies, e
desta forma, foi proposta uma classificagio de sete espécies com base na diversidade
fenotipica e genotipica do complexo de espécies C. neaformans/ C. gattii  HAGEN et al., 2015).

Nesse sentido, C. neoformans lato sensu, passou a compreender as espécies C.
neoformans stricto sensu (antiga var. grubii) e C. deneoformans (antiga var. neoformans). Por outro
lado, C. gattii lato sensu foi separado em cinco espécies: C. gattii stricto sensu, C. bacillisporus, C.
denterogattii, C. tetragattii e C. decagattii (Tabela 1) (HAGEN et al., 2015). Entretanto, Kwon-
Chung et al. (2017) recomendam apenas o uso da nomenclatura complexo de espécies C.
neoformans/ C. gatti, como uma estratégia para reconhecer a importancia da diversidade
genética; assim como para evitar confusio entre a comunidade cientifica. E importante
ressaltar, que extensas comparagoes bioldgicas entre as varias espécies continuam a ser
realizadas (CASADEVALL et al., 2018).

O complexo de espécies C. neoformans tem distribuicao mundial e habita locais ricos
em matéria organica, como fezes de aves, principalmente as de pombos no ambiente urbano,
e em ocos de troncos de arvores em decomposi¢ao, por isso é caracterizado como um micro-
organismo saprofito (REAGAN et al., 2019).

Esses fungos tém capacidade de infectar, além do ser humano, uma variedade de
animais, sejam eles domésticos ou selvagens, ja tendo sido relatado causando infecio em
gatos, caes, furdes, cavalos, camelideos, cabras, ovelhas, gado, golfinhos, coalas e outros
marsupiais (ABREU et al., 2017; Schlacks et al., 2019).

Para causar infec¢ao, o complexo de espécies C. negformans possui um vasto arsenal
de viruléncia, composto por trés fatores primarios: a capsula de polissacarideo, que inibe a
fagocitose; a melanina, que protege de estresses oxidativos; e a capacidade de crescer a
temperatura de 37 °C. Além desses, outros fatores também fazem parte desse arsenal, como
a producao de enzimas, fospolipases e urease principalmente; e as mudangas fenotipicas,
como o desenvolvimento de células gigantes, as células tita, e a formagao de biofilmes

(Desjardins et al., 2017). Por crescer predominantemente no ambiente, C. neoformans interage
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de forma ocasional com os hospedeiros mamiferos. Portanto, muitos de seus fenotipos
associados a viruléncia desempenham papéis na sobrevivéncia ambiental geral (alspaugh et
al,, 2015).

A infec¢ao por complexo de espécies C. neoformans ocorre, predominantemente, por
via respiratoria, pela inalagdo ocasional de basidiésporos ou leveduras dessecadas durante a
exposicado ambiental, e por inoculagdo cutanea raramente (ABREU et al., 2017; Schlacks et
al., 2019).

Ao dispor desses fatores descritos, o complexo de espécies C. neoformans pode
colonizar o pulmao, apds inala¢ao dos conidios, escapar da resposta imune local e sobreviver
no ambiente pulmonar, podendo ocasionar a criptococose pulmonar. Além disso, esses
fungos também podem atravessar a barreia hematoencefalica e se disseminar para o sistema
nervoso central, podendo acarretar na meningoencefalite criptocécica (AGUSTINHO et al.,

2018; ZARAGOZA, 2019).

2.2 Fatores de viruléncia do complexo de espécies C. neoformans

2.2.1 Capsula polissacaridea

A capsula espessa e hidrofilica que recobre a superficie da parede celular do
complexo de espécies C. neoformans é o fator de viruléncia mais importante desse fungo,
contribuindo com aproximadamente 25% da viruléncia total (CASADEVALL et al., 2018;
KUTTEL et al., 2020). Esse fator de viruléncia é tao importante para Cryptococcus spp. que as
classifica¢es em sorotipos sao baseadas em diferencas antigénicas decorrentes de variagoes
estruturais dos componentes capsulares (KUTTEL et al., 2020).

A capsula do complexo de espécies C. neoformans é composta principalmente por
dois polissacarideos, glucuronoxilomanano (GXM) e glucuronoxilomanogalactano
(GXMGal), com tragos de manoproteinas, sendo GXM (1700-7000 kDa) responsavel por
cerca de 90% da massa da capsula e formado pela estrutura de o-(1,3)-manose com
substitui¢des de 3-(1,2)-xilose e de B-(1,2)-acido glucurénico (CASADEVALL et al., 2018;
WANG et al., 2018; KUTTEL et al., 2020).

Esses compostos sao sintetizados principalmente no citoplasma, embora ainda
existam muitos aspectos da sintese da capsula que permanecem desconhecidos. Nos dltimos
anos, ha evidéncias crescentes de que os componentes dos polissacarideos sao sintetizados

no reticulo endoplasmatico e exportados dentro de pequenas vesiculas (AGUSTINHO et al,
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2018; WANG et al., 2018; Zaragoza, 2019). O processo de crescimento capsular ocorre por
varias vias de sinalizagao (cAMP e Hogl) e fatores de transcri¢ao (como Cirl, Nrgl, Ada2 e
Gat201) (TRAVIJANO-CONTADOR et al., 2017).

O tamanho da capsula ndo é constante ¢ muda com as condi¢bes ambientais,
variando de indetectavel a até 30 um. Durante a infec¢do, o tamanho dela aumenta
significativamente, fato que pode ser reproduzido 7 vitro por incuba¢iao em meio com baixo
teor de ferro, ambiente enriquecido com CO,, em soro de mamifero, manitol ou nutrientes
diluidos em pH basico (TRAVIJANO-CONTADOR et al.,, 2017; WANG et al., 2018; Esher
et al., 2018). In vitro, a capsula pode crescer tio rapido quanto 0,3-2,5 pm’/min. A idade
celular influencia nas caracteristicas da capsula, pois a de células mais velhas exibem maior
rigidez e reducgao da permeabilidade (CASADEVALL et al., 2018).

Os componentes capsulares GXM e GXMGal foram implicados na viruléncia de
Cryptococeus spp. como moduladores da imunidade do hospedeiro, inibindo o reconhecimento
e ativacao da resposta imune (WANG et al., 2018). Além disso, GXMGal e manoproteinas
sao altamente diversas e imunogénicas (CASADEVALL et al., 2018).

A explicagdo mais plausivel para a evasao do sistema imune é que a maioria dos
epitopos que se ligam aos receptores dos macréfagos estao na parede celular, e a presenca
da capsula os protege da célula fagocitica (Zaragoza, 2019). Além disso, a capsula também
desempenha um papel importante na sobrevivéncia intracelular, extinguindo os fluxos de
radicais livres no fagossoma (De Leon-Rodriguez et al., 2018; KUTTEL et al., 2020).

A capsula ainda tem importancia na dispersao ambiental do complexo de espécies
C. neoformans, pois, segundo Vij et al. (2018), a presenga de uma capsula reduz a densidade
desse fungo em solu¢bes aquosas de tal forma que também reduz a velocidade de
sedimentagao dessa levedura nas mesmas solugdes, o que poderia favorecer a dispersao

ambiental.

2.2.2 Melanina

A melaniza¢ao no complexo de espécies C. neoformans é considerada um dos mais
importantes fatores de viruléncia juntamente com a capsula polissacaridica, pois atende a
uma infinidade de fungdes, incluindo aumento da forca da parede celular, reducio da

sensibilidade ao calor e ao frio, resisténcia a radiacdo ultravioleta e prote¢ao contra
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predadores ameboides, ou seja, fatores ambientais estressantes (Agustinho et al., 2018; Perez-
Dulzaides et al., 2018; Chrissian et al., 2020).

As melaninas tém altas massas moleculares, cargas negativas e hidrofobicidade e
podem ser de trés tipos principais: 1,8-di-hidroxinaftaleno (DHN) melanina, pioelanina e
3,4-di-hidroxifenilalanina (DOPA) -melanina (eumelanina), sendo esta tltima produzida por
C. neoformans (Lee et al., 2019).

A sintese de melanina ocorre na parede celular de C. negformans por meio da
oxidag¢ao de substancias fenolicas, como L-DOPA, dopamina, epinefrina e norepinefrina em
quinonas que, entdo, se polimerizam em produtos pigmentados de melaninas, sendo
composta de particulas esféricas compactadas, variando de 40 a 130 nm de diametro, que se
encontram dispostas em camadas concéntricas na parede celular (Perez-Dulzaides et al.,
2018; et al., 2019; Chrissian et al., 2020).

A melanina tem ligagdes covalentes com polissacarideos da parede celular, por isso,
quando a sintese de quitina ou quitosana ¢ alterada, as células do complexo de espécies C.
neoformans liberam mais melanina no meio circundante (Camacho et al., 2017; Perez-
Dulzaides et al., 2018; Chrissian et al., 2020). A sintese dessa melanina depende de uma
enzima lacase, a difenol oxidase, codificada por dois genes, LAC1 e LAC2, sendo LAC1 a
principal gene envolvida na produgao deste pigmento. LAC2 pode se localizar na parede
celular na auséncia de LAC1 (Esher et al., 2018; Orner et al., 2019; Zaragoza, 2019).

Em infec¢oes pelo complexo de espécies C. neoformans, as células melanizadas sio
capazes de modular a resposta imune do hospedeiro através de multiplos mecanismos, como:
alteracdo nos perfis de citocinas, redugao da fagocitose mediada por anticorpos, redugdo das
espécies reativas de oxigénio e do efeito dos antifingicos (Camacho et al., 2019; Lee et al.,
2019; Tajima et al., 2019). Além disso, foi relatado que cepas produtoras de melanina
diminuem os linfécitos especificos de Cryptococcus ao suprimir a imunidade das células T e a
producao do fator de necrose tumoral a (TNF-a) por macréfagos (Tajima et al., 2019).

As cepas de Cpyptococcus spp. produtoras de melanina podem suprimir a resposta
imune e a resposta inflamatéria do hospedeiro, e podem resultar em infec¢bes fatais no
sistema nervoso central com danos ao cérebro, enquanto as cepas nio produtoras de
melanina sio menos invasivas (Tajima et al., 2019). Além disso, a terapéutica das infec¢oes
graves por células melanizadas do complexo de espécies C. neoformans sao dificultadas pela
maior tolerancia as drogas antifungicas, como a anfotericina B (Esher et al., 2018; Cordero

et al., 2020).
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2.2.3 Células Tita

As células tita sao células com alteracSes fenotipicas, as quais foram caracterizadas
em infec¢odes pulmonares por Cryptococcus spp. capazes de promover a sobrevivéncia e
disseminag¢do pulmonar (Crabtree et al. 2012; Zaragoza et al., 2013; GARCIA-RODAS et al.,
2019).

Essas células gigantes tém varias caracteristicas que as diferenciam das células de
tamanho normal, como estrutura de capsula alterada, sendo altamente reticulada e tolerante
a métodos quimicos ou fisicos; e espessamento da parede celular, aproximadamente 30-50
vezes mais espessa do que em células normais (Crabtree et al. 2012; Mukaremera et al. 2018).

A alteracao fenotipica em células titd no complexo de espécies C. neoformans ocorre
em resposta a0 ambiente pulmonar 7z vivo, mas o mecanismo de formagao delas ainda precisa
ser completamete elucidado, apesar das vias de sinalizagdo envolvidas na producao de células
de titd terem comecado a ser esclarecidas (Crabtree et al. 2012; GARCIA-RODAS et al.,
2019). Estudos recentes mostram que a produgao de células titd ¢ regulada, em parte, pela
mesma via AMP ciclica central e proteina quinase A (Zaragoza et al., 2013; GARCIA-
RODAS et al., 2019).

Mukaremera et al. (2018) comprovaram um remodelamento em parede celular e na
capsula polissacaridica 7 vive, pois as células titd aumentram a quitina da parede celular, a
qual esta associada a uma resposta imune anti-inflamatoria; e modifcaram a composigao da
parede celular com presenca de mais glucosamina e menos glicose do que as células 7 vitro.
Baixos niveis de galactosamina também foram detectados em carboidratos de células zz vivo
e in vitro (Mukaremera et al. 2018).

As células tita contribuem para a viruléncia através de diferentes mecanismos, como
polarizagao das respostas imunes do tipo Th2, replicagao, resisténcia ao dano oxidativo e
fuga da fagocitose ( Trevijano-contador et al. 2018). Ademais, as células tita sio muito
grandes para serem fagocitadas pelas células imunes do hospedeiro nos pulmées, o que pode
promover a sobrevivéncia # vivo (Crabtree et al. 2012; Zaragoza et al., 2013; GARCIA-
RODAS et al., 2019). Além disso, essas células exibem ligagdo anémola as proteinas do
sistema complemento, o que provavelmente resulta em uma alteragdo na resposta do
hospedeiro induzida pelo complemento, alterando as interagdes patégeno-hospedeiro

(Crabtree et al. 2012; GARCIA-RODAS et al., 2019; trevijano-contador et al. 2018 ).
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Uma limitagao importante para estudar o papel das células tita na viruléncia de C.
neoformans é a dificuldade em produzi-las 7 vitro. Métodos in vitro para induzir a formacao de
células titd envolvem elementos-chave, como: soro fetal bovino em meio de nutrientes
limitados, hipéxia, CO; e lipidios polares (trevijano-contador et al. 2020). E possivel que 7
vitro as células ndo atinjam o mesmo tamanho que células obtidas em infecgdes 2 vivo porque
sao consumidos os nutrientes do meio ou os fatores que favorecem essa alteracdo

morfolégica (Trevijano-contador et al. 2018).

3 CONSIDERACOES FINAIS

Os fungos do complexo de espécies C. neoformans tém afetado seres humanos e
animais ao redor do mundo, e o estabelecimento das infec¢des por esses fungos esta atrelado
aos aspectos ligados ao bindmio agente fungico-hospedeiro, o que destaca a relevancia das
informagoes acerca dos fatores de viruléncia desses patégenos, como a produgao capsula
polissacaridea, de melanina e a formacao de células tita, as quais foram descritas nesta revisao.
Assim, é possivel ressaltar a importancia desses fatores para compreensao da patogenia das

infecgoes fungicas pelo complexo de espécies C. negformans.
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RESUMO

As leveduras do género Candida possuem aproximadamente 150
espécies, sendo esse um grupo parafilico. Estes fungos podem ser
encontrados em diversos ambientes, incluindo a microbiota de
humana e animal. Algumas espécies do género tém relevancia
clinica, uma vez que causam infecgdes em uma gama de espécies,
dentre elas estio: Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida kruses,
Candida tropicalis ¢ Candida glabrata. Estas espécies possuem diversas
caracteristicas que as ajudam no processo de patogenicidade, estas
sao denominadas de fatores de viruléncia.

