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v

Dermatofitos: interacao patdégeno-hospedeiro e resisténcia a
antifangicos’

Dermatophytes: host-pathogen interaction and antifungal resistance

Nalu Teixera de Aguiar Peres ' Fernanda Cristina Albuquerque Maranhio *
Antonio Rossi’ Nilce Maria Martinez-Rossi *

Resumo: As micoses cutineas estio entre as infec¢oes mais comuns em humanos e se tornaram um
importante problema de satde publica, principalmente por causarem infecgoes invasivas em pacientes
imunodeprimidos. Durante a infeccio, a interacio dermatoéfito-hospedeiro desencadeia adaptagoes
metabdlicas especificas que permitem aos patdgenos aderirem e penetrarem no tecido, remodelando
seu metabolismo para captar nutrientes e superar os mecanismos de defesa do hospedeiro. Esse remo-
delamento metabdlico e a inter-relacio entre metabolismo, morfogénese e resposta ao estresse sio
importantes fatores que estio sendo intensamente avaliados em diversos patogenos. As células do hos-
pedeiro também respondem aos estimulos do patdgeno, ativando vias de sinalizacdo intracelular que
culminam no desencadeamento de uma resposta imune contra o agente infeccioso. O entendimento
molecular dessas respostas metabdlicas pode ajudar no estabelecimento de novas estratégias terapéuti-
cas. Nesta revisao, sao abordados diferentes aspectos da biologia dos dermatofitos, com énfase na inte-
raciao dermatéfito-hospedeiro e nos mecanismos de resisténcia a antifingicos.
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Abstract: Cutaneous mycoses are among the most common infections in humans and have become an
important public health issue because they cause invasive infections in immunocompromised patients.
During the infectious process, dermatophyte-host interactions trigger specific metabolic adaptations
that allow the pathogen to adhere to and penetrate the host tissue, scavenge nutrients, and overcome
the host defense mechanisms. This metabolic shift and the interplay between metabolism, morphoge-
nesis and stress response are important factors that have been extensively studied in several pathogens.
Host cells also respond to the pathogen stimuli by activating intracellular signaling pathways that trig-
ger the immune response against the infectious agent. The comprehension of the molecular aspects of
these responses may help to establish new therapeutical strategies. In this review, different aspects of
the biology of dermatophytes are addressed, with emphasis on the dermatophyte-host interaction and
the mechanisms of antifungal resistance.
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INTRODUCAO

As micoses cutaneas estao entre as infecgoes
fingicas mais comuns, sendo principalmente causa-
das por fungos filamentosos queratinofilicos, que uti-
lizam a queratina como nutriente durante a infeccao
de pele, cabelos e unhas. Esses fungos sio denomina-
dos dermatofitos e estiao classificados em trés géne-
ros: Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton,
de acordo com a formacao e morfologia de seus coni-
dios (estruturas de reproducao assexuada). Além
disso, as espécies de dermatofitos sio divididas em
zoofilicas, geofilicas e antropofilicas, dependendo de
seu habitat primario (animais, solo ou humanos, res-
pectivamente). As espécies zoofilicas sao responsaveis
por cerca de 30% das dermatofitoses humanas e geral-
mente provocam uma inflamacio aguda, enquanto
que as espécies antropofilicas representam cerca de
70% das infeccoes nesses hospedeiros, causando uma
infeccao cronica e de progressao lenta, sugerindo que
o fungo tenha-se adaptado ao hospedeiro humano.
Até o momento, cerca de 30 espécies de dermatofitos
ja foram identificadas dentre os patdgenos humanos.'

A transmissao das dermatofitoses ou tinhas ocor-
re pelo contato direto com animais e humanos infecta-
dos, ou indireto por fomites contaminados, e as formas
clinicas variam de acordo com o agente etiolégico (espé-
cie) e o sitio anatomico acometido. Os sintomas podem
ser brandos ou severos dependendo do estado imunol6-
gico do hospedeiro, e geralmente nao ocorre invasao de
tecidos subcutaneos ou 6rgaos internos. As lesoes carac-
teristicas nas infeccoes de pele sao circulares, eritemato-
sas e pruriginosas, sendo consequentes da acao direta do
fungo ou de reacoes de hipersensibilidade ao micro-
organismo e/ou a seus produtos metabolicos. Nas infec-
coes de unha (onicomicoses) pode ocorrer descolamen-
to das bordas, espessamento, aparecimento de manchas
brancas e até distrofia total das unhas.” Embora as infec-
coes causadas por dermatofitos sejam geralmente restri-
tas as regioes superficiais da epiderme, esses fungos
podem comportar-se de maneira invasiva, ocasionando
infeccao profunda e disseminada em pacientes imuno-
comprometidos, até mesmo com surgimento de granu-
lomas dermatofiticos.’

ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

Segundo a Organizacao Mundial da Sadde, os
dermatofitos afetam cerca de 25% da populacao mun-
dial. Estima-se que 30 a 70% dos adultos sejam porta-
dores assintomaticos desses patégenos e que a inci-
déncia dessa doenca aumente com a idade. De modo
geral, os dermatofitos apresentam um cariter cosmo-
polita, sendo encontrados em diferentes regides do
mundo, ocorrendo variagoes regionais em relagao a
frequéncia de determinadas espécies, uma vez que
condicoes geoclimaticas e sociais interferem na distri-
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buicio das espécies dermatofiticas.’ Fatores climdti-
cos, assim como praticas sociais, migra¢aio populacio-
nal e caracteristicas individuais podem afetar a epide-
miologia das dermatofitoses. Além disso, alguns fato-
res de risco vém sendo associados as onicomicoses,
como idade, anomalias morfolégicas nas unhas, fato-
res genéticos, condicoes de higiene inadequadas e
algumas doencas como diabetes melittus e quadros
de imunodeficiéncia.” Existem alguns relatos sugerin-
do que as taxas hormonais afetam a frequéncia dessas
infecgoes em homens e mulheres e que o crescimen-
to desses patdégenos pode ser influenciado por alguns
hormoénios esteroides. Algumas espécies de
Trichophyton e Microsporum apresentam proteinas
citosodlicas que se ligam especificamente e com alta afi-
nidade a progesterona, e esta, em concentracoes far-
macoldgicas e fisiologicas, inibe o crescimento de der-
matoéfitos de uma maneira dose-dependente, sendo
que as espécies antropofilicas respondem mais a acao
dos esteroides do que as espécies geofilicas.’

Uma avaliacio epidemiolégica envolvendo 16
paises da Europa demonstrou que entre 35 e 40% dos
individuos analisados apresentaram infec¢io nos pés
(tinea pedis) causada por dermatéfitos.’ Além disso,
um estudo realizado com criancas em creches nos
Estados Unidos revelou que entre 22 e 50% delas exi-
biam sintomas de infeccio dermatofitica do couro
cabeludo.” No Brasil, as regides Sul e Sudeste tém
apresentado alta incidéncia de infeccoes causadas
pelo dermatéfito Trichophyton rubrum, seguido por
Microsporum canis e Trichophyton mentagrophytes,
enquanto na regiao Nordeste ha maior prevaléncia de
Trichophyton tonsurans, T. rubrum e M. canis.”” No
estado de Sao Paulo, 4.500 criancas de 0-15 anos
foram avaliadas para determinar a incidéncia de tinea
capitis no periodo entre 1996 e 2000. Das 132 crian-
cas com suspeita de infecgao, 112 (85%) tiveram a
confirmag¢iao pela microscopia direta e cultura, sendo
que os isolados mais frequentes foram M. canis
(70,5%) e T tonsurans (23,2%), seguidos de T. menta-
grophytes (3,6%), Microsporum gypseum (1,8%) e T
rubrum (0,9%)."

Dentre os fungos isolados de infeccoes cuta-
neas, o dermatofito antropofilico T rubrum é o mais
frequente em casos clinicos de tinea pedis (pés),
tinea unguium (unhas), tinea corporis (corpo) e
tinea cruris (virilhas).' Estudos epidemiologicos reali-
zados com estudantes universitirios de Sao Paulo
demonstraram a ocorréncia de dermatofitos em 18,2%
da populacao analisada, sendo T rubrum isolado em
80% dos casos e T mentagrophytes em 20%." Entre as
onicomicoses, T. rubrum também é o dermatofito
mais prevalente e afeta criancas e adultos em cerca de
33,2% dos casos identificados em Sao Paulo, seguido
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por T mentagrophytes (6,3%).” Em Fortaleza, um
estudo realizado em um periodo de trés anos relatou
o isolamento de dermatofitos em 12,99% dos casos de
onicomicose, sendo I rubrum isolado em 9,04% dos
pacientes, e T tonsurans e T mentagrophytes em
2,54% e 1,41% deles, respectivamente."

A INTERACAO DERMATOFITO-HOSPEDEIRO E A
PATOGENESE DAS DERMATOFITOSES

Durante o processo infeccioso, os dermatofitos
devem superar os mecanismos de defesa inatos do hos-
pedeiro, primeira linha de protecao do organismo con-
tra infecgoes, para que ocorra a colonizacao tecidual. A
estrutura fisica e quimica da pele, a constante exposicio
a luz ultravioleta, a temperatura, a falta de umidade e a
presenga da microbiota normal tornam o ambiente
inospito para o crescimento de micro-organismos pato-
génicos. Um mecanismo importante na defesa do orga-
nismo contra agentes infecciosos que acometem sitios
superficiais é a queratinizagao, processo de renovacio
do estrato cérneo realizado pelos queratindcitos que
leva a descamacao epitelial e consequentemente a pos-
sivel remocio do fungo." Dessa maneira, para se insta-
lar na epiderme, o patégeno deve aderir a superficie do
tecido, o artroconidio deve germinar e a hifa deve entao
penetrar rapidamente no estrato cérneo, evitando que
o fungo seja eliminado com a descamacao do epitélio.
Na patogénese das dermatofitoses, a interagao inicial
entre os artroconidios e o estrato corneo ocorre apos 3
a 4 horas de contato. Doze horas ap0s infecgao ex vivo
de pele humana, os microconidios de 7. mentagrophy-
tes aparecem implantados na camada superficial e a ger-
minagao ocorre dentro de 24 horas.” Nesse estudo, os
autores relatam ainda o aparecimento de um material
polimérico entre o microconidio e a célula do estrato
corneo trés dias apos a infecgao, provavelmente desem-
penhando um importante papel na adesao dos esporos
a superficie da pele.

