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RESUMO

Piedra preta € uma micose superficial assintomatica, caracterizada pela formagdo de nddulos
rigidos e enegrecidos localizados ao longo do fio capilar. E uma micose considerada rara,
indcua, podendo acometer tanto o género feminino quanto o masculino em qualquer faixa
etaria. Piedraia hortae, agente etioldgico desta micose, € um fungo filamentoso, demaceo que
produz o pigmento melanina, caracterizando uma coloragdo enegrecida na parede celular e
nas estruturas flngicas. Este pigmento, por sua vez, é caracterizado como um potente fator de
viruléncia, favorecendo, desse modo, seu potencial em causar parasitismo no cabelo. Na
literatura, ndo ha referéncias citando que outros fungos demaceos, que formam ascostroma,
ascos e ascosporos, semelhantes ao P. hortae, possam ser agente etiologico dessa
feohifomicose. Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar a capacidade de fungos deméaceos
de formarem nodulos na porcédo extrafolicular de fios de cabelo humano, semelhantes aos da
piedra preta. Foram obtidos onze isolados de fungos deméaceos, sendo dez da Colecdo de
Cultura Micoteca URM, UFPE, os quais estavam preservados sob Oleo mineral e
posteriormente semeados em meio Agar Batata Dextrose para estimulacdo do crescimento; e
um isolado proveniente do Laboratério de Micologia Médica. Foram preparadas suspensées
dos isolados dos fungos demaceos em 2,0 ml de agua destilada esterilizada, ajustada para
concentraco final de 10° células/mL. Em seguida, vertidos separadamente 0,5 mL de cada
suspensdo sobre os fios de cabelo contidos nas placas de Petri previamente esterilizada e
mantidas a temperatura de 28°C e 37°C. O experimento foi conduzido através de observacdes
macroscopicas e microscopicas dos cabelos durante 40 dias e acompanhado em intervalo de 5
dias. Dois isolados (970 e 3334) mostraram um elevado potencial capaz de causar infecgdo no
fio capilar. Entretanto, oito isolados apresentaram apenas uma colonizacdo. Exophiala
dermatitidis e Cladosporium tenuissimo foram capazes de formar ndédulos semelhantes ao da
piedra preta, porém estruturas de reproducdo como ascostroma, ascos e ascosporos, ndo foram
vizualizadas.Todavia, podemos inferir que esses fungos apresentam um potencial capaz de
parasitar os fios de cabelo, degradando e destruindo a queratina e os componentes cutiulares,
sendo o potente agente de tricomicose.

Palavras-chave: Fungos filamentosos. Microscopia eletronica de varredura. Micoses. Piedra
preta. Fungos demaceos.



ABSTRACT

Black piedra is a superficial mycosis asymptomatic, characterized by the formation of hard
lumps and blackened located along the capillary yarn. It is a mycosis considered rare,
innocuous and can affect both the female and the male at any age. Piedraia hortae, the
etiologic agent of this mycosis, is a filamentous fungus, dematiaceous that making the
pigment melanin, featuring a blackish color in the cell wall and the fungal structures. This
pigment, in turn, is characterized as a potent virulence factor, facilitating there by the potential
to cause parasitic hair. In the literature, there are no references citing that other deméceos
fungi that form ascostroma, asci and ascospores, similar to P. hortae, may be etiologic agent
of this phaeohyphomycosis. The objective of this paper is to deméceos fungal ability to form
nodules in extrafollicular portion of human hair, similar to those of black piedra. Eleven
isolates of fungi demaceos, obtained of the Culture Collection URM, UFPE, which were
preserved under mineral oil and then plated on potato dextrose agar medium for growth
promotion; and one isolated from the Medical Mycology Laboratory. Fungal isolates
deméceos suspensions were prepared in 2.0 ml of sterile distilled water, adjusted to a final
concentration of 10°cells / ml. Then separately poured into 0.5 mL of each suspension over
the strands of hair contained in the previously sterile Petri dishes and kept at 28 °C and 37 °C.
The experiment was conducted by macroscopic and microscopic observations of the hair for
40 days and monitoring in the range of 5 days. Two isolates (970 and 3334) showed a high
potential capable of causing infection in the capillary. However, eight isolates showed only
colonization. Exophiala dermatitidis and Cladosporium tenuissimo was capable of forming
nodules were similar to those of black piedra; however ascostroma structures such as
playback, asci and ascosporos were not displayed. However, we can infer that these fungi
have the potential able to parasitize the hairs, degrading and destroying the keratin and
cuticulares components, the powerful Trichomycosis agent.