Keywords:
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Candida spp
Nonalbicans Candida

YEASTS OF THE GENUS Candida: GENERAL ASPECTS,
STRUCTURE, IDENTIFICATION AND VIRULENCE FACTORS

ABSTRACT

The yeasts of the genus Candida have approximately 150 species,
this being a paraphilic group. These fungi can be found in many
environments, including the human and animal microbiota. Some
species of the genus have clinical relevance, since they cause
infections in a range of species, among them are: Candida albicans,
Candida parapsilosis, Candida krusei, Candida tropicalis ¢ Candida
glabrata. These species have several characteristics that help them
in the pathogenicity process, these are called virulence factors.
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1 INTRODUCAO

O género Candida compreende aproximadamente 150 espécies. Estas leveduras sao
diploides, pertences ao Reino Fungi, sub-reino Dikarya, filo Ascomycosta, Classe Saccharomycetes
e a familia Saccharomycetaceae (SCHOCH et al., 2020), e estio associadas a doengas em seres
humanos e animais.

Infecgbes por Candida spp. variam quanto ao tecido atingido, ocasionando desde
colonizagdes superficiais até infec¢des sistémicas (CAVALHEIRO & TEIXEIRA, 2018).
Dentre as espécies causadoras de candidemias, apenas cinco (C. albicans, C. glabrata, C.
tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei) reanem mais de 92% dos casos, sendo a espécie C. albicans
a mais comum, com aproximadamente 62% dos casos (GUINEA, 2014). Candidemias
podem apresentar complicagdes ainda mais graves ao colonizarem tecidos internos do
coragao, levando ao quadro clinico de endocardite fungica por Candida spp., sendo essa
condi¢ao muitas vezes associada a doencgas que acometem as valvas cardfacas (mitral, adrtica,
tricuspide pulmonar) (FOONG ez 4/, 2019).

Para desenvolver todos esses quadros infecciosos, Candida spp. apresentam diversos
fatores de virulénvia, entre eles, formacao de biofilme, proteinas relacionadas a tolerancia ao
estresse, enzimas hidroliticas (proteases, lipases, hemolisinas) e producao de toxinas
(CAVALHEIRO & TEIXEIRA, 2018; Staniszewska, 2020).

Assim, em consequéncia de sua relevancia clinica, carater oportunista e residéncia
na microbiota natural, além dos diversos fatores de viruléncia relatados, o objetivo desta
revisao ¢ trazer informacOes relevantes acerca dos diversos aspectos das espécies de maior

incidéncia, bem como seus fatores de viruléncia e métodos precisos de identificagao.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Género Candida

O género Candida compreende aproximadamente 150 espécies. Estas leveduras sao
diploides, pertences ao Reino Fungi, sub-reino Dikarya, filo Ascomycosta, Classe Saccharomycetes
e a familia Saccharomycetaceae (SCHOCH et al, 2020). Quanto as suas caracteristicas

macroscopicas, possuem colonias glabras de coloracao branca. Microscopicamente, sio
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unicelulares, e grande parte das espécies apresentam pseudohifas em sua estrutura
microscopica (Figura 1). Estas leveduras podem ser encontradas em diversos ambientes,
incluindo a microbiota de seres humanos e sao consideradas como agentes oportunistas de

infec¢oes (KURTZMAN; FELL; BOEKHOUT, 2011).

Figura 1 — Colo6nia e microscopia do género Candida. A- Colonias de leveduras do género
Candida em agar batata. B- Microcultivo de Candida parapsilosis lato sensu em agar corn-meal
acrescido de Tween 80%

Fonte: Graca-Filho, 2020.

Infec¢oes por Candida spp. variam quanto ao tecido atingido, ocasionando desde
colonizagdes superficiais até infec¢oes sistémicas (CAVALHEIRO & TEIXEIRA, 2018).
Em casos de candidiase cutaneo-mucosa, ha o acometimento de pele, unhas, mucosas
orofaringeas e genitais. Dentre os citados anteriormente, se destacam casos de candidiase na
cavidade oral e vulvovaginites, representando as infec¢des fungicas predominantes em
ambos os sitios. Quadros de candidfase mucocutanea estio associados a maus habitos
higiénicos, imunossupressao e altera¢oes na microbiota residente (Talapko, 2021).

Ao atingirem a corrente sanguinea, as infec¢oes por Candida spp. sao denominadas
candidemias, consistindo uma grave ameaca a saide puiblica por necessitarem de longos
periodos de internagao e apresentarem altas taxas de morbimortalidade que variam de 15-
30% em adultos e 10-15% em neonatais (GIOLO & SVIDZINSKI, 2010; GUINEA, 2014).

Dentre as espécies causadoras de candidemias, apenas cinco (C. albicans, C. glabrata, C.
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tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei) reanem mais de 92% dos casos, sendo a espécie C. albicans
a mais comum, com aproximadamente 62% dos casos (GUINEA, 2014).

Candidemias podem apresentar complicagdes ainda mais graves quando atingem os
tecidos internos do coragao, levando a um quadro clinico de endocardite fungica por Candida
spp., sendo essa condi¢ao muitas vezes associada a doengas que acometem as valvas cardiacas

(mitral, adrtica, tricuspide pulmonar) (FOONG ef al., 2019).

2.1.1 Candida albicans

Candida albicans é um microrganismo comumente comensal da microbiota de
humanos e de alguns mamiferos. Esta espécie coloniza a superficie da mucosa de individuos
saudaveis e ¢ considerada como um componente normal da microbiota do trato
gastrointestinal e das vias geniturinarias (KAM; XU 2002). C. albicans se reproduz,
predominantemente, de forma assexuada, por formacao de clones (MATA ef al., 2000).

A espécie de C. albicans difere das demais Candida spp. por apresentarem,
principalmente, uma importante caracteristica, esta espécie pode existir em trés fases:
levedura, pseudo hifa e hifa (polimorfismo). A flexibilidade do micélio é um fator
determinante da resisténcia ao antifungicos e importante durante o processo de infeccao
(SAGHROUNI ¢ al, 2013; THOMSONS e al, 2015). Por conta desta variedade
morfologica, a C. albicans consegue adaptar-se a diversos ambiente microecologicos (CHEN
et al., 2020).

As células de levedura, morfologia padrao na maioria das condi¢Oes 7 vitro, sio
redondas ou ovdides, tém uma morfologia unicelular, podendo estar envolvidas na formagao
de biofilmes, com toxicidade, ou permanecer de forma simbidtica na pele, vagina ou cavidade
oral (ANDES ez al, 2012; CHEN ez al, 2020). Ja as células encontradas como pseudo hifas
tem formas longas, elipticas e multicelulares, podendo ser induzidas a pH 6,0, temperatura
de 35°C e em meio pobre em nitrogénio e solido (SOL; STASL; BEDELL, 1978; SUBDERY,
2001). Segundo Chen et al, (2020) as pseudohifas de C. albicans podem variar vastamente
quanto a sua largura e comprimento, de modo que, em um extremo, se assemelham a hifas
e, em outro, assemelham-se a brotamentos alongados de blastoconideos. Assim, as
pseudohifas possuem largura de cada segmento do micélio inconstante, sendo mais larga no

centro do que nas extremidades (CHEN ez @/, 2020).
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As células da hifa de C. albicans assumem formas tubulares e multicelulares, que
podem ser induzidas quando submetidas a 37°C, em contato com N-acetil-glucosamina,
baixa disponibilidade de oxigénio, alta disponibilidade de CO, e pH alcalino, 7 vitro (NAMBA
et al., 2009; KONG et al., 2016). A hifa se desenvolve a partir de uma célula de levedura nio
germinada, sem constricao colo da célula mie e com lados paralelos ao longo de seu
comprimento (CHEN ez a/, 2020).

Além disso, a C. albicans se destaca das demais por apresentar clamidoconidios, que
sao células esféricas com parede celular dupla e relacionadas a resisténcia. Estas estruturas
podem ser encontradas na regiao terminal das hifas ou aparecer de forma intercalada na
estrutura hifal. Os clamidoconidios nao possuem fun¢ao bioldgica conhecida e descrita na
literatura e pouco se sabe sobre seu desenvolvimento. Estas formas tém sido relatadas
ocasionalmente em hospedeiros humanos sem indicios de uma participagao direta no
processo de infec¢io e patogenicidade da C. albicans (STAIB; MORSCHHAUSER, 2007).
Estes microrganismos mostram-se altamente adaptados, podendo assim causar desde

disfungdes fisioldgicas até infecoes invasivas graves. (VARANO ez al.,, 2019).

2.1.2 Candida spp. nao-albicans

Apesar de Candida albicans ser o patdégeno mais representativo entre o género,
levantamentos clinicos vém reportando uma ascendéncia de cepas nao-albicans em infecgoes,
tendo como espécies mais expressivas: Candida glabrata, Candida parapsilosis lato sensu, Candida
krusei e Candida tropicalis (Deorukhkar, 2014; GUINEA, 2014; WHALEY, 2017). Acredita-se
que esse aumento na incidéncia decorra de diferentes fatores como imunossupressao, longos
tratamentos com antibidticos e uso excessivo de drogas antifungicas. Embora sejam
consideradas menos patogénicas devido a menor ou incapacidade de produzir filamentos
densos, cepas de Candida nio-albicans demonstraram progressivamente a producao de fatores
de viruléncia uma vez atribuidos a C. a/bicans, além de uma expressiva resisténcia ao grupo
de antifungicos azodlicos, evidenciando a importancia clinica de conhecer esses
microrganismos (Deorukhkar, 2014; WHALEY, 2017; Banerjee, 2019; KADOSH, 2019).

Dentre as espécies nao-albicans, C. glabrata é a mais comumente isolada de pacientes
com candidemia na América do Norte e Norte da Europa, com exce¢io apenas na América
Latina, totalizando 29% dos casos de candidemia mundial (WHALEY, 2017, KUMAR,
2019). Inicialmente nomeada como Cryptococcus glabrata e alternando para Torulopsis glabrata, a

nomenclatura da levedura foi concluida como Candida glabrata uma vez que que a formagao
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de pseudohifas nao foi critério confiavel para classificar leveduras em nivel de género, onde
os generos Torulopsis e Candida foram fundidos sob o nome do género Candida IKUMAR,
2019). Morfologicamente apresentam-se como pseudohifas ou blastoconideos de tamanho
pequeno (1-4 um) caracterizadas pela auséncia de hifas verdadeiras e apresentando colonias
brancas grandes e brilhantes de rosa palido a violeta em meio cromogeénico. C. glabrata
representa um emergente patogeno e segunda maior agente etioldgico da candidiase
vulvovaginal (WHALEY, 2017; KUMAR, 2019)

Devido a heterogeneidade genética referente a genes polimorficos, cepas de C.
parapsilosis lato sensu foram agrupadas taxonomicamente, formando o complexo Candida
parapsilosis, composto pelas espécies C. parapsilosis sensu stricto, C. orthopsilosis e C. metapsilosis,
sendo suas diferencas ainda pouco compreendidas (TAVANTI et al., 2005). Candida
parapsilosis é de particular importancia, pois formam biofilmes em cateteres venosos centrais
(CVCs) e outros dispositivos médicos implantados, ameagando assim os pacientes que foram
submetidos a procedimentos médicos invasivos e intervencdes (TOTH, 2019). E
reconhecido o isolamento de Candida parapsilosis em maos humanas, apontando sua
capacidade de transmissao por profissionais da saude, que aliado a sua habilidade para formar
biofilmes recalcitrantes a drogas antifingicas, torna-se uma ameaga para neonatos, pacientes
receptores de transplantes e pacientes que necessitam de nutri¢ao parenteral (PRISTOV &
GHANNOUM, 2019).

C. parapsilosis compde uma reconhecida ameaga a populagdo pediatrica, sendo
responsavel por 17-50% de todas as fungemias em lactentes e neonatos, além de ser a
segunda maior a segunda maior causadora de candidemias em alguns paises da Europa e
América Latina (GUINEA, 2014; PRISTOV & GHANNOUM, 2019). No Brasil, a C.
parapsilosis é responsavel por 15-30% das ocorréncias de candidemias (COLOMBO ez 4/,
2013). Morfologicamente, espécies do complexo C. parapsilosis lato sensu podem ser
encontradas nas formas de blastoconideos e pseudohifas e apresentam coloragao branco e
rosa em meio cromogénico (TOTH, 2019)

Candida krusei pode ser encontrada na forma de blastoconideo ou pseudohifas,
sendo incapazes de formar hifas verdadeiras. Apresentam colonias grandes, planas,
espalhadas, rosa palido com superficies foscas em meio cromogénico. F um saproéfito
facultativo, amplamente distribuido na natureza, sendo geralmente considerado como um
comensal humano transitério e um habitante da mucosa em individuos saudaveis.

Representantes dessa espécie possuem resisténcia intrinseca ao fluconazol, enquanto
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também desenvolve rapidamente resisténcia a outras drogas antifingicas (CAVALHEIRO
& TEIXEIRA, 2018; JAMIU, 2021).

Candida tropicalis tem sido amplamente considerada a segunda espécie de Candida
mais virulenta, apenas precedida por C. albicans, devido a sua capacidade de formar hifas
verdadeiras e biofilmes densos que aderem a mucosa epitelial e endotelial, dentre outros
fatores de viruléncia associados a C. albicans. C. tropicalis tem sido considerado um
microrganismo osmotolerante e essa capacidade de sobreviver a altas concentracao de sal
promove a persisténcia do fungo em ambientes hipersalinos, contribuindo para a expressao
de fatores de viruléncia 7 vitro e resisténcia a antifungicos. Taxonomicamente estao mais
proximas de C. albicans ¢ morfologicamente apresentam-se em formas de blastoconideos,
pseudohifas ou hifas verdadeiras, com colonias azuis opaco em meio cromogénico. E um
dos principais agentes de candidiase, destacando-se em casos de infecgbes da corrente

sanguinea e urinaria em pacientes hospitalizados (ANN Chai, 2010; ZUZA-Alves, 2017).

2.2 Identificagao

A identificagao laboratorial de cepas de Candida spp. é tradicionalmente realizada
por testes fenotipicos baseado nas caracteristicas macro e micromorfologicas, além de testes
bioquimicos (ZHAO et al., 2017). O uso de meios de cultura diferenciais como CHROMagar
Candida® para a identificacdo sugestiva de espécies de Candida spp. diretamente de amostras
clinicas, demonstra eficiéncia em ambientes com recursos limitados, proporcionando
resultados rapidos e de grande utilidade no desenvolvimento de estratégias terapéuticas
direcionadas NADEEM, 2010).

Sistemas de identificagdo automatizados sio de grande utilidade na rotina em
laboratérios de microbiologia clinica, como 17tek2 sistema ID YST (bioMérienx, Franga),
proporcionando uma rapida identificacado de isolados clinicos baseados nas propriedades
fenotipicas do micro-organismo em compara¢ao a um banco de dados para diferentes taxons
e podendo fornecer resultados e identificacao de suscetibilidade em apenas 5 horas. Ademais,
vale ressaltar algumas desvantagens, como, banco de dados limitados e erros na identificagdao
de algumas espécies (DURAN-VALLE e al, 2014).