Recentemente foi demonstrado que durante a
adesio de artroconidios de 7 mentagrophytes a
superficie do estrato cérneo ocorre a formacao de
estruturas fibrilares longas que parecem ancorar e
conectar o artroconidio a superficie tecidual, o que
deve também prevenir sua remocao do tecido hospe-
deiro. Entretanto, durante a infeccio de camadas
mais profundas da epiderme, as estruturas fibrilares
se tornam mais finas e curtas, recobrindo toda a
superficie do artroconidio, que apresenta entio uma
morfologia achatada, o que aumentaria a superficie
de contato com o tecido, possibilitando uma maior
adesao e aquisicao de nutrientes. Além da adesao ao
estrato cOrneo, 0s autores relatam que essas estrutu-
ras fibrilares fazem a conexiao entre artroconidios
adjacentes, sugerindo a formacio de um complexo de
artroconidios mais estavel, o que poderia representar

a formacao de um biofilme e até mesmo um mecanis-
mo de comunicacio intercelular.””' Estudos de intera-
cao in vitro com células epiteliais de ovario de hams-
ter chinés (CHO - sigla em inglés) revelaram que os
dermatofitos T rubrum e T. mentagrophytes expres-
sam adesinas glicoproteicas que reconhecem e se
ligam a residuos de manose e galactose na superficie
celular. Ap6s a adesao, os conidios foram endocitados,
sugerindo que os dermatofitos apresentam a capaci-
dade de invadir células, uma vez que as células CHO
nao sao fagocitos profissionais. O mesmo fendmeno
foi observado na interacao com macroéfagos, fagocitos
profissionais que medeiam as respostas imunes,
mesmo quando eles foram pré-tratados com citocala-
sina D para impedir a fagocitose.”**

Apbs a adesio, os dermatofitos devem obter
nutrientes para seu desenvolvimento e sobrevivéncia,
utilizando as macromoléculas presentes no tecido hos-
pedeiro como fonte de carbono, nitrogénio, fésforo e
enxofre. Entretanto, a seletividade da membrana cito-
plasmatica impede que proteinas, amido, celulose e lipi-
deos sejam transportados para o interior da célula. Para
que essas moléculas sejam utilizadas, é necessario
degrada-las em compostos menores, para os quais as
membranas sio permeaveis. A quebra dessas moléculas
é promovida por enzimas hidroliticas secretadas que
apresentam especificidade por diferentes substratos.
Por essa razao, a secrecao de uma ampla variedade de
enzimas pelos dermatéfitos, como proteases, lipases,
elastases, colagenases, fosfatases e esterases, ¢ um fator
dos mais importantes durante o processo infeccio-
s0.”"”* Essa maquinaria enzimatica é um dos fatores de
viruléncia mais bem caracterizados dos dermatofitos,
permitindo a hidroélise de componentes estruturais do
tecido epidérmico e possibilitando que esses patégenos
se tornem invasivos. Dentre essa ampla variedade de
enzimas secretadas pelos dermatofitos, as enzimas pro-
teoliticas sao as mais estudadas, e a importincia das pro-
teases queratinoliticas para a patogenicidade estad bem
estabelecida. Foi demonstrado que amostras de M.
canis isoladas de caes e gatos apresentavam uma maior
atividade queratinolitica em relagao as amostras isoladas
de animais assintomaticos e induziam infeccio cronica
em cobaias (Guinea pigs), sugerindo uma relacao dire-
ta entre a atividade queratinolitica e a patogenicidade
desse dermatofito.” A queratina é uma molécula protei-
ca fibrosa de alto peso molecular, rica em cisteina, cujas
pontes dissulfeto e ligacoes acetamidicas garantem sua
estabilidade. Essa proteina é produzida por humanos e
outros animais, sendo o principal constituinte de aces-
sorios como pele, unhas e cascos, desempenhando uma
fungio de revestimento e prote¢io.”

As queratinases secretadas pelos dermatoéfitos
catalisam a degradagio de queratina presente no teci-
do hospedeiro em oligopeptideos ou aminodacidos,
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que podem entio ser assimilados pelo fungo.
Entretanto, essas enzimas nao podem agir antes da
reducao das pontes dissulfeto dentro da compacta
rede de queratina que constitui os tecidos queratiniza-
dos. Recentemente foi sugerido que em 7' rubrum essa
reducao depende de uma bomba de efluxo de sulfito,
codificada pelo gene TruSsul, pertencente a familia de
transportadores TDT (tellurite-resistance/dicarboxy-
late). A secrecao de sulfito por esse transportador per-
mite a clivagem da cistina da queratina em cisteina e S-
sulfocisteina, deixando-a acessivel para a acao de endo
e exoproteases, funcionando ao mesmo tempo como
uma possivel via de detoxificacio.”