Keywords: Filamentous fungi. Scanning electron microscopy. Mycoses. Black piedra.
Demaceos fungi.
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1. APRESENTACAO

A piedra preta € uma micose superficial causada por fungos deméaceos que
apresentam a capacidade de infectar a porcdo extrafolicular dos fios de cabelo, formando
nodulos. Acomete tanto o género feminino quanto o masculino em qualquer idade. E uma
micose considerada indcua, ou seja, ndo oferece grandes prejuizos ao hospedeiro acometido,
no entanto interfere nas questdes estéticas e, consequentemente, na autoestima. Descrita
como rara, pouco se sabe acerca das questdes que envolvem a ecologia e epidemiologia
desta micose. Sabe-se que sua incidéncia é mais frequente em regifes que apresentam clima
tropical (quente e Umido), principalmente nos paises da América do Sul, o qual pode
favorecer o aparecimento e desenvolvimento da piedra preta. Provavelmente, falta de
informacBes sobre caracteristicas particulares desta micose, é devido a escassez de
referéncias bibliograficas, visto que as poucas informacfes que existem, sdo obsoletas.
Piedraia hortae é o agente etiologico da piedra preta. E um fungo filamentoso e melanizado,
cuja caracteristica primordial é a formacdo de nédulos enrijecidos contendo as estruturas de
reproducdo sexuada, COmMO ascos e ascosporos. Essas estruturas por sua vez, caracteriza esse
fungo como pertencente ao filo Ascomycota. Assim, o diagnostico laboratorial micoldgico
da piedra preta é realizado pela visualizacdo dos nodulos na porcdo extrafolicular dos
cabelos parasitados, associado com o isolamento do agente etiolégico no meio de cultura.
Desse modo, a correta identificacdo do fungo bem como o conhecimento das suas
caracteristicas ecoldgicas e epidemioldgicas, contribuem para o estudo mais detalhado desta

doenca, melhorando o diagnostico e facilitando no tratamento dos acometidos.
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2. INTRODUCAO

Piedra ou tricomicose nodular é uma infeccdo fungica de carater assintomatico, a qual
resulta na formacdo de nodulos variando da cor branca, bege e preta, de diferentes
consisténcias ao longo do cabelo. E uma micose superficial e limitada a porgdo extrafolicular
do pelo, onde na maioria das vezes, ndo ocasiona resposta inflamatéria no hospedeiro (DE
HOOG, 1998; FIGUERAS e GUARRO, 2000; SAXENA et al., 2012). Desse modo,
caracteristicas particulares diferenciam as piedras e assim sdo classificadas como piedra
branca ou preta.

A piedra preta, também conhecida como tricomicose dos estudantes é uma infecgdo
fingica que acomete preferencialmente os pelos do couro cabeludo. E uma micose
superficial de carater contagioso que é caracterizada pelo aparecimento de nodulos
enegrecidos e de consisténcia pétrea, 0s quais sdo formados por uma massa compacta de
estruturas fangicas fortemente aderidos ao fio capilar (AREA-LEAO, 1941; FISHMAN,
1973; FIGUEIRAS e GUARRO, 1996; LACAZ, 2002; BONIFAZ et al., 2010).

Adicionalmente é considerada indcua, ou seja, € uma micose que ndo oferece grandes
prejuizos ao hospedeiro acometido, no entanto interfere nas questbes estéticas e, por
conseguinte, na autoestima. De acordo com alguns autores, sua propagacao fora das regides
endémicas € descrita como baixa; o que provavelmente pode ser explicada pela escassez de
referéncias bibliograficas sobre esta micose (FIGUERAS e GUARRO, 1996; FIGUERAS e
GUARRQO, et al 1997).