Técnicas ainda mais robustas como o MALDI-TOF MS e técnicas moleculares
compdem atualmente os métodos mais precisos para a identificacao de leveduras do género
Candida. A espectrometria de massa MALDI-TOFY (Matrix Assisted Laser Desorption lonization

Time-of-Fligh?) ¢ uma técnica analitica fisica capaz de fornecer a identificacao dos géneros e
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espécies de fungos de forma rapida e eficaz, além de fornecer outras informacdes uteis para
o diagnéstico clinico, como genotipagem. Entretanto, exige altos custos financeiros,
manutengao e treinamento operacional do sistema, além de limita¢es no banco de dados. Ja
técnicas baseadas em biologia molecular como PCR (reacio em cadeia da polimerase) e
sequenciamento da regido 288 ntDNA e I'TS constituem o padrio ouro para identifica¢ao

de leveduras coletadas de um laboratério de microbiologia clinica (ZHAO et al., 2017).

2.3 Fatores de viruléncia

Pode-se definir fatores de viruléncia como “arsenais” ou “maquinarios” de
microrganismos que estido envolvidos na patogenicidade, conferindo a eles mais capacidade
de burlar as defesas do hospedeiro e criar condigées adequadas para a sua propagacao,
crescimento e desenvolvimento nos tecidos infectados. Assim a viruléncia de um
microrganismo se da pelo resultado de uma multiplicidade de fatores que atuam
concomitantemente para vencer as barreiras do hospedeiro (NAGLIK; ALBRECHT;
BADER 2004; SCHALLER ef al, 2005). Dentre os principais fatores de viruléncia em
espécies de Candida, se destacam a presenca de parede celular, dimorfismo, formagao de
biofilme, proteinas relacionadas a tolerancia ao estresse, enzimas hidroliticas (proteases,
lipases, hemolisinas) e produgao de toxinas (CAVALHEIRO & TEIXEIRA, 2018;
Staniszewska, 2020).

A parede celular estd encarregada de conferir protecio contra agentes fisicos,
quimicos e biolégicos do meio, contribuindo para a patogenicidade, interagao célula-
hospedeiro, resposta imune e dinamismos durante o processo de crescimento e estresse
celular. Os principais constituintes desta parede sdao: polissacarideos, glicanos, mananas e
quitinas (NATHER; MUNRO, 2008). Manoproteinas e mananas sio geralmente distribuidas
ao longo da superficie da parede celular, ja a camada mais interna é composta, principalmente
de quitina e glicanos (POULAIN; JOUAULT 2004; LENARDON ¢ 4., 2010).

A quitina é um componente essencial para o desenvolvimento, crescimento e
viabilidade de fungos patogénicos (LENARDON ez a4/, 2010) A plasticidade da parede celular
¢ estabelecida pelas moléculas de glicano, sendo esta também responsavel por interacio
hospedeiro-levedura, além de desemprenhar um papel crucial no equilibrio sapréfito, no

parasitismo, na resisténcia a medicamentos e infeccao (POULAIN; JOUAULT 2004).
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Genes da biossintese do ergosterol (principal esterol da membrana fungica)
desempenham um papel importante no estresse celular e sio essenciais para a patogénese de
leveduras do género Cundida, especialmente quando associadas a producio de enzimas
hidroliticas como proteases e fosfolipases. Essas enzimas contribuem para a invasio do
tecido do hospedeiro digerindo ou destruindo as membranas celulares e degradando as
moléculas da superficie do hospedeiro (Staniszewska, 2020).

Existem varios métodos para avaliagio enzimatica da producdo dessas enzimas,
como por exemplo a avaliacio da producdo de proteases 7 vitro. Este consiste na utilizagao
de um meio de cultura contendo albumina sérica bovina (BSA — Sigma, USA), assim ¢
observado a formac¢ao de uma zona de precipitagao (Pz) ao redor da colonia, quando a

atividade de proteases ¢ positiva (Figura 2) (AOKI ez al, 1994).

Figura 2 - Avalia¢ao da producio de enzimas proteoliticas em meio BSA

Legenda: Pode-se observar uma zona esbranquicada e opaca (halo), sendo indicativa de atividade enzimatica.
A linha azul expressa o didmetro da colonia e a vermelha o didmetro total, quando mensurados os didmetros
da colonia e do halo de precipitacio. Fonte: Centro Especializado em Micologia Médica (CEMM), 2017.

No caso da avaliacao da producio de fosfolipases, existe um método descrito por
Price et al. (1982) que utiliza agar Sabouraud dextrose acrescido de gema de ovo, a qual é rica
em fosfolipidios. Assim o fungo é semeado neste meio e quando ha atividade enzimatica é
possivel observar uma densa zona de precipita¢ao (Pz) ao redor da colonia.

Estas enzimas alteram, danificam e até mesmo destroem a integridade da membrana
plasmatica do hospedeiro, interrompendo as atividades fisiologicas celulares. Leveduras

como C. albicans e C. tropicalis, que sio capazes de promover a filamentagao, conseguem
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penetrar em tecidos, o que, possivelmente esta associado com a eficacia destas enzimas
hidroliticas em promover a disseminagdao do fungo (CAMPOS; BARONI, 2010).

A adesao da levedura ao tecido se da através de uma combinacao de interagoes
especificas e ndo especificas, bem como as interacOes eletrostaticas e hidrofébicas da
superficie celular (GONG e al, 2020). As adesinas sio componentes de Candida spp. que
auxiliam no reconhecimento e colonizac¢ao de tecidos do hospedeiro, elas constituem um
importante fator na manutencao dos estados comensais e patogénicos (DEHULLU e7 4/,
2019). Estas interagoes entre leveduras do género Candida e a superficie celular do hospedeiro
sao mediadas por componentes da parede celular do fungo (BRAUNER ez a/, 2018). As
adesinas, sdo cruciais na coloniza¢do e formacgdo de biofilme, um importante fator de
viruléncia para candidiase (Staniszewska, 2020).

Biofilme fungico ¢ uma comunidade complexa e dinamica de células aderidas a um
substrato, bidtico ou abidtico, e protegidas por uma matriz extracelular (MEC). As etapas de
formacao do biofilme sao as seguintes: adesao, coloniza¢ao, produgao de matriz extracelular,
maturagao e dispersio (RAMAGE ez al, 2012).

Acreditava-se que a maioria dos microrganismos vivia de uma maneira autbnoma,
tanto no ambiente como no hospedeiro, a chamada forma planctonica. Contudo, ha mais de
duas décadas, descobriu-se que microrganismos em seu habitat natural podem viver em
comunidades microbianas sésseis, chamadas de biofilme. Essa descoberta tornou-se
particularmente importante, uma vez que foi atribuida a patogenicidade de muitas
enfermidades (RAMAGE ez al,, 2012, SUN et al., 2013).

O seu principal atributo ¢ a produc¢ao da matriz extracelular, cuja composi¢ao varia
dependendo da espécie fungica, reduzindo a capacidade de penetragao, permitindo ao fungo
montar estratégias de sobrevivéncia ou tolerancia, podendo surgir, desse modo, as células
persistentes. A resisténcia do biofilme fingico é complexa e envolve varios mecanismos,
dentre eles a superexpressao da bomba de efluxo codificadas pelos genes CDR7, CDR2 e
MDRT, ainteragao com o sistema imunolégico do hospedeiro e a expressao de proteinas que
conduzem a filamentagao (RAMAGE e7 a/, 2012; SUN et al., 2013). A complexa interagao
com fatores externos e a resisténcia de biofilmes de Candida spp., principalmente envolvendo
antifungicos ja estabelecidos na terapéutica como azolicos e equinocandinas, constituem os
maiores desafios no ponto de vista clinico. Ainda ha muito a ser explorado no assunto, como

aspectos sobre a formagao de biofilmes por espécies de Candida nao-albicans, cujo estudo esta
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décadas atrdas do de C. albicans (CAVALHEIRO & TEIXEIRA, 2018; PRISTOV &
GHANNOUM, 2019).

3 CONSIDERACOES FINAIS

As leveduras do género Candida estio rotineiramente presentes no ambiente, nas
microbiotas e associadas as doengas tanto em seres humanos quanto em animais. Conhecer
os aspectos morfolégicos e os fatores de viruléncia dessas espécies é de suma importancia
para identificacdo e associa¢ao aos dados clinicos das infec¢oes por Candida spp. Assim, este
capitulo ressalta os principais fatores de identificacdo e os aspectos de viruléncia das diversas

espécies de Candida associadas a doengas.
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RESUMO

Dermatofitose ¢ uma micose superficial dos tecidos queratinizados
causada por dermatofitos. E uma doenca cosmopolita, contagiosa
e zoonotica, sendo sua incidéncia, prevaléncia e espécies fungicas
envolvidas determinados por fatores geoclimaticos e sociais.
Possui alta prevaléncia em humanos e outros animais, ocasionando
les6es que vao desde simples alopecia nao pruriginosa a quadros
generalizados e graves, por vezes associados a infecgdes
secundarias. As espécies mais comumente isoladas em culturas
fangicas de caes e gatos sao Microsporum canis, M. gypseum e
Trichophyton mentagrophytes var. mentagrophytes, dependendo da regiao
geografica e dos reservatorios naturais presentes. Os sinais clinicos
sao: prurido, eritema, escamas e crostas associadas a alopecia. O
padrio lesional é o "ringworm" — configuracdo anular, de
crescimento centrifugo, com papulas e crostas na periferia. O
diagnoéstico laboratorial é feito através do exame direto para
visualiza¢ao e caracterizacao de hifas e artroconidios, e do cultivo
micoldgico para a evidenciagio das estruturas de frutificacio e/ou
ornamentagao. O tratamento ¢ feito com antifingicos e a terapia
sistémica deve ser associada a topica nos quadros disseminados e
recidivantes. Os principais medicamentos utilizados —sdo:
itraconazol, griseofulvina, miconazol, cetoconazol e a terbinafina.
O objetivo foi caracterizar a clinica, o diagnostico e o tratamento
de animais com dermatofitose. Os métodos utilizados nas
pesquisas deram-se por intermédio de um levantamento
bibliografico sobre a dermatofitose na medicina veterinaria.
Conclui-se que a dermatofitose figura entre as principais
dermatopatias nos animais, sendo a sua rapida identificagdo e
correto tratamento cruciais para cura dessa zoonose.
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DERMATOPHYTOSIS: CLINIC, DIAGNOSIS AND TREATMENT

ABSTRACT

Dermatophytosis is a superficial mycosis of keratinized tissues
caused by dermatophytes. It is a cosmopolitan, contagious and
zoonotic disease, and its incidence, prevalence and fungal species
involved are determined by geoclimatic and social factors. It has a
high prevalence in humans and other animals, causing lesions that
range from simple non-pruritic alopecia to generalized and severe
conditions, sometimes associated with secondary infections. The
most isolated species from fungal cultures of dogs and cats are
Microsporum  canis, M. gypseumr and Trichophyton mentagrophytes var.
mentagrophytes, depending on the geographic region and the natural
reservoirs present. Clinical signs are pruritus, erythema, scales and
crusts associated with alopecia. The lesion pattern is the
"ringworm" — annular configuration, with centrifugal growth, with
papules and crusts on the periphery. The laboratory diagnosis is
made through direct examination for visualization and
characterization of hyphae and arthroconidia, and mycological
culture for evidence of fruiting and/or ornamentation structures.
Treatment is with antifungals and systemic therapy should be
associated with topical therapy in disseminated and relapsing cases.
The main drugs used are itraconazole, griseofulvin, miconazole,

Keywords: . o .

) ketoconazole and terbinafine. The objective was to characterize the
Dermatophytosis clinic, diagnosis and treatment of animals with dermatophytosis.
Microsporum spp. The methods used in the research were carried out through a
Trichophyton spp. bibliographic survey on dermatophytosis in veterinary medicine.
Di . Results: It is concluded that dermatophytosis is among the main

1agnostic . . . . . Sy . .
skin diseases in animals, and its rapid identification and correct
Antifungal : : ; ;
treatment are crucial for curing this zoonosis.
1 INTRODUCAO

Dermatofitos sao os tnicos fungos capazes de invadir, colonizar e causar lesdes em
tecidos queratinizados de humanos e outros animais (WEITZMAN et al. 1995; BALDA,
2016). Sao patdégenos oportunistas que produzem fatores de viruléncia para deflagrar uma
infeccio (CHINNAPUN, 2015). A forma classica de identificacdio preconiza que os
dermatofitos, e seus parentes congénitos nao patogeénicos, estdo alocados nos géneros
Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton (METIN & HEITMAN, 2016). Ademais, sio
classificados em geofilicos, zoofilicos e antropofilicos de acordo com seu habitat natural

(WEITZMAN et al. 1995).
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Gatos sao reservatorios de M. canis por poderem apresentar cultura positiva para
esse fungo, sem nenhum sinal clinico aparente, inclusive, gatos higidos podem carrear M.
canis em seu meato acustico externo sem a presenca de sinais clinicos de otite. Felinos da raca
Persa sio os mais acometidos entre os gatos, podendo apresentam quadros recidivantes e
graves (BALDA, 2016; SEYEDMOUSAVI et al. 2018). Os animais assintomaticos com
dermatofitose sao preocupantes, pois estima-se que 50% das pessoas expostas a esses animais
possam infectar tanto humanos como outros animais, e, assim, contribuir para os casos de
surtos de dermatofitoses (GNAT et al. 2021). Nos animais, as principais manifestagdes
clinicas da dermatofitose sio lesGes alopecias, eritematosas e descamativas. Além disso, as
lesGes podem ser focais, multifocais ou generalizadas (TAWFIK et al. 2020).

O diagnostico das dermatofitoses podera ser feito durante o atendimento médico
veterinario através do exame direto, com a visualizacdo de estruturas fungicas parasitando os
pelos, a pele ¢/ou as unhas dos animais (MORIELLO, 2001). A dermatofitose pode ser
autolimitante em animais higidos, porém animais com doencas de base necessitam de
tratamentos longos e multimodais, a saber: oral, topico e ambiental (MORIELLO, 2004). O
entendimento clinico e o correto diagnostico sao crucias para estabelecer a conduta adequada
do tratamento, bem como, prevenir e controlar fomites da infecgao. O objetivo do presente

estudo foi caracterizar a clinica, o diagndstico e o tratamento de animais com dermatofitose.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Apresentagdes clinicas da dermatofitose nos animais

Os aspectos clinicos das lesdes dermatofiticas sdo variaveis e dependem da
associacao da degradacdo da queratina combinada a resposta inflamatéria, isso pode ocorrer
de maneira intensa ou nio, dependendo da interacio do bindémio parasito/hospedeiro
(BARANOVA et al. 2018). Assim, as apresentacdes clinicas se correlacionam aos fatores:
espécie, sitio anatomico e estado imunoldgico do hospedeiro (REIS et al. 2019).