Acredita-se ainda que as enzimas proteoliticas
degradem os componentes proteicos da pele, auxiliando
no processo de penetracio no estrato corneo. Dessa
maneira, os dermatofitos devem produzir e secretar pro-
teases em resposta a presenca dos componentes da
matriz extracelular da epiderme durante a invasao teci-
dual. A inducao dessas proteases pode contribuir para o
potencial desses fungos em degradar componentes das
camadas mais profundas, tais como a elastina da derme,
em individuos imunocomprometidos. Alguns autores
sugerem que as proteases secretadas por dermatoéfitos
facilitem e até mesmo sejam necessarias para uma efi-
ciente adesio desses patégenos ao tecido hospedeiro.”**
O padrio de proteases secretadas pelos dermatoéfitos
possivelmente determina a sobrevivéncia do fungo no
tecido hospedeiro e a evolugio da infeccao, nao apenas
provendo nutrientes em detrimento da barreira de que-
ratina, mas também desencadeando e modulando a res-
posta imune. Sabe-se que quanto maior a severidade das
lesoes (infec¢ao aguda), mais rapida é a resolucio da
infeccao e, portanto, as queratinases e o dano tecidual
que elas provocam podem estar também relacionados
com o desencadeamento da resposta inflamatéria e con-
sequentemente com a ativacao da resposta imune.”

Pele (pH icido)
queratina, proteinas
solaveis

Indugio de proteases (+) 1

Polipeptideos

€ que T
alcalinas
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Indugio de proteases
¢ queratinases

Em T rubrum, foi relatado que a atividade pro-
teolitica é reprimida, entre outros fatores, pela dispo-
nibilidade de aminoacidos livres, e que proteases com
atividade 6tima em pH acido sao importantes fatores
de viruléncia dos dermatofitos.” Em 2004 foi propos-
to por nosso grupo um modelo de regulacao das enzi-
mas proteoliticas pelo pH ambiente durante o proces-
so infeccioso das dermatofitoses (Figura 1).” Nos esta-
gios iniciais da infeccao, em resposta ao pH acido da
pele humana, o patégeno desreprime a sintese de
queratinases e proteases nao especificas que atuam
com atividade 6tima em pH acido. Estas agem em
substratos, queratinosos ou nio, gerando peptideos
que sao hidrolisados a aminoacidos, os quais siao uti-
lizados pelo fungo como fontes de carbono, nitrogé-
nio e enxofre. A metabolizacao de alguns aminoacidos
promove a alcalinizacao do microambiente hospedei-
ro, adequando-o para a acao das queratinases com
otima atividade em pH alcalino, o que possibilita a
manutencao da infeccao. Foi demonstrado que T
rubrum responde rapidamente a mudangas no pH
ambiente modulando seu perfil de expressao géni-
ca.”*® Essa maquinaria metabodlica permite que os der-
matofitos utilizem proteinas como fonte de nutrientes
em um amplo espectro de pH, possibilitando a com-
pleta instalagao, desenvolvimento e permanéncia do
dermatofito no tecido hospedeiro.

Foi demonstrado ainda que T rubrum codifica
uma proteina homoéloga ao regulador transcricional pacC
(Aspergillus nidulans)/Rim101p (Candida albicans),
que faz parte da via de sinalizagao do pH ambiente, cuja
transcricio € autoinduzida. A linhagem pacC-1 de T
rubrum, que possui esse gene inativado, teve a sua capa-
cidade infectante reduzida quando cultivada em fragmen-
tos de unha humana, correlacionando com uma diminui-
¢do acentuada da atividade queratinolitica.”’ Esses traba-
lhos sugerem que o desenvolvimento em queratina e a

FiGURA 1: Modelo proposto para a regulacio pelo pH
ambiente das enzimas proteoliticas secretadas pelos der-
matofitos. O monitoramento do pH dcido da pele nos
estdgios iniciais da infeccao acarreta a ativagcao (+) de
proteases e queratinases com atividade Otima em pH
icido e a repressio (-) de queratinases com atividade
o6tima em pH alcalino, liberando polipeptidios. A cli-
vagem desses polipeptidios em aminoacidos, provavel-
mente por peptidases, suprira o dermatéfito com fontes
de carbono, nitrogénio e enxofre. A utilizacao de alguns
aminoacidos induz a alcalinizacgio do meio e conse-
quente repressido (-) das proteases e queratinases com
atividade 6tima em pH 4cido, além de ativacio (+) das
queratinases com atividade 6tima em pH alcalino. A ati-
vacao das enzimas proteoliticas com atividade 6tima em
pH alcalino permitird a manuteng¢io do dermatofito.
FONTE ADAPTADA: Martinez-Rossi, et al.”
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consequente degradagao dessa proteina estao de alguma
forma sob regulacao do gene pacC, interferindo na secre-
cdo de proteases com atividade 6tima em pH alcalino.
Além disso, as vias de sinalizagao e o0 monitoramento do
pH poderiam ser considerados fatores de viruléncia de
dermatofitos, permitindo a instalagio e manutencao da
infecgao.

Outros componentes importantes encontrados
no tecido hospedeiro sao os lipideos, que também sao
alvos de enzimas extracelulares fingicas durante a
patogénese das dermatofitoses. Estudos demonstra-
ram que os dermatofitos Epidermophyton floccosum,
M. canis, T. mentagrophytes e T. rubrum apresentam
atividade lipolitica quando cultivados em diferentes
fontes de lipideos em meio agar, demonstrando a
secrecido de lipases e fosfolipases.”