O fungo filamentoso demaceo, Piedraia hortae, é o agente etiolégico da piedra
preta, o qual ocasiona o enfraquecimento do fio capilar, tornando-o facilmente susceptivel
a quebra. De expressiva atividade queratinolitica, esse fungo € capaz de penetrar na
cuticula e no cortex do fio capilar, acarretando a ruptura do mesmo. O aspecto da
degradacdo do P. hortae nos componentes histologicos do cabelo possui um padréo
semelhante ao observado nos dermatéfitos e em outros fungos com atividade
queratinolitica (AREA-LEAO, 1941; FIGUERAS e GUARRO, 1996; ONIFADE et al.,
1998).

Esta infeccdo fungica apresenta uma caracteristica particular entre as micoses
superficiais, que é formacdo de ascos e ascosporos como estrutura de reproducdo deste
fungo, dando origem aos ndédulos. Sabe se que a presenca desses nddulos pode dificultar a
acao dos medicamentos usados para tratar esta infecgcdo, a qual se ndo tratada corretamente,
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pode evoluir para a forma cronica, sendo a terapia classica a tricotomia total do cabelo
(FIGUERAS e GUARRO, 1996; PAIXAO et al., 2001). Além de tudo, o P. hortae é capaz
de produzir um material extracelular, pseudoparénquima, o qual provavelmente é o
principalmente responsavel pela resisténcia as agressdes do meio ambiente e desidratacéo
(FIGUERAS e GUARRO, 1997 e 2000).

O pigmento melanina produzida por este fungo, além de servir como mecanismo
protetor contra os raios UV, desidratacdo e altas temperaturas, também atua como
sequestrador de radicais oxidativos do oxigénio (ROS), tornando este fungo mais resistente
aos mecanismos de defesa do hospedeiro e principalmente aos medicamentos antifingicos;
caracterizando este pigmento como um potente fator de viruléncia (VIDAL-CROS et al
1994; ROZENTAL et al 1994 e 1996).

Diante da existéncia de caracteristicas semelhantes entre os fungos demaceos e o P.
hortae, o presente trabalho pretendeu investigar a possibilidade da ocorréncia de novos
agentes etioldgicos causadores da piedra preta, capazes de desenvolverem nodulos na porgao
extrafolicular do fio capilar, e desse modo contribuir para o estudo mais detalhado desta

doenca, melhorando o diagndstico e facilitando no tratamento dos acometidos.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. Fio capilar e aspectos morfologicos

O fio capilar ou cabelo é uma estrutura Unica que esta presente em todos o0s
mamiferos. Desempenha um papel importante na protecdo do couro cabeludo contra raios
solares, frio, traumas mecanicos na cabeca e pescogo, além de facilitar a homeotermia
(ROBBINS, 1994; BUFOLLI et al., 2013). E formado por estruturas denominadas de
foliculos pilosos, localizados na epiderme, camada logo abaixo da derme, 0s quais sdo
responsaveis por produzir fibras com tamanho, espessura e colora¢des variadas. O foliculo
pode ser considerado um érgdo, pois contém componentes glandulares e musculares e podem
ser divididos anatomicamente em bulbo, regifes supra bulbares, istmo e zonas infundibulares
(SPERLING, 1991; DRESSLER e CURTIUS, 1999; POZEBON et al., 1999; LIMA e
SILVA, 2007).

Desse modo, os foliculos pilosos surgem a partir do terceiro folheto embrionario em
formacdo, o ectoderma, onde as células germinativas capilares do embrido em
desenvolvimento levam a formac&o inicial do cabelo, através das interagdes entre células
mesenquimais na papila dérmica (ABELL, 1994; POZEBON et al., 1999).

A fibra capilar consiste em um filamento queratinizado, formado principalmente pela
proteina alfa-queratina, proteina de forma espiralada, a qual é responsavel pela sustentacdo do
fio. Essa molécula é encontrada imersa em grande quantidade na matriz, regido com elevada
concentracdo de tirosina e enxofre e numerosas ligagbes dissulfidicas (BENCZE, 1990;
JONES et al., 1997; CHATT, 1998).