Apesar das lesoes da dermatofitose em animais serem variaveis, os sintomas clinicos
comumente relatados sao alopecia, eritema e descamacao (BAJWA, 2020). Em caes, as lesoes
causadas por dermatofitos, possuem predileciao a acometer com maior frequéncia as regides
faciais, tronco e membros (CUNHA et al. 2019), em gatos, possuem predile¢ao a acometer
face e regidao distal dos membros com caracteristica inflamatéria e descamativa (PAL;

MAHENDRA, 2017).
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2.2 Métodos empregados no diagnéstico das dermatofitoses nos animais

O diagnéstico das dermatofitoses pode ser feito com a utilizagao da lampada de
Wood, pesquisa de esporos e hifas através do exame direto, cultivo micolégico ou exame
histopatologico (MATTEI et al. 2014). A lampada de Wood ¢ amplamente utilizada na clinica
veterinaria como um método de triagem e acompanhamento da eficacia do tratamento para
dermatofitose por M. canis, sendo um exame rapido e simples. A luz ultravioleta reage com
alguns metabdlitos fungicos (triptofano) apresentando fluorescéncia, porém um teste
positivo é apenas sugestivo, nao diagnoéstico (FERREIRO et al. 2016).

O exame direto ¢ feito em pelos e escamas, podendo ser utilizadas substancia
clarificantes (hidréxido de potassio 10% ou 20%). Os achados microscépicos podem ser
invasdo fungica em haste pilosa e a presenca de hifas e/ou artroconidios. Testes feitos em
pelos fluorescentes na lampada de Wood demonstram facilmente uma infec¢ao ectotrix, pois
M. canis apresenta formacao de esporos na superficie dos pelos (BALDA, 2016).

O cultivo micolégico é o padrao ouro para o diagnéstico da dermatofitose e devera
ser feito para a evidenciacdo das estruturas de frutificacdo e/ou ornamentacio. Em alguns
casos se faz necessario o microcultivo em lamina e o estudo das necessidades nutricionais
dos dermatofitos (GNAT et al. 2018). Porém, essa pratica laboratorial ndo demonstra ser
factivel na rotina clinica, pois um tratamento para dermatofitose requer sucessivas culturas;
desse modo utiliza-se com mais praticidade e celeridade os testes rapidos para dermatofitos.
As amostras poderdo ser obtidas por avulsao do pelame, raspado superficial das lesdes ou
pelo método Mackenzie — utilizando escova de dente ou carpete (MORIELLO et al. 2017).

Exames histopatologicos de pele podem diagnosticar até 80% dos casos de
dermatofitose em gatos. A amostra devera ser retirada do centro da lesio e os achados

geralmente sao esporos fungicos e hifas (MORIELLO, 2004).

2.3 Fatores de Viruléncia

2.3.1 Producao de enzimas

O pH 4acido da pele estimula o dermatéfito a adaptar e modificar o pH, por meio
das liberagoes enzimaticas (AL-KHIKANI et al. 2020). Os dermatéfitos produzem e

secretam inumeras enzimas, dentre as mais conhecidas estdo queratinase, protease, lipase,

Atualidades em Micologia Médica




DNase e hemolisinas (RAMOS et al. 2020). As enzimas sdo esséncias para garantir a fonte
de substrato nutritivas aos agentes causadores da dermatofitose e permanecer no estrato
cérneo do hospedeiro (GNAT et al. 2019). Assim, as queratinases produzidas pelos
dermatéfitos degradam a queratina, presente na pele e anexos do hospedeiro, em
aminoacidos, sendo assimilados pelo fungo. Ja as proteases, auxiliam no processo de adesio
do tecido do hospedeiro (GNAT et al. 2018).

Com relacio as lipases, essas enzimas auxiliam para que os dermatofitos penetrem
em camadas da epiderme em busca de regides com fontes de proteinas. A DNase estd
relacionada ao desenvolvimento da fase inicial da infeccao. As hemolisinas atuam no
equilibrio entre a resisténcia da célula do hospedeiro e a capacidade fungica em tentar
diminuir a resposta imune (LAGOWSKI et al. 2019).

As enzimas desempenham um papel importante na patogénese dos dermatofitos
que podem ser usados como testes diagnodsticos para diferenciar diferentes espécies de

dermatofitos, e o entendimento da agao dessas enzimas pode fornecer dados cruciais para o

entendimento, identifica¢ao e combate desse fungo (AL-KHIKANI et al. 2020).

2.3.2 Capacidade de formar biofilme

Os biofilmes sdao comunidades microbianas aderidas a um substrato biético ou
abibtico envolto por uma matriz extracelular polimérica (IKARYGIANNI et al. 2020). A
matriz ¢ constituida por polissacarideos, lipideos, proteinas e DNA extracelular, secretados
pelas células sésseis (HU et al. 2018). Essa comunidade possui maior tolerancia aos
antimicrobianos em comparagao com células planctonicas, sendo associada aos casos de
persisténcia de infecgdes (BRILHANTE et al. 2018).

A capacidade dos micro-organismos em formar biofilme oferece prote¢ao contra o
ambiente externo, estresses fisicos e quimicos (KRSMANOVIC et al. 2021). Costa-Orlandi
et al (2014) apresentou que os dermatofitos sio capazes de formar biofilme 7z vitro, em
espécies de Trichophyton rubrum e de Trichophyton mentagrophytes.

Estudos de Brilhante e 2/ (2018) demonstraram que os dermatofitos das espécies
de M. canis, M. gypseuns, I. rubrum, T. tonsurans e T. mentagrophytes foram capazes de formar
biofilmes tanto zz vitro quanto ex vive, e por meio de analises microscopicas foi possivel
observar que os biofilmes sio constituidos por uma densa camada hifas entrelagadas e
conidios recobertos por matriz extracelular polimérica (MEC). Esses biofilmes apresentaram

tempo de maturacao de 72h 7 vitro e 21 dias no ex vivo. Estudos utilizando modelos in vitro
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e ex vivo demonstraram que a adesao dos artroconidios aos queratinécitos dependem do
fator tempo, além de apresentarem biofilmes diferentes (BRILHANTE et al. 2017).
Brilhante e# @/ (2018) e Castelo-Branco e a/ (2020) apresentaram em estudo, i vitro
e ex vivo, a diminuicdo na responsividade as drogas antifingicas em biofilme quando
comparado a forma planctonica dos dermatéfitos. Dessa forma, diante da protegdo e da
resisténcia que o biofilme confere ao micro-organismo, faz-se necessaria a busca por novas

estratégias que visem a inibi¢ao desse patogeno.

2.4 Tratamento farmacolégico de dermatofitose nos animais

A tosa de gatos se faz necessaria para uma maior eficacia do tratamento e remog¢ao
de pelos infectados, tomando-se sempre o cuidado de nao agravar a infecgao por lesdes
infligidas na pele (MORIELLO et al. 2017).

O tratamento da dermatofitose pode setr topico e/ou oral. Por se tratar de uma
doenga infecciosa e devido a grande resisténcia ambiental dos artroconidios, torna-se
necessario o uso de banhos medicamentosos, porém, o tratamento oral ¢ imprescindivel nos
casos disseminados devido a dificuldade de detec¢ao completa das lesées (MORIELLO;
DeBOER, 2012). Os animais contactantes deverao fazer somente tratamento topico, € o
ambiente devera ser rigorosamente limpo com substincias capazes de destruir os
artroconidios ambientais (REIS et al. 2013).

A dermatofitose pode ter cura espontianea dentro de 60 a 100 dias apds infeccao
em animais imunocompetentes (MORIELLO, 2001). Caes e gatos em tratamento geralmente
apresentam melhora clinica em 4 a 8 semanas do inicio da terapéutica, porém suas culturas
podem apresentar-se positivas por mais tempo. Desse modo, a monitoracao clinica devera
ser feita através de sucessivas culturas, a comegar com 3 a 4 semanas do inicio da terapia, até
apresentarem 2 ou 3 culturas negativas sucessivas (BALDA, 2016).

Os principais medicamentos topicos utilizados sao xampus, rinses e mousses; 08
principios ativos sao: Cetoconazol 2%, Miconazol 2%, Enilconazol 0,2%, Climbazol 0,5% e
Clorexidine 2% com Miconazol 2%. Ja o tratamento oral ¢é feito com Griseofulvina,

Cetoconazol, Itraconazol e Terbinafina (MATTEI et al. 2014; BALDA, 2016).
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3 CONSIDERACOES FINAIS

A pele e os anexos de humanos e animais sio predispostos a serem acometidos
pelos dermatofitos, diante da disponibilidade da queratina. Além de fatores extrinsecos e
intrinsecos inerentes ao hospedeiro, ¢ observado que entre as espécies de dermatofitos ha
diferentes predilecdes nas regioes da epiderme. Isso pode ser correlacionado pela producio
enzimatica identificadas em mais de 250 proteinas, analisadas em diferentes espécies. As
enzimas produzidas por dermatoéfitos desempenham um papel crucial na patogénese.
Ademais, a formagao do biofilme dificulta no tratamento da dermatofitose, que pode estar
relacionado aos casos de recidivas e cronicidade das doencgas.

A dermatofitose ¢ uma doenca de alta prevaléncia nos animais. O reconhecimento
das lesoes e o rapido diagndstico nos animais sintomaticos e assintomaticos sao de suma
importancia para uma correta terapéutica, bem como para o acompanhamento da eficacia do
tratamento. Vale ressaltar que a desinfec¢ao ambiental e a erradicacdo do estado de carreador

assintomatico nos animais fazem parte do tratamento.
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RESUMO

A pele de seres humanos e outros animais ¢ colonizada por uma
grande quantidade de microrganismos, incluindo bactérias, virus e
fungos, constituindo, dessa forma, o microbioma da pele. As
leveduras do género Malassezia sao importantes comensais da pele
de seres humanos e outros animais, as quais podem ser encontradas
em sitios anatomicos em que ha uma maior concentragao de sebo,
como a regiao do couro cabeludo, do tronco e da face. No entanto,
as leveduras do género Malassezia podem se tornar patogénicas para
os seres humanos a partir de fatores predisponentes, como a
hiperidrose, a desnutri¢do, o uso de corticosteroides sistémicos e a
imunossupressao. Além disso, podem agir como patdgenos
oportunistas em outros animais, atuando como um importante
agente associado a otite externa, a dermatite seborreica e, mais
raramente, as infec¢Oes sistémicas. Portanto, o presente trabalho
tem como objetivo descrever caracteristicas das espécies
pertencentes ao genero Malassezia, envolvendo sua taxonomia e
identificagdo, aspectos clinicos das infec¢des e os fatores de
viruléncia dessas espécies.

CLINICAL ASPECTS AND VIRULENCE FACTORS OF Malassezia
spp-.

ABSTRACT

The skin of humans and other animals is colonized by many
microorganisms, including bacteria, viruses and fungi, thus
constituting the skin microbiome. Yeasts of the Malassezia genus
are important commensals of the skin of humans and other
animals, which can be found in anatomical sites where there is a
higher concentration of sebum, such as the scalp, trunk and face.
However, yeasts of the Malassezia genus can become pathogenic
for humans from predisposing factors, such as hyperhidrosis,
malnutrition, the wuse of systemic corticosteroids and
immunosuppression. In addition, they can act as opportunistic
pathogens in other animals, acting as an important agent associated
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Keywords: with otitis externa, seborrheic dermatitis and, more rarely, systemic
Malassezia infections. Therefore, the present work aims to describe
characteristics of species belonging to the genus Malassezia,
involving their taxonomy and identification, clinical aspects of
infections and virulence factors of these species.

Taxonomy
Identification

Virulence factors

1 INTRODUCAO

As espécies do genero Malassezia sao leveduras lipofilicas, pertencentes ao filo
Basidiomycota (GAITANIS et al., 2012). Essas espécies sao conhecidas por fazerem parte
do microbioma da pele de seres humanos e animais (HARADA et al., 2015; LIN et al., 2020;
CHANDRA et al, 2021). A pele é colonizada por uma grande diversidade de
microrganismos que coexistem no mesmo ambiente e o seu equilibrio é importante para a
manuten¢ao de uma pele saudavel (Tao et al., 2022). Entretanto, diferentes fatores podem
contribuir para o seu desequilibrio, no qual esses microrganismos passam de comensais a
patégenos oportunistas de doengas da pele como pitirfase versicolor, dermatite seborreica e
caspa (MORARU et al,, 2019; GUILLOT, J.; BOND, R., 2020).

Para estabelecer a infec¢ao e causar doenca, diferentes fatores de viruléncia, como
formacao de biofilme, producao de proteases, fosfolipases, e melanina, podem contribuir
para uma maior patogenicidade e resisténcia a terapia convencional nessas espécies fingicas
(FIGUEREDO et al., 2013; ORTIZ et al., 2013; BUOMMINO et al., 2016).

Embora ja tenha sido descrita a ocorréncia do fendémeno de resisténcia 7z vitro, testes
de sensibilidade antifungica ainda nao foram padronizados para o género Malassezia. Neste
contexto, diversos estudos tém sido desenvolvidos com vistas a esta padroniza¢ao, uma vez
que o conhecimento do perfil de sensibilidade a antifungicos é de grande valia para o
estabelecimento de condutas terapéuticas e profilaticas adequadas (CAFARCHIA et al.,
2012).

Nesse sentido, essa revisio de literatura tem como objetivo descrever as
caracteristicas das espécies pertencentes ao género Malassezia, envolvendo sua taxonomia e

identificagdo, aspectos clinicos das infec¢Ges e os fatores de viruléncia dessas espécies.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 O Género Malassezia

2.1.1 Taxonomia

Malassezia  spp. sao fungos pertencentes ao filo Basidiomycota, subfilo
Ustilaginomycotina, classe Malasseziomycetes, ordem Malasseziales, e familia Malasseziaceae
(GAITANIS et al., 2012; WANG et al., 2014). O género Malassezia é composto por 18
espécies, tais como M. furfur, M. pachydermatis, M. sympodialis, M. slooffiae, M. globosa, M. obtusa,
M. restricta, M. dermatis, M. japonica, M. yamotoensis. M. equina, M. caprae, M. nana e M. cunicul,
M. brasiliensis, M. psittaci, M. arunalokei e M. vespertilionis (Harada et al. 2015; CABANES et al.,
2016; HONNAVAR etal., 2016; LORCH et al., 2018). A filogenia das espécies de Malassezia
esta descrita na Figura 1.

Todas as espécies de Malassezia, com excecao de M. pachydermatis, sio dependentes
de lipidios externos para a sobrevivéncia. A dependéncia de lipidios esta diretamente
relacionada a inexisténcia do gene responsavel pela sintese de acidos graxos em Malassezia
spp. (PROHIC, 2014) e, devido a este fator, as espécies sio comumente encontradas em

regides do corpo com altos indices de sebo, como a regidao do couro cabeludo, do tronco e

da face (PROHIC et al., 2016).
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Figura 1 - Arvore filogenética de todas as 18 espécies de Malassezia atualmente descritas
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2.1.2 Identificagao de Malassezia spp.

Em relacio a identificagdo das espécies, é importante incluir dados morfolégicos,
bioquimicos e moleculares (GAITANIS et al., 2012). Sobre os dados morfolégicos, deve-se
levar em consideracido as caracteristicas macroscopicas e microscopicas, incluindo a
macroscopia das colonias, como sua forma, tamanho, cor e consisténcia, e microscopia das
células ap6s a coloragdao com lactofenol azul de algodao ou Gram, observando-se o tamanho
e a base de brotamento das leveduras predominantes (PROHIC et al., 2014).