Uma vez no tecido hospedeiro, os dermatofitos
ou seus metabolitos induzem uma resposta imune
inata pelos queratinoécitos, consequentemente ativan-
do mecanismos ou mediadores da resposta imune.
Entretanto, a resposta imune nas dermatofitoses ¢é
pouco conhecida, envolvendo mecanismos nio espe-
cificos, assim como o desenvolvimento de uma res-
posta humoral e celular. Estudos relatam que indivi-
duos infectados com Trichophyton podem apresentar
reacao de hipersensibilidade imediata ou tardia em
teste de sensibilidade, mostrando que existe uma
dicotomia de resposta imune no caso das dermatofito-
ses. Atualmente é aceito que a resposta imune media-
da por células seja responsavel pelo controle da infec-
ca0, uma vez que alguns individuos desenvolvem uma
infeccao cronica e recorrente quando essa resposta
celular € suprimida.

Os queratindcitos sao as células mais numero-
sas da epiderme, formando uma barreira fisica contra
micro-organismos € mediando a resposta imune.
Essas células secretam varios fatores soluveis capazes
de regular a resposta imune, como fatores de cresci-
mento (bFGF - basic fibroblast growth factor, TGF-a
— transforming growth factor; TGF-; TNF-o. — tumor
necrosis factor), interleucinas (IL-1, IL-3, IL-6, IL-7, IL-
8) e fatores estimuladores de colénia — CSFs."
Queratinocitos estimulados iz vitro por 24 horas com
tricofitina, um antigeno de Trichophyton, secretam
niveis elevados de IL-8, um fator quimiotatico para
neutrofilos, possivelmente favorecendo o acimulo de
tais células no estrato corneo.’’ Assim, fatores quimio-
taticos como a IL-8 e o leucotrieno B4 podem ser pro-
duzidos por queratinécitos em resposta a estimulos
apropriados, podendo levar a uma resposta inflamato-
ria nas les6es dermatofiticas. A adicao de um filtrado
proveniente da cultura de T mentagrophytes ou de T.
rubrum na cultura de queratinécitos também induz
um aumento na secrecao de bFGF e IL-1a pelas célu-
las epidérmicas.” Além disso, os niveis de IL-1a indu-

zidos por T mentagrophytes foram mais elevados do
que os induzidos por T rubrum. Tal fato corrobora as
observagoes clinicas dos casos de dermatofitoses, nos
quais as infeccoes agudas, como as provocadas por
T mentagrophytes, sio caracterizadas pelo acamulo
de neutréfilos na epiderme, enquanto que as infec-
coes causadas por T rubrum sao crOnicas e marcadas
por um infiltrado mononuclear.

Estudos recentes demonstraram que os querati-
ndcitos apresentam um perfil de expressao de citocinas
diferente quando estimulados por distintas espécies de
dermatéfitos. Foi demonstrado que Arthroderma
benbamiae, um dermatofito zoofilico e teleomorfo de
T mentagrophytes, induz a expressao de varias citoci-
nas pelos queratindcitos que devem estar envolvidas no
desencadeamento de uma resposta inflamatéria tipica
dessas infecgoes.” Em contrapartida, os autores relatam
que essas mesmas células, quando em contato com 7T
tonsurans, um dermatofito antropofilico, apresenta-
vam uma expressao limitada de citocinas, o que prova-
velmente explica a baixa resposta inflamatdria provoca-
da nas lesoes causadas por essa espécie. Outros autores
relataram também uma diferenca no perfil de expres-
sao de citocinas por queratinécitos infectados in vitro
por T mentagrophytes, T rubrum e T tonsurans, o que
também explicaria a diferenca na intensidade das res-
postas inflamatérias induzidas durante a infecgao por
essas espécies.” Assim, esses estudos reforcam a hipo-
tese de que os queratinécitos participam no desenca-
deamento da resposta imune do hospedeiro contra
patégenos que acometem a pele, reconhecendo fatores
de viruléncia distintos e regulando tais respostas de
acordo com o estimulo que recebem.

Por outro lado, os dermatéfitos produzem subs-
tancias que diminuem a resposta inflamatéria e a pro-
liferacao celular, em resposta as defesas do hospedei-
ro. A manana, um componente glicoproteico da pare-
de celular do fungo, parece estar envolvida na supres-
sao da resposta inflamatoria. A incubag¢io de manana
de T rubrum previamente purificada com células
mononucleares leva a supressiao da formagao de linfo-
blastos e a inibicao da resposta inflamatdéria a mitége-
nos e a uma variedade de outros estimulos.” Esse
componente inibe também a proliferagao de querati-
ndcitos, permitindo que uma infeccao crénica persis-
tente se estabeleca. Ademais, mananas provenientes
de diferentes espécies de dermatofitos exercem efei-
tos distintos na inibi¢do da resposta imune mediada
por células. Em ' rubrum, a manana é produzida em
maiores quantidades e a inibi¢ao da linfoproliferacao
€ mais intensa, quando comparada a da manana pro-
duzida por M. canis. Esse fato sugere que a maior pro-
ducio e a maior poténcia em inibir a proliferacao
celular da manana de 7T rubrum seriam mais um fator
que contribuiria para o desencadeamento da inflama-
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cao crénica e menos exacerbada nas infeccoes causa-
das por essa espécie, em contraste com a reacio infla-
matoria intensa ocasionada por M. canis.