Quanto aos testes bioquimicos, ¢ importante investigar a habilidade das espécies
em assimilar diferentes suplementos lipidicos, tais como Tween 20, Tween 40, Tween 60 ¢
Tween 80, além dos testes cremophor EL, beta-glucosidase, reagdes de catalase e, tolerancia
a diferentes temp/eraturas como 32 °C, 37 °C e 40 °C, fornecendo assim um algoritmo de

identificacdo fenotipica para a identificagdo dos isolados de Malassezia spp. (Tabela 1)
(GATAINS et al., 2012).
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Em relacdo aos aspectos moleculares, o conhecimento dos genomas de Malassezia
spp. atribui importantes possibilidades para desenvolver novos métodos de explorar a
genética populacional, epidemiologia e ecologia. Ademais, proporciona uma base sélida para
realizar estudos comparativos das caracteristicas bioquimicas e fisioldgicas em espécies e
genotipos individuais, a relagdo entre determinadas espécies e genotipos de Malassezia e o
hospedeiro nos niveis molecular e bioquimico, além de facilitar a descoberta de novos
métodos para a prevenc¢ao, tratamento e controle de infecg¢des causadas pelo género
Malassezia (CAFARCHIA et al., 2011).

As ferramentas moleculares estabelecidas e utilizadas para a identificagao e
diferenciagao de Mualassezia spp. e para a detecgao de variagao genética intraespecifica,
incluem sequenciamento direto de DNA, DNA-RAPD (Random amplification of
polymorphic), AFLP (Amplified fragmente length polymorphism), DGGE (Denaturing
gradiente gel electrophoresis), PCR em tempo real, dentre outras (CAFARCHIA et al., 2011).

Para Ilahi et al. (2017), o uso de PCR em tempo real para a detec¢do especifica de
espécies de Malassezia aumenta de forma significativa as taxas de detecgao e reduz o tempo
de resultado em comparagao com diagndsticos baseados em cultura. Dessa forma, a aplicacao
desse método molecular fornece um sistema de identificagao inteligente e sensivel para
espécies de Malassezia, podendo ser aplicado em pesquisas epidemioldgicas e na pratica
rotineira.

Ademais, Kolecka et al. (2014) criaram uma extensa base de dados dos principais
espectros de massa para uma identificagao rapida e precisa de 14 espécies de Malassezia por
MALDI-TOF MS. Sendo os resultados de MALDI-TOF MS concordantes com analises
moleculares das regides ITS1/ITS2 e os dominios D1/D2 da subunidade grande do DNA
ribossomico. Assim, puderam concluir que a implementagao do sistema MALDI-TOF MS
como ferramenta de identificagdo de rotina contribui para a identificagdo correta das

leveduras de Malassezia.
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2.1.3 Aspectos clinicos das infec¢bes ocasionadas por Malassezia spp.

Embora as espécies do género Malassezia sejam encontradas na pele normal de seres
humanos e animais, podem se tornar patogénicas a partir de fatores predisponentes, como a
hiperidrose, a desnutri¢ao, a sindrome de Cushing, o uso de corticosteroides sistémicos e a
imunossupressao (SNEKAVALLI et al., 2018). As espécies de Malassezia sio comumente
associadas a etiologia de doengas superficiais cutaneas como a dermatite, otite externa,
pitirfase versicolor, foliculite e, mais raramente, a infecgoes sistémicas (GUPTA et al., 2004;
VELEGRAKI et al.,, 2015; THEELEN et al., 2018). Malassezia spp. podem ocasionar
infec¢des superficiais e sistémicas tanto em individuos imunocomprometidos como em
imunocompetentes, assim, estas leveduras sio consideradas importantes patégenos
emergentes (ANGIOLELLA et al., 2017).

A dermatite por Malassezia spp. em animais, ¢ caracterizada clinicamente por lesoes
eritematosas, muitas vezes associadas a exsudagao gordurosa, principalmente em dobras
cutaneas ¢ tecido interdigital. Em casos cronicos, a alopecia traumatica é acompanhada de
hiperpigmentagao, liquenizagao e mal-estar proeminente. Embora as lesdes cutaneas possam
ser confinadas a uma area, muitas regides geralmente sio afetadas, especialmente os
membros, ventre, orelha e face (BOND, 2010).

A otite externa é uma afeccao do epitélio do meato acustico externo, podendo
também acometer a auricula e a cavidade auricular. A evolucio clinica ocorre em trés fases:
inflamagao aguda e edema, inflamacao cronica, o qual envolve altera¢des glandulares, fibrose
e cicatrizes, e estenose progressiva, seguida de oclusio do canal auditivo (CERBO et al.,
2016). A infeccdo ¢ caracterizada pela presenca de cerumen excessivo, prurido, eritema do
meato acustico externo, acompanhados por uma descarga ceruminosa amarela ou
acastanhada e eritema dos maneios cefilicos. Além disso, a estenose é comum em casos
cronicos, € pode haver infeccao bacteriana simultanea ou progressiva na otite média (BOND,
2010).

A pitirfase versicolor ¢ uma infecgao fungica superficial cronica caracterizada por
uma despigmentacao de regides da pele. Essa doenca é comumente associada a adolescentes
e jovens adultos, visto que nesse perfodo ha um alto nivel de produgio sebacea (DIONGUE
et al., 2018). Ja a foliculite ocasionada por Malassezia apresenta-se caracteristicamente como

pustulas eritematosas localizadas principalmente nas costas, torax e parte superior dos bragos

(HARADA et al., 2015).
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Além das doengas cutaneas citadas, estas espécies também estido sendo associadas
como fator agravante para outras doengas de cunho imunolégico, como psorfase, dermatite
seborreica e dermatite atopica. Em estudos realizados por Harada et al. (2015), M. furfur e M.
pachydermatis foram as principais espécies isoladas de infecgdes sistémicas em pacientes
imunocomprometidos. Além disso, Theelen et al. (2018) afirmam que em bebés prematuros
e em pacientes com mecanismos imunoldgicos deficientes, o uso de cateteres para nutri¢ao
parenteral pode levar a infec¢Oes sanguineas ocasionadas por Malassezia (VELEGRAKI et
al., 2015).

A dermatite seborreica é um disturbio cutaneo cronico, recorrente e inflamatério,
que possui como caracteristica a presenga de descamacio de regioes da pele, com presenga
de prurido ou desconforto leve (HAY, 2011). A psorifase caracteriza-se pela hiperproliferagao
e hiperqueratinizagao da epiderme. Segundo Gupta et al. (2004), as lesdes da psoriase
assemelham-se as lesoes da dermatite seborreica; no entanto, possuem caracteristicas
histolégicas distintas. Ja a dermatite atdpica esta associada a outros disturbios atopicos, como
rinite alérgica e asma (HARADA et al.,, 2015), e possui como caracteristica eczemas com
prurido intenso, os quais culminam em ressecamento da pele. Darabi et al. (2009), afirmam
que pacientes com dermatite atépica possufam como caracteristica clinica uma refratariedade

terapcutica, devido a falha no tratamento convencional com esteroides e hidratantes topicos

(HARADA et al., 2015),

2.2 Fatores de Viruléncia

A capacidade das espécies fungicas, inclusive as pertencentes ao género Malassezia,
em infectar animais e humanos esta intimamente relacionada a producao de diferentes fatores
de viruléncia, que conferem ao fungo resisténcia e maior patogenicidade, facilitando a
proliferacdo e sobrevivéncia no hospedeiro. Fatores de viruléncia, como exemplo a formagao
de biofilme, contribuem para o sfatus cronico dessas doencas, resultando em sintomas
recorrentes, mesmo apos o término do tratamento (FIGUEREDO et al.,, 2013). Diferentes
fatores de viruléncia ja foram evidenciados em Malassezia spp., como formacao de biofilme
(FIGUEREDO et al, 2013), produgio de enzimas hidroliticas (ORTIZ et al.; 2013;
BUOMMINO et al., 2016) e melanina (YOUNGCHIM et al., 2013).
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2.2.1 Biofilme

Biofilmes sao comunidades microbianas dinamicas, que possuem estrutura
tridimensional aderida a uma superficie bidtica ou abidtica, seguido de uma cascata de
expressao génica diferencial que resulta na formacao de biofilmes, no qual suas células se
encontram circundadas por uma matriz extracelular polimérica. Apods a fase de adesdo, ha o
processo de formacao e maturacio do biofilme, no qual participam diferentes morfotipos
celulares envoltos em uma matriz extracelular polimérica (GULATI; NOBILE, 2016). Por
fim, ha a dispersio de células desse biofilme, com o intuito de aderir novos locais (RAMAGE
et al., 2012; TABBENE, et al., 2010).

As células planctonicas aderem as superficies de forma reversivel por meio de
polissacarideos de adesao. Posteriormente, as células microbianas se multiplicam, tornando-
se firmemente ligadas, e, portanto, imobilizadas sobre as superficies de forma irreversivel
devido a produgao de polissacarideos e proteinas da matriz extracelular. Em seguida, essas
células crescem uma sobre a outra, e comegam a secretar componentes da matriz circundante
e se transformam em conjuntos de células chamados microcolonias, as quais crescem em
tamanho, formando macrocolonias, que compdem o biofilme maduro. Em seguida, as

células podem se dispersar e formar um novo biofilme (Figura 2) (SUN et al., 2013).

Figura 2 - Estagios do desenvolvimento do biofilme: 1. Adesao; 2. Colonizagao; 3.
Produciao da matriz extracelular; 4. Maturacao; 5. Dispersao

Fonte: Adaptada de Monroe, 2007.
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A matriz extracelular é composta por um complexo de polimeros, nutrientes,
produtos de lise celular e particulas de materiais do meio onde vivem, e equivale a cerca de
85% do volume total do biofilme. Essa matriz possui a capacidade de preservar a viabilidade
celular, proporcionando resisténcia a resposta imununolégica do hospedeiro, a estresses
ambientais, além da resisténcia a estresses fisicos e quimicos, cooperagio metabodlica e
regulacdo da expressao génica baseada na comunidade. A matriz possui constitui¢io quimica
complexa e funciona como barreira fisico-quimica, e, portanto, é capaz de reduzir a agao dos
antifingicos. Os constituintes da matriz atuam também como quelantes das drogas, fazendo
com que sejam necessarias concentracOes mais elevadas dos farmacos (RAMAGE e¢f al.,
2012).

A formagido de biofilme em espécies do género Malassezia foi estudado in vitro, a
exemplo da espécie M. pachydermatis (CANNIZZO et al., 2007; FIGUEREDO et al., 2012;
BUOMMINO et al., 2016). Sua estrutura consiste em aglomerados de blastoconidios,
organizados em mono ou multicamadas com producdo variavel de matriz extracelular
(FIGUEREDO et al., 2012).

Cannizzo et al. (2007) em seus estudos, analisaram a formagao de biofilme em
placas de microtitulag¢iao de polipropileno e em cateteres venosos e gastro-duodenal. As cepas
foram capazes de aderir e formar biofilme em diferentes superficies de biomateriais, como
poliestireno e poliuretano. Os biofilmes maduros apresentaram uma arquitetura heterogénea
que consistiu em uma rede de leveduras com brotamento unipolar apresentando colaretes e
matriz extracelular, sem hifas. E importante destacar que o biofilme pode atuar em sinergia
com a produgdo de fosfolipases, induzindo ou exacerbando lesdes na pele de cies
(FIGUREDO, et al.,, 2013). Consequentemente, alguns isolados de M. pachydermatis, em
virtude da sua capacidade de produzir esses fatores de viruléncia, poderiam se adaptar a um
novo habitat melhor do que outros, tornando-se mais virulentos e resistentes (BUOMMINO
et al., 2016).

O biofilme é um importante fator de viruléncia, atribuindo ao fungo maior
resisténcia a pressio do sistema imune do hospedeiro, bem como a terapia antifingica
convencional. Além da densidade de populacgao, estado fisiolégico em que as células se
encontram, presenga de células persistentes e a matriz extracelular, a resisténcia esta associada
a superexpressio de bombas de efluxo codificadas pelos genes CDR7, CDR2 e MDRI,
podendo ser responsavel pela falha do tratamento em infec¢des por Malassezia

(FIGUEREDO et al.,, 2013).
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2.2.2 Enzimas Hidroliticas

As enzimas degradantes de lipidios desempenham um papel importante no
processo de invasao do hospedeiro. Um total de 50 enzimas lipidicas foram identificadas no
genoma de M. pachydermatis, incluindo 35 lipases e 15 esterases (TRIANA et al., 2015). Essas
enzimas hidroliticas sio importantes fatores de viruléncia, e as principais enzimas ja descritas
para essa espécie incluem: proteases, fosfolipases, hialuronidases, esterases, lipoxigenases,
condroitinas sulfatases, dentre outras (ORTIZ et al., 2013).

As proteases desempenham um papel importante no colageno, -elastina,
fibrinogénio, imunoglobulina e fatores do complemento, ocasionando danos teciduais,
fornecendo nutrientes para o patégeno e prote¢ao contra o sistema imune do hospedeiro,
assim contribuem para a invasio tecidual e colonizagdo e, por conseguinte, para o
estabelecimento da infecgdo. Essas enzimas permitem um maior nimero de fontes de
nitrogénio disponiveis para o fungo, devido a degradagao de proteinas (MOHAN; BALLAL,
2008).

As fosfolipases causam lise das células hospedeiras, resultando em alteragdes na
superficie delas, facilitando os processos de aderéncia e de penetragao. Assim desempenham
um papel patogénico importante para a coloniza¢iao do tecido do hospedeiro em casos de
lesGes cutaneas e otite cronica em caes, o que contribui para a viruléncia de M. pachydermatis
(ORTIZ et al., 2013). Entretanto, as fosfolipases provavelmente devem ser consideradas um
de muitos fatores envolvidos na complexa interagao entre levedura e hospedeiro levando ao

desenvolvimento de infec¢oes (TERAMOTO et al., 2015).

2.2.3 Melanina

A melanina é uma macromolécula caracterizada pelas pigmentagdes castanho
escuto e preto, formada por polimerizacio oxidativa de compostos fendlicos e/ou indélicos.
Sao moléculas hidrofébicas carregadas negativamente com pesos moleculares elevados e sio
insolaveis em solventes tanto aquosos como organicos (WALKER etal., 2010). As melaninas
podem ser classificadas como eumelaninas, formada por um processo de polimerizagao
complexo envolvendo quinonas e radicais livres, feomelaninas, derivadaa de tirosina e
cisteina, e alomelaninas, formadas a partir de precursores sem nitrogénio (YOUNGCHIM

et at., 2013).
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Para Malassezia spp. ja fol investigada a produgao de melanina usando a coloracao
Fontana- Masson, que demonstrou o acumulo de pigmento preto na parede celular dessas
leveduras, tanto z vitro, como durante a infeccao (GAITANIS; CHASAPI; VELEGRAKI,
2005). Posteriormente, Youngchim et at. (2013) confirmaram experimentalmente a
capacidade de M. furfur em sintetizar melanina através da oxidagdao de uma fenoloxidase (L-
DOPA), sendo um substrado essencial para a produgao de melanina em Malassezia spp. Esses
autores concluiram que os resultados da pesquisa fornecem evidéncias solidas de que

Malassezia pode sintetizar compostos de melanina ou do tipo melanina 7 vitro e in vivo.

3 CONSIDERACOES FINAIS

O genero Malassezia tem sido comumente associado a diferentes doengas em
humanos e animais. E, a terapéutica dessas afec¢oes cutaneas com derivados azélicos tem
sido descrita na literatura como a mais usual. Todavia, a resisténcia a estes antifungicos 7
vitro tem sido descrita de forma crescente. Ademais, diferentes fatores de viruléncia ja foram
evidenciados, os quais contribuem para uma maior patogenicidade e resisténcia a terapia
convencional. Assim, o monitoramento destas espécies com o intuito de compreender o seu

processo infeccioso e elaborar novas alternativas terapéuticas torna-se urgente.
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RESUMO

A esporotricose ¢ uma doenga de distribui¢io ampla ao redor do
mundo, sendo predominante em 4reas que possuem o clima quente
e temperado. O perfil epidemiolégico da esporotricose ¢é
caracterizado principalmente por homens que trabalham com o
manejo da terra. Outro grupo de risco ¢ composto por criangas,
idosos e mulheres que geralmente tém contato com gatos. Sua
transmissdo ocorre através da inoculagio no fungo que pode
acontecer através de lesoes ocasionada por espinhos, objetos,
dentre outros, que estejam contaminados. O complexo de espécies
Sporothrixc schenckii tem caracteristica termodimérfica e engloba
espécies na forma filamentosa em seu estagio saprofitico ou em
cultivo a temperatura de 25 a 28 °C; e na forma leveduriforme em
temperaturas proximas a 37 °C. F uma micose que apresenta lesdes
do tipo nodulares cutaneas ou subcutaneas, sendo considerada uma
doenga cronica que acomete seres humanos e animais. O
tratamento da esporotricose ¢ longo, variando de 2 a 3 meses. A
cura clinica ¢ considerada quando nao ha evidéncias clinicas da
doenca. Os farmacos que fazem parte do arsenal classico para o
tratamento da esporotricose sao iodeto de potassio, itraconazol,
terbinafina, assim como a anfotericina B.

SPOROTRICOSIS: GENERAL ASPECTS,
IDENTIFICATION, PATHOGENESIS,
TREATMENT - A REVIEW

EPIDEMIOLOGY,
DIAGNOSIS AND

ABSTRACT

Sporotrichosis is a disease with a wide distribution around the
world, being predominant in areas that have a warm and temperate
climate. The epidemiological profile of sporotrichosis is mainly
characterized by men who work with land management. Another
risk group is children, the elderly and women who usually have
contact with cats. Its transmission occurs through inoculation in
the fungus that can happen through lesions caused by thorns,
objects, among others, that are contaminated. The Sporothrix
schenckii species complex is thermodimorphic and encompasses
species in the filamentous form in their saprophytic stage or in
cultivation at a temperature of 25 to 28 °C; and in the yeast form
at temperatures close to 37 °C. It is a mycosis that presents
cutaneous or subcutaneous nodular lesions, being considered a
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Keywords: chronic disease that affects humans and animals. The treatment of
Sporotrichosis sporotrichosis is long, ranging from 2 to 3 months. Clinical cure is
considered when there is no clinical evidence of the disease. The

Sporothrix spp )
) drugs that are part of the classic arsenal for the treatment of
Antifungals sporotrichosis are potassium iodide, itraconazole, terbinafine, as
well as amphotericin B..
1 INTRODUCAO

A esporotricose é uma infec¢do subcutinea causada por fungos dimérficos
pertencentes ao complexo de espécies Sporothrix schenckii (LOPES-BEZERRA; MORA-
MONTES; BONIFAZ, 2017). Considerada uma doen¢a cosmopolita, ela ocorre geralmente
em regioes de clima tropical e subtropical, sendo endémica nas Américas, com alta ocorréncia
no Brasil, sendo responsavel por diversos surtos ao redor do pafs (BRANDOLT et al., 2019;
CHAKRABARTT et al., 2015). Esta doenga ¢ causada pela inoculagao traumatica no tecido
subcutaneo de conidios oriundos do solo, das plantas, animais ou de materiais organicos
contaminados por fungos do complexo de espécies Sporothrix schenckii (SASAKI et al.,2014;
BONIFAZ et al., 2016; MASCHIO-LIMA et al., 2021).

Sporothrix schenckii ¢ um fungo que possui dimorfismo térmico, assumindo a forma
filamentosa em temperaturas de 25 a 28 °C no seu estagio saprofitico, responsavel pela
infec¢do; e em cultivos com temperaturas em torno de 35 a 39°C assumindo a forma de
levedura (BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011).

Para se estabelecer no organismo hospedeiro os fungos apresentam diversos fatores
de viruléncia, dentre eles a capacidade de formagao de biofilme, a qual proporciona defesa
contra a acao de agentes antifingicos e a resposta imune (BRILHANTE et al., 2018a, 2018b).
Dentre os farmacos descritos para o tratamento da esporotricose, iodeto de potassio,
itraconazol, terbinafina e anfotericina B sdo os mais utilizados na rotina clinica (GARCIA
CARNERO etal., 2018). Diante do exposto. O objetivo desta revisio de literatura ¢ discorrer
sobre a esporotricose, 0s aspectos importantes para o entendimento do patdgeno

responsavel por essa doenca, desde os aspectos morfolégicos até seu tratamento.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Epidemiologia da esporotricose

A esporotricose é uma doenga cosmopolita, sendo predominante em areas que
possuem o clima quente e temperado, no qual acometer homens e animais
(CHAKRABARTT et al., 2015). O perfil epidemioldgico da esporotricose ao redor do mundo
¢ caracterizado principalmente por homens que trabalham com o manejo da terra. Outro
grupo de risco é composto por criangas, idosos e mulheres que geralmente tém contato com
gatos, a infec¢ao zoonodtica ¢ a mais comum no Brasil (OROFINO-COSTA et al.,2017;
ALMEIDA-PAES et al., 2014). Fla é endémica no Sul da Africa, na India, no Japéo, nos
Estados Unidos da América (EUA) e em varios paises latino-americanos como Perd, Brasil,
México, Colombia, Uruguai, Costa Rica e Guatemala (Figura 3) (LOPEZ—ROMERO et al.,
2011).

Na Europa os casos de esporotricose sao atualmente escassos. (VENTIN et al.,
1987; BARILE et al., 1993). Na China, entre os anos de 2007 a 2016 houve um aumento no
numero de casos de esporotricose, sendo publicados 467 casos humanos (SONG et al.,
2013). Na América do Sul, casos de esporotricose foram registrados na Venezuela; Peru,
Chile, Colombia, México, e principalmente, no Brasil (ZHANG et al., 2015; OYARCE et al,,
2010).

No Brasil, as ocorréncias de esporotricose envolvendo a transmissao classica pelo
solo ou por matéria organica sao relatados nos estados de Sao Paulo e Rio Grande do Sul,
porém o perfil epidemiolégico da doenga tem se modificado ao longo dos anos no qual tém
aumentado as ocorréncias de casos que envolvem a transmissao zoondtica, envolvendo
principalmente o gato.

No nordeste brasileiro, sdo raros os casos de esporotricose reportados, entretanto
surtos estdao sendo observados. Recentemente o estado de pernambuco em 2016 através da
portaria Portaria SES N° 390 de 14/09/2016 decidiu instituir a notificagio compulséria dos
casos de esporotricose em seu territorio (GREMIAO et al., 2020).

Com os avangos do campo microbiolégico e a utilizagdo de novas ferramentas
moleculares foi possivel um aprimoramento dos estudos epidemioldgicos, possibilitando a
identificacdo de espécies de Sporothrix difundidas em 14 estados, demonstrando que essa é
uma doenga que esta se disseminado pelo territério brasileiro (OROFINO-COSTA et al.,
2017). Diferente dos demais paises onde a esporotricose esta intimamente ligada a ocupagao,

acometendo principalmente homens jovens, no Brasil a epidemiologia doenga estd mais
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relacionada com o contato com gatos domésticos infectados e atinge mais mulheres e

criangas (LOPES-BEZERRA et al,, 2018).

2.2 Aspectos morfolégicos e ecologicos de Sporothrix schenckii sensu lato

O complexo de espécies Sporothrixc schenckii tem caracteristica termodimorfica e
engloba espécies na forma filamentosa em seu estagio saprofitico ou em cultivo a
temperatura de 25 a 28 °C; e na forma leveduriforme em temperaturas proximas a 37 °C
(BARROS et al.,, 2011; RODRIGUES et al., 2013; SASAKI et al., 2014). Em laboratério,
quando esses fungos sao cultivados em agar Sabouraud Dextrose ou em meios enriquecido
a temperantura ambiente, apresentam macromorfologia de colonias dmidas, planas, com
coloracao branca ou marfim na forma filamentosa, podendo adquirir uma colora¢do escura
dependendo do isolado. Na micromorfologia, observa-se presenca de hifas hialinas, septadas
e ramificadas, medindo de 1 a 2 pum de espessura com presenga de conidios piriformes,
medindo de 1,5 a 3 um em grupos, com arranjo remetendo a forma de cachos, conhecido
como “flor de margarida” (DE MEYER et al., 2008; BARROS et al., 2011; RODRIGUES
et al., 2016a).

A forma leveduriforme de Sporothrix spp. é obtida através da incubacao das colonias
a 37°C em meios ricos, como BHI suplementado com sangue de carneiro a 5%, apresentando
macromorfologia de colonias de aspecto cremoso, de coloragao branca ou creme e superficie
irregular. A micromorfologia dessas colonias exibe estruturas ovais, esféricas ou em forma

de charuto com diametros de 1-3 X 3-10 um (RODRIGUES et al., 2015a).

2.3 Patogenia

A apresenta¢do clinica da esporotricose pode variar de acordo com o estado
imunolégico do paciente, a patogenicidade, a tolerancia térmica da cepa, dentre outros
fatores. Fi uma micose que apresenta lesées do tipo nodulares cutineas ou subcutineas,
sendo considerada uma doenga cronica que acomete seres humanos e animais (BARROS et
al.,2011; BAZZI et al., 2016).

A esporotricose se inicia por uma inoculagao traumatica do fungo por objetos ou

matérias organicas contaminadas (RODRIGUES et al., 2013a); por transmissao zoondtica,
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especialmente por mordeduras e arranhoes de gatos e caes ou ainda por inalagao de conidios,
esta ultima sendo menos frequente (LOPEZ-ROMERO et al., 2011; GONCALVES, et al.,
2017).

De acordo com a localizagdao das lesGes, a esporotricose pode ser classificada em
formas cutaneas, mucosas e extracutaneas, podendo ocorrer dissemina¢ao linfatica ou
visceral e osteoarticular em pacientes imunocomprometidos (BARROS et al., 2011; LOPEZ-

ROMERO et al., 2011; ALMEIDA-PAES et al., 2016b).

2.4 Aspectos clinicos e diagnéstico da esporotricose

A esporotricose ¢é caracterizada como uma doenga cronica que pode apresentar-se
de diversas formas, desde a forma cutianea localizada, com lesio restrita ao local da
inoculagao, até a forma disseminada. Em casos raros, a esporotricose pode desenvolver-se
como uma doenga extracutanea grave. O espectro da doenga tem sido atribuido a fatores
como o modo de inoculagdo, o tamanho e a profundidade do indculo traumatico, a
imunidade do hospedeiro, a viruléncia e a termotolerancia do fungo (MAHAJAN, 2014;
OYARCE et al., 2016; RODRIGUES et al., 2016b).

A forma linfocutinea é a manifestacdo clinica mais comum da doenca e ¢é
responsavel por 70% a 80% dos casos de esporotricose (MAHAJAN, 2014; BONIFAZ;
TIRADO-SANCHEZ, 2017). Geralmente pode ser lesio ulcerada de base infiltrada e
eritematosa, podendo ser também papula, nédulo, placa vegetante e uma lesio udlcero-
gomosa. Desenvolve-se com formagoes de nddulos indolores ao longo dos vasos linfaticos,
que podem amolecer e ulcerar. Esse desenvolvimento pode ocorrer estendendo-se do local
da lesao em sentido aos vasos linfaticos ou permanecer proximo a essa cadeia de nddulos
(BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011).

A esporotricose localizada é a segunda forma mais comum de esporotricose, porém
possui menor ocorréncia em areas endémicas. Caracteriza-se pela presenca de uma unica
lesao no local de inoculagao do fungo e o acometimento facial ocorre mais frequentemente
nesta forma de esporotricose (BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011; MAHAJAN, 2014). As
lesGes sio assintomaticas, eritematosas, papulas, papulopustulas, nédulos ou placas
verrucosas e ocasionalmente udlceras nao curadas ou pequenos abscessos (MAHAJAN,
2014).

Ja a forma cutanea disseminada estd interligada a algum tipo de

imunocomprometimento ou doengas associadas e geralmente ocotre juntamente com a
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forma extracutanea. Essa forma raramente descrita atinge menos de 5% dos pacientes
(FREITAS et al.,, 2014; MAHAJAN, 2014; ALMEIDA-PAES et al.,, 2015). A disseminag¢io
hematogénica do fungo ocorre logo apos inoculagao através da pele ou por inalagao fungica.
Inicialmente observa-se lesdes cutaneas que apds semanas ou meses podem ulcerar-se.

O diagnéstico da esporotricose ¢ constituido através da correlagio das
manifestacdes clinicas apresentadas e da coleta de material para andlise (LOPEZ-ROMERO
etal, 2011; RUDRAMURTHY; CHAKRABARTI, 2017).

A cultura ¢ considerada o padrio ouro, sendo o método definitivo para a detecgdo
do agente etioldgico da esporotricose, onde a partir da amostra obtida essa deve ser cultivada
em meios de cultura empregados na rotina, a 25 a 30°C, no qual entre 5 a 15 dias ocorre a
formaciao de colonias filamentosas (OROFINO-costa et. al, 2017; RUDRAMURTHY;
CHAKRABARTI, 2017).

O exame histopatolégico é um teste auxiliar utilizado para o diagnéstico da
esporotricose. A observacao da reagiao de Splendore-Hoeppli é um forte indicio de um caso
de esporotricose ao se fazer a observacao do fungo. Os corpos asterdides, geralmente sio
vistos em 40 a 85% dos casos de esporotricose cronica, extracelulares e dentro dos abscessos.
Contudo a observacao dessa reacdo nao é de facil visualizacao (SIDRIM; ROCHA, 2004;
GEZUELE; DA ROSA, 2005; ZHANG et al,, 2011; MAHAJAN, 2014; OYARCE et al.,
20106).