Estudos de interacio dermatofito-hospedeiro
demonstram que varios fatores contribuem para a inten-
sidade e severidade das infecgoes e que a indugao da
resposta imune pelos queratindcitos influencia também
na resposta imune especifica para controlar a infecgao.
Entretanto, os mecanismos moleculares envolvidos na
adaptagao dos dermatoéfitos ao hospedeiro bem como a
natureza das respostas imunes que controlam as infec-
coes dermatofiticas ainda niao estao totalmente esclare-
cidos. Os modelos de infeccio para a realizacado dos
estudos moleculares sobre as interacoes dermatofito-
hospedeiro sao limitados, sendo que a avaliagio da
infeccao in vivo se restringe as espécies zoofilicas, uma
Vez que ocorre cura espontanea ou mesmo auséncia de
colonizagao pelas espécies antropofilicas." Uma alterna-
tiva tem sido o uso de meios de cultura contendo molé-
culas presentes no microambiente hospedeiro, como
queratina e outras proteinas, tracando o perfil de
expressao génica e proteica do dermatéfito 7' rubrum
durante a utilizacio dessas moléculas como fonte de
nutrientes.” Essas pesquisas vém contribuindo para
uma maior compreensio das estratégias moleculares
utilizadas pelos dermatofitos durante a utilizacio de

moléculas do hospedeiro para sua sobrevivéncia, e
ainda revelando genes interessantes que deverao ser
avaliados como novos alvos para o desenvolvimento de
drogas antifiingicas.” O quadro 1 mostra alguns deter-
minantes de viruléncia identificados em dermatofitos.

A importancia clinica, ¢ mesmo veterindria, dos
dermatéfitos e o avango nas pesquisas genomicas leva-
ram o Broad Institute/NIH a desenvolver um projeto de
sequenciamento do genoma de cinco espécies de der-
matofitos (I tonsurans, T rubrum, Trichophyton equi-
num, M. canis e M. gypseum), que se encontra em fase
de montagem e anotacao (Dermatophytes Comparative
Genome — www.broad.mit.edu/annotation/genome/der-
matophyte_comparative.2). Um dos objetivos desse pro-
jeto é utilizar a gendmica comparativa para buscar carac-
teristicas inerentes a cada espécie que permitam a infec-
¢ao de hospedeiros diferentes e a indugao de respostas
de defesa distintas, e revelar genes espécie e/ou género-
especificos e aqueles comuns aos organismos analisa-
dos. Esses dados, acoplados ao desenvolvimento de
modelos de infeccao in vivo e in vitro, poderao desven-
dar as estratégias desenvolvidas pelas diferentes espé-
cies que permitem sua instalacao, sobrevivéncia e per-
manéncia no tecido hospedeiro, possibilitando ainda
um maijor conhecimento da resposta imune desenca-
deada no controle dessas infeccoes.

Quapro 1: Proteinas identificadas em dermatéfitos provavelmente envolvidas na viruléncia

Gene/proteina
Isocitrato liase
Malato sintase
Citrato sintase
Fosfolipase B

Protease subtilisina (Sub3)
Protease subtilisina (Sub 5)
Metaloprotease (Mep3)
Metaloprotease (Mep4)

Carboxipeptidase
Dipeptidil-peptidase V

Funcao em fungos

Enzima do ciclo do glioxalato

Enzima do ciclo do glioxalato

Enzima do ciclo do glioxalato

Inativacdo génica causa atenuac¢ao na viruléncia de Cryptococcus
neoformans e C. albicans

Sub3 ¢é a principal protease secretada por 7 rubrum durante a
infeccio no hospedeiro

Protease secretada é um importante fator de viruléncia

MEP3 ¢ produzida por M. canis durante infeccio em porcos da Guiné
Mep4 ¢é a principal metaloprotease secretada por T rubrum durante
a infeccdao no hospedeiro

Importante para a assimilacio de substratos durante a infec¢ao
Fatores de viruléncia em potencial de M. canis, auxiliando na
degradacao de substratos

ATPase P-type associada a resisténcia ao cobre

Transportador ABC TruMDR2
Manosiltransferase
Urease

Glucosamina-6-fosfato deaminase
Gliceraldeido-3-fosfato deidrogenase (GAPDH)

Fator de transcricio PacC
Tiorredoxina TrxA

Inativacido génica leva a atenuagao de viruléncia de Listeria
monocytogenes e C. neoformans

Inativagao génica atenua a viruléncia de T rubrum in vitro
Inativagao génica atenua a viruléncia de C. albicans e A. fumigatus
Inativagiao génica reduz a quantidade de amodnia secretada in vitro e
atenua a viruléncia de Coccidioides posadasii