O fungo é melhor corado pelas técnicas de hematoxilina-eosina (HE), Acido
Periédico Schiff (PAS) ou métodos de impregnacao pela prata de Grocott, nos quais os
elementos fungicos quando presentes aparecem na forma de células globosas, semelhantes a
leveduras, medindo 3-8 um de diametro interno (em 84% dos casos), em forma de charuto
com tamanho de 1-2X4-5 um (em 33% dos casos) ou ovais a arredondas ou simples formas
das leveduras no citoplasma de células gigantes ou no centro dos corpos de asterdides
(ZHANG et al., 2011; MAHAJAN, 2014).

Virias técnicas tém sido descritas para o diagnostico imunolégico da esporotricose,
o uso de testes mais sensiveis como os ensaios imunoenzimaticos, especialmente ELISA e
Western blotting, ambos com resultados mais rapidos (OROFINO-costa et. al, 2017). Outro
teste utilizado e bastante simples € o teste cutaneo de intradermorreagao com esporotriquina,
o qual detecta hipersensibilidade tardia, sendo um teste de exclusio da doenga, pois reage

positivamente em infec¢Oes recentes e antigas reagindo de forma positiva em cerca de 90%

dos casos de esporotricose (RUDRAMURTHY; CHAKRABARTI, 2017).
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Os métodos moleculares foram desenvolvidos com a finalidade de melhorar o
diagnéstico fungico, mantendo ou melhorando a especificidade, sensibilidade e precisao
quando comparado a cultura fangica (OLIVEIRA et al., 2014).

A utilizagdo da biologia molecular para o diagnostico da esporotricose é vista de
forma promissora, pois com sua utilizagao existe uma otimiza¢ao do tempo de trabalho e
maior sensibilidade e especificidade do resultado em relagdo a outros testes empregados,

porém ainda possui custo elevado em relacio ao material utilizado e equipamentos

necessarios (OLIVEIRA et al., 2014, RUDRAMURTHY; CHAKRABARTTI, 2017).

2.5 Abordagens terapéuticas

Os farmacos que fazem parte do arsenal classico para o tratamento da esporotricose
sao iodeto de potassio, itraconazol e terbinafina. Outro medicamento empregado no
tratamento ¢ a anfotericina B, que é empregada nas manifesta¢Oes sistémicas e extracutaneas
da doenca (MAHAJAN, 2014; ALMEIDA-PAES et al,, 2016b).

Além dos farmacos utilizados para o tratamento de esporotricose, tratamento com
termoterapia com aplica¢ao de calor local (42 a 43 ° C) usando compressas térmicas ou
aquecedor portatil de bolso, aquecedor infravermelho ou infravermelho distante para a forma
fixa da doenca, sendo este método muito utilizado no tratamento da esporotricose em
gestantes (MAHAJAN et al,, 2014).

O iodeto de potassio tem sido utilizado no tratamento da esporotricose desde 1903,
o mecanismo de a¢ao do iodeto de potassio nao ¢ completamente elucidado, porém sua agao
ja é reconhecida sobre a resposta imune, bem como sobre a fagocitose de células de Sporothrix
spp., apresentando eficacia sobre as formas cutanea fixa e linfocutanea da esporotricose.
(BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011; MAHAJAN, 2014; OROFINO-costa et. al, 2017).

O itraconazol é uma droga fungistatica considerada de escolha para o tratamento
da esporotricose devido a sua eficicia e seguranca, sendo um agente antifingico oral,
pertencete a classe dos azélicos (GLUJOY et al., 2014; BORBA-SANTOS et al., 2016b;
OROFINO-costa et. al, 2017).

A terbinafina ¢ um derivado alilamina que atua bloqueando a sintese do ergosterol
pela inibicao da enzima esqualeno epoxidase, sendo uma excelente op¢ao terapéutica para
pacientes com contraindica¢oes ao uso de itraconazol e ao iodeto de potassio, pois possui

grande eficacia no tratamento da esporotricose nas formas cutanea e linfocutanea. Essa droga
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¢ uma alternativa no tratamento de gestantes com esporotricose. (BARROS; PAES;
SCHUBACH, 2011).

A anfotericina B é um antibiético macrolideo poliénico, lipofilico, sintetizado de
Streptomycesnodosus, que se liga ao ergosterol da membrana fungica, modificando sua
permeabilidade ocasionando a formagao de poros na célula fungica. Esses poros permitem
o escape de constituintes citoplasmaticos, ocasionando desequilibrio eletrolitico e
homeostatico. No entanto, tem sido atribuida como principal atividade fungicida a sua
capacidade de causar auto-oxidacao da membrana citoplasmatica e liberacio de radicais livres
letais (MAHAJAN, 2014). Essa droga ¢ utilizada em casos mais graves da esporotricose,
como a forma disseminada, a esporotricose pulmonar, e as formas associadas a pacientes
imunocomprometidos (MAHAJAN, 2014; ALMEIDA-PAES et al., 2016b).

O tratamento da esporotricose ¢ longo, variando de 2 a 3 meses. A cura clinica ¢
considerada quando nao ha evidéncias clinicas da doenca. Ja a forma sistémica da doenca
exige um tratamento mais longo, podendo se estender de 6 a 12 meses (OROFINO-costa

et. al, 2017).

3 CONSIDERACOES FINAIS

A esporotricose ¢ uma doenga negligenciada e limitante que além de levar ao 6bito
Nnos casos mais severos, leva a pessoa acometida a se desligar de suas fungdes sociais como:
trabalho, estudo e atividades familiares. O firmaco de escolha é o Itraconazol 100-200
mg/dia por no minimo 90 dias, totalizando um custo aproximado de R$ 145,00 mensais,
levando em conta as demais despesas, como exames médicos, a doenga acarreta um prejuizo
financeiro que impacta os doentes. O diagnéstico da doenga também ¢é um desafio, o que
leva o paciente muitas vezes ter que afastar do trabalho para tratar da doenga, sabendo que
a esporotricose é responsavel por surtos em todo o pafs isso leva a um impacto grande nas
familias e receitas dos estados e municipios. Portanto é de suma importancia o conhecimento
e divulgacdao de informagoes sobre a esporotricose visando assim a diminui¢do de casos e

maior producio cientifica acerca da doenga.
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RESUMO

Trichosporon sp. é um fungo amplamente distribuido na natureza,
podendo estar presente no solo, na agua e na microbiota humana
e animal. Trata-se de um basidiomiceto leveduriforme, mas pode
apresentar caracteristicas morfoldgicas diversas. Embora a maioria
das espécies seja considerada comensal da pele humana e do trato
gastrointestinal, esse fungo ¢é responsavel por casos crescentes de
infecgbes, sejam elas superficiais ou sistémicas. O diagnostico
precoce ¢ fundamental para a escolha da terapia adequada. O
presente estudo tem o objetivo de abordar aspectos gerais do
género  Trichosporon e patogenicidade. Para isso, fez-se um
levantamento bibliografico acerca de assuntos gerais e atuais sobre
o patégeno. Concluiu-se que a disseminagdo e o curso da doencga
estao relacionados aos fatores de viruléncia do agente etiologico,
bem como a resposta imunolégica do paciente, sendo o
conhecimento do comportamento do fungo um fator fundamental
para o diagnéstico correto e precoce, impactando na escolha da
terapia adequada para cada caso clinico de tricosporonose.

THE GENUS Trichosporon: GENERAL ASPECTS
ABSTRACT

Trichosporon sp. is a fungus widely distributed in nature and can be
present in soil, water and human and animal microbiota. It is a
yeast-like basidiomycete, but it may have different morphological
characteristics. Although most species are considered commensal
of the human skin and gastrointestinal tract, this fungus is
responsible for increasing cases of superficial and systemic
infections. Early diagnosis is essential for choosing the appropriate
therapy. The objective of the present study was to approach
general aspects of the genus T7ichosporon. For this, a bibliographic
survey was carried out on general and current issues about the
pathogen. It was concluded that the spread and course of the
disease are related to the virulence factors of the etiologic agent, as
well as to the patient's immune response, with knowledge of the
fungus behavior being a fundamental factor for the correct and
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Keywords: early diagnosis, impacting the choice of appropriate therapy for
Trichosporon each clinical case of trichosporonosis.

Virulence factors

Trichosporonosis

1 INTRODUCAO

O genero Trichosporon compreende fungos pertencentes ao filo Basidiomycota,
predominantemente leveduriformes (N[ARINE et al. 2015; URS et al. 2018). Atualmente, o
género ¢ subdividido em 5 clados: cutanenm, ovoides, brassicae, gracile e porosum, compreendendo
51 espécies de Trichosporon aceitas, sendo 16 clinicamente relevantes (TAVERNA, 2014;
MILAN et al. 2018).

Trichosporon spp. sao encontrados no solo, agua e como constituinte da microbiota
humana, tanto residente quanto transitoria (MILAN et al. 2018). Apesar de o género
Trichosporon ser comumente relatado como agente causador de infecg¢des cutaneas de facil
tratamento como piedra branca, nos ultimos anos, este género tem sido associado as infec¢oes
sistémicas, como pneumonias, endocardites, principalmente em pacientes com desequilibrio
imunolégico (ESCARRA et al. 2017). As espécies T. asahii e T. inkin sio as principais
relatadas em infecgbes invasivas, estando associadas, principalmente, a formacio de
biofilmes em dispositivos médicos invasivos acarretando cerca de 85% de mortalidade em
pacientes com debilidade imunolégica (BONGOMIN, et al. 2019; RAMIREZ,
MONCADA, 2019).

Espécies do género Trichosporon apresentam grande capacidade de formagido de
biofilmes (CORDEIRO et al. 2015; KURAKADO et al. 2020) que sdo células microbianas
fortemente aderidas a um substrato e envolto por uma matriz extracelular formada por
substancias poliméricas autoproduzidas (SUGIMOTO et al. 2018). Essa conformacio
acarreta maior viruléncia das cepas, de modo que células associadas em biofilme possuem
maior expressao dos fatores de viruléncia, além do fenétipo de tolerancia aumentada aos
antifingicos do que as células planctonicas (CORDEIRO et al. 2015; SADAMOTO et al.
2020).

Também é percebido que as espécies de Trichosporon capazes de formar biofilmes
apresentam uma ampla variedade de estruturas morfolégicas, como blastoconidios,

artroconidios e produ¢ao de hifas no interior dessas estruturas (CORDEIRO et al. 2017,
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ITURRIETA-GONZALES et al. 2014), bem como liberacio de acidos nucléicos para o
meio extracelular compondo a matriz extracelular durante o desenvolvimento do biofilme, o
que pode ser um fator impactante na patogenia da tricosporonose invasiva (CORDEIRO et
al. 2015).

Tendo em vista a gravidade das infecgOes sistémicas e a crescente resisténcia aos
antimicrobianos atualmente utilizados na clinica, é preciso uma constante atualiza¢iao acerca
da patogenia da doenga e da interagdo entre o fungo e o hospedeiro, bem como o correto

diagnéstico, considerando os fatores de viruléncia e seus potenciais alvos farmacologicos

(DUARTE-OLIVEIRA et al., 2017; ABBES et al., 2021; MEHTA et al., 2021).

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O género Trichosporon

Trichosporon sp. consiste em basidiomicetos leveduriformes, apresentando diversas
caracteristicas morfologicas: blastoconideos (células globosas simples, ovoides ou
elipsoidais), artroconideos (esporos assexuados resultantes da divisao das hifas), hifas
verdadeiras septadas hialinas e pseudohifas hialinas (CHAGAS-NETO, CHAVES e
COLOMBO, 2008; MARINE et al,, 2015%). Sua reproducdao ocorre de forma assexuada
(KURAKADO et al.,, 2021). Além disso, esse género fingico ¢ complexo e suas espécies
possuem estruturas morfologicas diferenciadas, as quais auxiliam em sua caracterizagdo
fenotipica, como apressorios, sarcinas e conidiagio meristematica (CHAGAS-NETO,
CHAVES e COLOMBO, 2008; MARINE et al., 2015%.

Taxonomicamente, Trichosporon sp. pertence ao filo Basidiomycota, subfilo
Agaricomycotina,  classe  Tremellomycetes, ordem  Trichosporonales, familia
Trichosporonaceae (LIU et al., 2015; DO ESPIRITO SANTO et al., 2020). Atualmente,
mais de 50 espécies de Trichosporon ja foram descritas, nas quais 17 sdo consideradas
patogénicas para os seres humanos, dentre elas destacando-se: T. ovoides, T. inkin, T. asabii, T.
asteroides, "I japonicum, T. coremitforme, T. dobhaense, T lactis, 'T. faecale (N[ARINE etal., 2015% LIU
et al,, 2015; DE ALMEIDA JUNIOR et al., 2017).

As condigbes ideais para o crescimento e desenvolvimento do fungo se dio em
cultivo feito em agar Sabouraud dextrose e incubagao de dois a sete dias em temperatura de
35°C (ITURRIETA-GONZALEZ et al., 2014). Suas caracteristicas macromorfoldgicas
podem variar intra e interespécies, podendo apresentar colonias umidas ou secas, de

coloragao branca a creme (DUARTE-OLIVEIRA et al.,, 2017). A topografia pode ser plana,
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cerebriforme, ou umbilicada com depressao central lembrando a forma de cratera de vulcao,
e a superficie pode ser lisa, rugosa ou de aspecto farinaiceo (DE HOOG et al., 2000).

Além das variagdes macromorfolégicas, as espécies de Trichosporon também
apresentam diversidades fisiologicas e bioquimicas, assimilando diferentes tipos de
carboidratos, como monossacarideos (pentoses e hexoses), dissacarideos (celobiose, lactose,
maltose, sacarose, trealose), bem como polissacarideos (amido e xilano) (LIU et al., 2015;
DUARTE-OLIVEIRA et al.,, 2017). Quanto ao metabolismo, esse género fingico é capaz
de assimilar outras fontes de carbono, como compostos aromaticos (fenol, cresol,
aminoacidos aromaticos, benzoatos e salicilatos) e fontes de nitrogénio, sendo positivo no
teste da urease. Porém, esses fungos niao sao capazes realizar fermentagdo de agucares,
apresentando apenas o metabolismo oxidativo (LIU et al., 2015; DUARTE-OLIVEIRA et
al,, 2017).

Na natureza, estao amplamente distribuidos (em solo, agua, madeiras em
decomposicao e excreta de animais) e sao adaptados a ambientes tropicais e temperados
(COLOMBO, PADOVAN e CHAVES, 2011; DUARTE-OLIVEIRA et al., 2017). Fazem
parte da microbiota humana, podendo estar presentes na mucosa oral e do trato
gastrointestinal, assim como da microbiota transitéria da pele, do trato respiratério superior
e da area perigenital e perianal, e sua presenga em diversos sitios anatomicos pode contribuir
para a ocorréncia de infecgoes oportunistas (COLOMBO, PADOVAN e CHAVES, 2011;
HALLEN-ADAMS E SUHR, 2010).

2.2 Infecgdes Causadas pelo género Trichosporon

Trichosporon sp. é considerado um fungo emergente, pois o nimero de casos de
tricosporonose vem crescendo ao longo dos anos (DUARTE-OLIVEIRA etal., 2017). Além
disso, também recebe a classificacio de fungo oportunista, pois, quando ha alteracdes do
estado imunolégico do paciente, podem causar infec¢oes localizadas ou disseminadas (LIAO
etal.,, 2015; DUARTE-OLIVEIRA et al., 2017). Contudo, os primeiros relatos de Trichosporon
spp. como agentes primarios de infec¢bes humanas foram atribuidos a infec¢oes superficiais,
como a piedra branca e a onicomicose (MONTOYA et al. 2014; ESCARRA et al. 2017).

Piedra branca ¢ uma infecgao fungica cronica da cuticula dos pelos das axilas, barba,
bigode, areas genitais e couro cabeludo (Figura 1 A), caracterizada pela presenca de nédulos
friaveis de coloragdo branca a amarela (Figura 1 B). A doenc¢a ndo mostra predilecio por

grupos étnicos, sexo e idade, mas tem relacio com as condi¢oes higiénico-sanitarias dos
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pacientes (SIDRIM; ROCHA, 2004; MILAN et al. 2018). Ja onicomicose, infecgio que
acomete a unha, muitas vezes, pode estar associada aos fungos dermatéfitos. Contudo,
dependendo da area geografica, Trichosporon spp. pode ser o agente etiolégico responsavel

por até 40% destas infec¢Oes, nas quais a espécie mais isolada é T. cutanenn (COLOMBO et

al., 2011; MARINE et al., 2015).

Figura 1 - Infecgoes superficiais causadas por Trichosporon

Legenda: Piedra branca acometendo cabelo (A); Microscopia de uma infec¢do do pelo, mostrando nédulo
externo ao pelo; (C) Onicomicose causada por Trichosporon spp., com onicodistrofia da lamina ungueal e
paroniquia. Fonte: Marques & Camargo, 2012.

Entretanto, nos dltimos anos, é crescente o isolamento de Trichosporon spp. em
infecgdes sistémicas em pacientes imunocomprometidos, sendo considerado um sério
problema para a saide publica devido as altas taxas de mortalidade dos pacientes acometidos
na América do Norte, Europa, Asia e América do Sul (ESCARRA et al, 2017,
CHALLAPILLA et al., 2019). As espécies do genero Trichosporon representam 10,7% das
espécies nao Candida em infecgdes invasivas, acarretando indices de mortalidade de cerca de
80% em pacientes adultos no Brasil BONGOMIN et al. 2019).

Tricosporonose é uma doenca fingica do tipo invasiva, sistémica, que acomete,
principalmente, pacientes imunocomprometidos, com doengas hematoldgicas malignas,
transplantados, principalmente de medula 6ssea, pacientes em uso prolongado de
corticosteroides, individuos que realizaram cirurgia de valvulas cardiacas e pacientes
infectados pelo virus HIV (ESCARRA et al., 2017; BONGOMIN et al. 2019).

Existem duas apresentagdes clinicas de tricosporonose, a localizada e a disseminada.
A primeira forma se caracteriza por acometer apenas um unico 6rgao ou sistema, como
valvulas cardiacas. Ja4 a segunda forma se caracteriza por acometer varios 6rgios com
disseminagdo hematogénica, como infec¢des do sistema nervoso central (MILAN et al.

2018).
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Infec¢Oes hospitalares invasivas causadas por Trichosporon spp. sao geralmente
associadas a uso de cateteres venosos centrais, cateteres vesicais e dispositivos médicos de
uso prolongado, pois facilita a adesao das células fungicas para formar biofilmes, onde a
espécie mais frequentemente isolada ¢ T. asahii (MARINE et al., 2015; CHALLAPILLA et
al. 2019).

Dados epidemioldgicos mostram que 1. inkin é a segunda espécie mais comumente
associada a tricosporonose invasiva, isolada de amostras clinicas como urina, sangue e
cateteres (ALMEIDA JUNIOR & HENNEQUIN, 2016). Contudo, outras espécies tém
sido relatadas causando infec¢des invasivas, como 1. dermatis, T. japonicum, T. mucoides e T.
ovoides (TAVERNA et al., 2014; CHALLAPILLA et al. 2019; GUO et al. 2019).

As infecgoes superficiais, normalmente, respondem bem aos tratamentos com
azodlicos como: fluconazol, itraconazol e voriconazol. Entretanto, as infec¢Oes invasivas
representam um desafio, pois nao ha padronizagdo terapéutica. Varios estudos relatam que
o tratamento das infec¢oes por T. asabii tem pouco sucesso com a administracao de
anfotericina B e caspofungina (VAZQUEZ, 2010; MARINE et al., 2015; CONG et al,
2010).

Os novos antifingicos azolicos, como o voriconazol, mostraram 6tima eficiéncia
para o tratamento de tricosporonose invasiva. Uma vez que apresentam boa atividade tanto
in vitro quanto zn wvivo contra espécies de Trichosporon. Contudo, o alto custo desses

medicamentos limita seu uso na clinica (MARINE et al., 2015; CONG et al., 2016).

2.3 Fatores de Viruléncia

A patogenia e a gravidade dos casos de tricosporonose dependem de multiplos
fatores, como a condi¢ao clinica debilitada dos pacientes, mas, também, aos fatores de
viruléncia do fungo, os quais correspondem as suas caracteristicas que permitem a evasao
dos sistemas de defesa do hospedeiro (DUARTE-OLIVEIRA et al., 2017). Entretanto,
existem relatos de infec¢do em pacientes imunocompetentes, quando ha disbiose, tratamento
prévio com antibidticos, ou comorbidades associadas, como a diabetes (LIAO et al., 2015;
DUARTE-OLIVEIRA et al., 2017).

Trichosporon spp. podem expressar diversos fatores de viruléncia, sendo os
principais: diferenciagdo em hifas e producdo de enzimas extracelulares (favorecendo a

invasao tecidual), produc¢ao de glucoronoxilomanana (GXM) na parede celular (que contribui
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para o escape da agdo do sistema imunoldgico), termotolerancia, o switching fenotipico
morfologico das colonias, expressao de genes resistentes a antifingicos, a capacidade de se
associar na forma de biofilme e, mais recentemente, a formacgio de células persistentes
(BENTUBO et al, 2014; MONTOYA et al.,, 2017; DUARTE-OLIVEIRA et al.,, 2017,
CORDEIRO et al.,, 2021).

A diferenciacio em hifas estd diretamente associada a invasao tecidual,
contribuindo para a disseminac¢ao fungica e para a potencializagao das infec¢oes (MARINE
et al., 20152a). Uma complicagao da tricosporonose invasiva é a embolia vascular que ocorre
devido a angioinvasao pelas hifas, seguido de infarto multifocal e faléncia dos o6rgios
acometidos (DUARTE-OLIVEIRA et al., 2017; MADA et al., 2018).

Outro fator de viruléncia, porém ainda nao muito bem elucidado, ¢ a produgao de
melanina, na presenca do precursor L-DOPA, a qual protege as células fungicas contra
estresse oxidativo e contra a fagocitose (FIGUEIREDO-CARVALHO et al., 2014). Em
contrapartida, o switching fenotipico morfolégico ¢ a mudanga nas caracteristicas
macroscopicas das colonias e esta relacionado com a adesao celular em T. asahi ( BENTUBO
etal., 2014).

Trichosporon sp. também ¢é capaz de produzir exoenzimas liticas, as quais sio
relacionadas ao dano tecidual, contribuindo para o estabelecimento do parasitismo do
hospedeiro e para a disseminacio do fungo (HAZIROLAN, KOCAK E KARAGOZ, 2018).
Dentre elas, estio: proteases, lipases, fosfolipases, DNAse, estearases e hemolisinas as quais
danificam as proteinas de defesa do hospedeiro e favorecem a obtencio de nutrientes
(MARINE, 2015% DUARTE-OLIVEIRA et al., 2017).

A glicuronoxilomanana (GXM) tem fungdo estrutural, compondo a parede celular
de Trichosporon spp. e exercendo, também, fungao antigénica, o que lhe torna um fator
importante na patogenia, tendo em vista que dificulta a fagocitose por neutréfilos e
macréfagos (MARINE et al, 2015b).  Estruturalmente, é formada por blocos de
polissacarideos similares a «-1,3- D-manana, com glicosila¢des nas posi¢cdes O-2, O-4 ¢ O-6
dos residuos de manose na parede celular, semelhante ao produzido por Cryprococcus
neoformans (MARINE et al., 2015b).

Outro importante fator de viruléncia é a formagdo de biofilmes, pois, ao se aderir
as superficies de dispositivos médicos intracorpéreos, bem como em tecidos, consegue
formar um agrupamento de células organizadas e envoltas por uma matriz extracelular

polimérica, que dificulta a agdo dos antifingicos e promove a sobrevivéncia do fungo aos
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estresses fisicos e quimicos, facilitando sua disseminagdo e potencializando o processo
infeccioso (MONTOYA et al.,, 2017, MEHTA et al. 2021).

Por fim, estudos recentes demonstraram que espécies de Trichosporon possuem a
capacidade de formar células persistentes, o que pode contribuir para a cronicidade das
infec¢Oes e a baixa resposta ao tratamento com antinfugicos, tendo em vista que suas células

permanecem dormentes sob condi¢oes de estresse, mas, posteriormente conseguem reativar

e manter o seu metabolismo (PADOVAN et al., 2019; CORDEIRO et al., 2021).

2.4 Métodos diagnosticos

A coleta do material biolégico depende do local e o do tipo de micose. Se for micose
em pele, é realizado um raspado na borda da lesao com auxilio de uma lamina ou bisturi.
Quando a infec¢ao ¢ no pelo, retira-se o com auxilio de uma pinga estéril e coloca numa
placa de Petri com correta identificagdo para posterior processamento (SIDRIM & ROCHA,
2004).

O exame direto ¢ feito diretamente do espécime bioldégico, no qual coloca-se numa
lamina com KOH a 10-40% no qual permite a visualizagio de estruturas micelianas.
Microscopicamente ¢ evidenciado hifas artrosporadas hialinas e presenca de artroconideos e

blastoconideos (SIDRIM & ROCHA, 2004).

Figura 2: A - microscopia éptica: nédulos brancos-amarelados aderidos ao pelo de modo
perpendicular. B - microscopia evidenciando hifas hialinas com artroconideos e
blastoconideos

Fonte: RICHINI-PEREIRA et al. 2012.
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A cultura de espécies do género Trichosporon, em meio Sabouraud dextrose, formam
colonias leveduriformes com matiz de colora¢ao que variam de brancas a bege, textura
cremosas a secas € com aspecto caracteristico com sulcos cerebriformes radiados (Figuras
1A e 1B) BENTUBO et al, 2013; MONTOYA et al., 2015).

Na analise microscépica, na fase assexuada, os fungos do género Trichosporon se
caracterizam pela presencga de blastoconidios e artroconidios (Figuras 1C e 1D), que sao
estruturas assexuadas que se desprendem das hifas verdadeiras, além de pseudo-hifas (Figura
1E) e hifas hialinas, com fase sexuada desconhecida. Entretanto, outras espécies possuem
estruturas que as diferem morfologicamente, como apressério, macroconidio ou conidiagao
meristematica (GUEHO et al., 1994; SUGITA, 2004; BENTUBO et al., 2013).

Na identificacio por métodos bioquimicos e fisiologicos, todas as espécies de
Trichosporon sio capazes de assimilar diferentes carboidratos, ndo assimila o nitrato e
decompoe a arbutina, além de degradar ureia (Figura 1F), porém, nao realizam fermentacio
(COLOMBO et al, 2011; MONTOYA et al., 2015). Algumas espécies do referido género
apresentam tolerancia a cicloheximida, crescendo em meios de cultivo com concentragao de
0,1% do composto MONTOYA et al.,, 2015).

A taxonomia de Trichosporon spp. baseada nas técnicas de identificacdo fenotipica,
por meio das caracteristicas macro e micromorfoldgicas, fisiologia e ecologia gera resultados
inconsistentes e muita controvérsia devido as semelhangas entre as espécies. Como o pertil
de sensibilidade pode variar de acordo com as espécies, a identificagao de Trichosporon spp. é
de fundamental importancia para ajudar nos parametros epidemiolégicos e definir a
associagao clinica com o tratamento a antifungicos (TAVERNA et al., 2014; Milan et al.
2018).

Assim, para a identificacdo precisa, a utilizacio de métodos de identificacio por
galerias, como API®/ ID32 (Biomerieux, Franca) e VITEK® MS™ (Biomerieux, Franca),
bem como métodos de identificacio moleculatres estdo cada vez mais sendo utilizados (DE
ALMEIDA JUNIOR et al., 2017; RUHNKE et al., 2018). As técnicas moleculares para
analise das regides intergénica do DNA ribossomico e da sequéncia 26S do DNA
riboss6mico, além da quantificacao de guanina-citosina (mol% G-C) tém se mostrados muito
eficientes na pratica laboratorial (COLOMBO et al, 2011; MONTOYA et al.,, 2015). Os
genes ribossomais sao alvos de regides de conservacao evolutiva, cujas regides pesquisadas
sao as 1GS (Intergenic Spaces) e ITS (Internal Transcriber Spaces) das subunidades 26S e 5S do
RNA ribossomal (COLOMBO et al, 2011; MONTOYA et al., 2015). Nos ultimos anos, foi

mostrada a utilidade da técnica de espectrometria de massa para analise de perfis proteicos
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por MALDI-TOF, a qual foi capaz de identificar até 16 espécies de relevancia clinica.
(DUARTE-OLIVEIRA et al., 2017).

Figura 3 - Aspectos macro e micromorfologicos de Trichosporon spp.

Legenda: Morfologia das colonias de T. inkin (A) e T. asahii (B) em cultivo em agar Sabouraud dextrose,
revelando colonias com coloracdo creme e branca, além de relevo cerebriforme. (C) a seta mostra um
blastoconidios; (D) Artroconidios em hifas verdadeiras; (E) Pseudo-hifa e (F) prova da urease mostrando reagao

positiva (cor rosa) e reagdo negativa (cor amarela). Fonte: Centro Especializado em Micologia Médica —
CEMM/UFC (2017).

A identificacdo precisa desses fungos é muito significativo no cenario clinico para
melhorar o tratamento com antifungico, pois dados da literatura mostram resisténcia de 7.
asahii a anfotericina B (AMB) — droga considerada padrao-ouro no tratamento das infecgdes
fungicas sistemicas (MONTOYA et al., 2015; MILAN et al. 2018; BONGOMIN et al. 2019).
Além disso, as outras espécies de relevancia clinica parecem ser menos sensiveis 2 vitro a

agentes triazolicos em comparagao a AMB (CONG et al. 2016; CHALLAPILLA et al. 2019).

3 CONSIDERACOES FINAIS

Com o aumento dos casos de infecgdes causadas por Trichosporon, este patbgeno
tem ganhado destaque como um fungo oportunista e emergente, podendo causar infec¢oes

de dificil tratamento. Dessa forma, compreender como o fungo se comporta, bem como suas
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caracteristicas gerais e fatores de viruléncia sao fatores importantes para um diagnostico

precoce e aplicagao da terapia adequada.
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