Inativagio génica atenua a viruléncia de C. albicans em modelo murino
GAPDH contribui para a adesio de Paracoccidioides brasiliensis no
tecido hospedeiro e para a disseminagao da infeccio

Inativagao génica atenua a viruléncia de 7. rubrum in vitro

Provavel fator de viruléncia de T mentagrophytes

Fonte adaptada: Peres, et al.”
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O TRATAMENTO DAS DERMATOFITOSES E A PRO-
BLEMATICA DA RESISTENCIA A ANTIFUNGICOS

De maneira geral, o controle das infeccoes fan-
gicas depende inicialmente da resposta imune do hos-
pedeiro. A doenca se instala quando ocorre uma falha
nas defesas ou o patégeno se evade das respostas, o
que leva a necessidade de se utilizarem drogas fungi-
cidas ou fungistiticas que atuem o mais especifica-
mente possivel contra o agente agressor, de modo a
evitar danos ao hospedeiro. Entretanto, essa especifi-
cidade ¢ limitada devido ao pouco conhecimento em
varias areas da biologia dos patégenos, como os fato-
res responsaveis pela viruléncia e patogenicidade dos
fungos e os mecanismos de resisténcia as drogas dis-
poniveis no mercado. Além disso, os antifingicos de
uso comum apresentam um nimero limitado de alvos
celulares, como o ergosterol e as enzimas envolvidas
na sua sintese, a sintese de acidos nucleicos e da pare-
de celular e a formacio de microtibulos.” O trata-
mento das dermatofitoses é geralmente longo e one-
roso, envolvendo o uso de formulacoes de drogas per-
tencentes as classes das alilaminas e dos azois, princi-
palmente itraconazol e terbinafina. Tratamentos com-
binados de drogas de uso tépico e oral com anti-infla-
matoérios tém sido empregados na tentativa de aumen-
tar a taxa de cura. Recentemente tem sido adotado
também o uso tépico de amorolfina e ciclopirox em
casos de onicomicose.™

As dermatofitoses sao geralmente associadas a
recidivas que se seguem a interrupg¢ao da terapia
antifngica. Entretanto, em 2003 foi relatado um caso
de resisténcia clinica a terbinafina, uma das drogas
mais utilizadas em dermatofitoses causadas por T
rubrum. Essa linhagem resistente foi isolada de um
paciente com onicomicose cujo tratamento oral com
terbinafina nao foi efetivo, apresentando ainda resis-
téncia cruzada a varios outros inibidores da esquale-
no epoxidase, incluindo naftidina, butenafina, tolnaf-
tato e tolciclato, sugerindo um mecanismo de resis-
téncia alvo-especifica.” Os principais mecanismos
bioquimicos e moleculares que contribuem para o
fenotipo de resisténcia a drogas em eucariotos sao:
reducao da captagio da droga; modificacao ou degra-
dagao metabodlica da droga pela célula; alteragoes na
interacao da droga com o sitio alvo ou com outras
enzimas envolvidas na mesma via enzimatica, através
de mutacoes pontuais, superexpressao da molécula
alvo, amplificacdo e conversao génica (recombina-
¢a0); aumento do efluxo celular, por exemplo, por
uma maior expressao das bombas de efluxo, como os
transportadores do tipo ABC (ATP binding cassette).
A resisténcia de dermatofitos a agentes inibidores
envolve a participacio de modificadores de enzimas
alvo, superexpressio de transportadores ABC e pro-
teinas relacionadas ao estresse.” Em T rubrum, dois

transportadores do tipo ABC, TruMDR1 e TruMDR?2,
foram identificados mostrando-se importantes nao s6
no processo de resisténcia a diversos antifingicos,
mas também na secrecao de enzimas e provavelmen-
te na patogenicidade desse dermatéfito.”* Foi descri-
to também que uma mutagio no gene que codifica a
enzima esqualeno epoxidase (ErgA), alvo do antifin-
gico terbinafina, conferiu alta resisténcia a essa droga
nos fungos A. nidulans, Aspergillus fumigatus e T.
rubrum.””

Os fungos respondem a estimulos do meio
ambiente pela ativacao de diversas vias de transducao
de sinais responsaveis por monitorar as alteragoes
ambientais, assegurando o funcionamento dos meca-
nismos fisiolégicos que possibilitam sua adaptacao a
condicoes de estresse, desenvolvendo respostas de
defesa ou tolerincia celular. As drogas antifingicas
induzem respostas de estresse celular necessarias para
superar seus efeitos toxicos, permitindo a sobrevivén-
cia do fungo. O conhecimento das respostas adaptati-
vas dos fungos a condigoes adversas permite uma
melhor compreensio da biologia desses micro-orga-
nismos, podendo revelar vias metabdlicas essenciais
que permitem sua sobrevivéncia, e consequentemen-
te novos alvos celulares para o desenvolvimento de
drogas eficazes para o controle dessas infeccoes.”
Anidlises de transcriptoma durante a exposicio de T
rubrum a compostos com atividade antifingica tém
levado a identificagio de genes envolvidos na adapta-
cao e resposta ao estresse e a elucidagio do mecanis-
mo de aciao de drogas como terbinafina, acriflavina,
anfotericina B, fluconazol, entre outras.*** Estudos de
expressao génica também tém contribuido para a ava-
liacao do efeito de novos agentes antifingicos em 7
rubrum, como o PHS11A e o PH11B recentemente
desenvolvidos, que atuam inibindo a enzima acido
graxo sintase.”” No quadro 2 estio compilados os
mecanismos de resposta e resisténcia dos dermatofi-
tos aos diferentes agentes antifingicos, tanto aqueles
utilizados na pratica médica, quanto os compostos
que ainda estio em fase de experimentacao, como a
acriflavina e drogas que inibem a enzima acido graxo
sintase.

CONCLUSOES

As dermatofitoses sio as infecgoes fungicas
mais frequentes em todo o mundo, afetando indivi-
duos de diversas faixas etarias e acarretando uma
diminui¢ao na qualidade de vida dos pacientes aco-
metidos, além de prejuizo econdmico pelos gastos
com tratamento. As pesquisas envolvendo diferentes
aspectos dos dermatéfitos, como fisiologia, genética e
bioquimica, bem como a patogénese das dermatofito-
ses e a resposta imune desencadeada nessas infeccoes
sao essenciais para se desenvolverem novas medidas
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QuADRO 2: Mecanismo de acdo, proviveis mecanismos de resisténcia a drogas e padrio de expressao génica

em Trichophyton rubrum

Drogas

Terbinafina

Fluconazol

Imazalil

Itraconazol

Cetoconazol

Tioconazol

Anfotericina B

Griseofulvina

Acriflavina

Acido
undecanoico

Benomil

Brometo de

Mecanismo de acao

Inibicao da esqualeno
epoxidase

Inibicao da citocromo
P450 14-a lanosterol
demetilase

Inibicao da citocromo
P450 14-a lanosterol
demetilase

Inibicao da citocromo
P450 14-a lanosterol
demetilase

Inibicao da citocromo
P450 14-a lanosterol
demetilase

Inibicao da citocromo
P450 14-a lanosterol
demetilase

Ligante de ergosterol e
desestabilizante das
funcoes da membrana
celular

Inibicao da mitose
Inibicao de topoiso-
merases / intercalante

de DNA e RNA

Interacoes celulares
inespecificas

Inibicao da mitose /
ligante de tubulina

Intercalante de DNA

Provaveis mecanismos de
resisténcia

Modificagao da enzima alvo através de
mutagao Aumento do efluxo da droga

Adaptacio ao estresse®

Superexpressao de salicilato

monoxigenase (degradacao da droga?)

Aumento do efluxo da droga
Adaptacio ao estresse®

Aumento do efluxo da droga

Aumento do efluxo da droga

Aumento do efluxo da droga
Superexpressao da enzima
lanosterol 14-0. demetilase
Aumento do efluxo da droga
Adaptacio ao estresse®

Aumento do efluxo da droga
Adaptacio ao estresse®

Aumento das bombas de efluxo
Adaptacio ao estresse®

Aumento do efluxo da droga
Adaptacio ao estresse®
Adaptacio ao estresse®

Aumento do efluxo da droga

Aumento do efluxo da droga

Genes associados a resisténcia

TruMDR2, transportador tipo ABC

TruMDR1, TruMDR2, Transportador
tipo ABC

TruMDR1, TruMDR2

TruMDR1, TruMDR2

TruMDR1, TruMDR2

TruMDR2

Transportador multidroga RND

/ sistema de transporte multidroga
tipo ABC, bomba de efluxo multidroga|
dirigida pelo Na+

TruMDR1, TruMDR2, transportador
tipo ABC

TruMDR2

TruMDR2

TruMDR2

TruMDR1, TruMDR2

etideo e RNA
4NQO Modificagdo do DNA, Aumento do efluxo da droga TruMDR2
acio mutagénica
PHS11A Inibidor da acido graxo Aumento do efluxo da droga TruMDR1, TruMDR2, transportador
sintase fingica Adaptacio ao estresse® tipo ABC, transportador MFS / sistema
de transporte multidroga tipo ABC
(@) Expressiao do gene foi induzida ou reprimida em resposta a droga.
(b) Adaptacio ao estresse: resposta nao especifica a exposicao a drogas.

Fonte adaptada: Martinez-Rossi, et al.”’
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profilaticas e terapéuticas. O desenvolvimento de fer-
ramentas moleculares, como métodos de transforma-
cao génica eficazes, e modelos de infecgao in vivo e ex
vivo tem possibilitado a identificagio e a caracteriza-
cao de diversos genes expressos durante a infeccao,
podendo ainda auxiliar no desenvolvimento de novas
estratégias de diagnostico, terapia e prevencao das
dermatofitoses.

Uma combinagao de diferentes metodologias
podera proporcionar uma plataforma 6tima para a des-
coberta de novos antifiingicos para o tratamento de
dermatofitoses e outras micoses. O rastreamento de
bibliotecas quimicas podera identificar inibidores can-
didatos, cuja estrutura molecular podera ser modifica-
da em funcao de resultados obtidos in silico.
Entretanto, ensaios in vitro e testes de eficacia devem
ser realizados para que um novo inibidor possa ser
usado clinicamente. A disponibilidade de bancos de
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