De acordo com Bencze (1990) e Chatt (1998), o diametro do fio capilar pode variar de
15 a 120um, dependendo da raga. Este se divide basicamente em trés camadas: cuticula
(camada externa composta por varias subcamadas separadas por um complexo de células —
endocuticula, epicuticula e exocuticula), cortex (componente principal, formado por um
conjunto de células cilindricas que recebe o nome de matriz, local onde fica situado a
gueratina e outras proteinas) e medula (camada mais interna que em alguns tipos de cabelos
pode ndo estar presente).

Em relacdo aos componentes cuticulares, a epicuticula é considerada a principal regido
da cuticula onde se observa a presenca de lipidios (&4cido 18-metileicosanoico), que conferem

um carater oleoso ao cabelo, apresentando uma alta concentracdo de cistina. A exocuticula,
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camada mais externa e rigida, € composta novamente por cistina a qual constitui quase a
metade da cuticula. Entretanto, a endocuticula possui uma pequena quantidade de cistina,
apresentando uma consisténcia mais macia (SMITH e SWIFT, 2002; VELASCO et al., 2009).

O cortex constitui a regido intermediaria, formada por células queratinizadas e
melanizadas, que originam extensas fibras conhecidas como microfibras. Ocupa a maior area
do cabelo e é composto por uma grande quantidade de cistina. Contudo, no centro do eixo do
cabelo, se encontra a regido medular, a qual é constituida por camadas de células que formam
estruturas cilindricas. Apresenta uma grande quantidade de lipidios e pouca concentracdo de
cistina, além de conter granulos como citrulina, um aminoacido que é exclusivo para a
manutencgéo da regido medular (POZEBON et al., 1999; LIMA e SILVA, 2007; VELASCO et
al., 2009).

Segundo BENCZE (1990), cada foliculo possui um ciclo de desenvolvimento
individual que pode ser dividido em trés fases: anagena, catdgena e telégena, as quais
desempenham func¢des indispensaveis para o crescimento e desenvolvimento do fio capilar.
Na anagena acontece o desenvolvimento e crescimento do fio, onde a papila que esta situada
na parte inicial da raiz do cabelo esta em intimo contato com os vasos sanguineos, realizando
a absorcdo das substdncias presentes. A maioria dos elementos quimicos liga-se
irreversivelmente ao grupamento S - H dos aminoacidos contendo enxofre (absorcédo
enddgena). Nos individuos que ndo possuem distirbios decorrentes de doencas do couro
cabeludo ou contaminacdo por metais pesados, 85% dos cabelos estdo nesta fase de
desenvolvimento. A catagena é considerada uma fase intermediaria que dura apenas algumas
semanas, onde o cabelo para de crescer e ndo ha mais irrigacdo sanguinea, ou seja, o cabelo
morre. No individuo higido, 1% dos cabelos encontra-se nessa fase. Na tltima fase, telogena é
onde ocorre a queda do fio, sendo impelido por um novo pelo que nasce no mesmo local
dando continuidade ao ciclo de desenvolvimento.

Os primeiros estudos analiticos do cabelo foram realizados por Hoppe em 1958, onde
verificou a presenca de arsénio (AS) no cabelo de cadaveres exumados apés 11 anos de
sepultamento. Flesch em 1945 sugeriu que o cabelo pudesse ser utilizado para determinar
compostos presentes no corpo humano, principalmente em casos de envenenamento e
homicidios, ja que o cabelo funciona como um pequeno 6rgao excretor. Todavia, variacdes
observadas na composicao dos elementos tracos, devido as diferencas encontradas no preparo
das amostras, tais como sexo, idade, fatores regionais, dentre outros, foram consideradas
condigdes que podem dificultar na resolucéo desses casos (POZEBON et al., 1999).
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Passwater e Cranton (1993) e Robbins (1994) procederam a uma andlise por difracéo de
Raios-X do fio capilar onde observaram que 30% da estrutura do cabelo era composto por um
material cristalino, enquanto que 70% era constituido por uma substancia amorfa, a qual foi
denominada como peptideos de conformacéo ndo definida. Observaram também que proteinas
(80%), agua (15%) e lipidios eram os constituintes presentes em maior quantidade na fibra
capilar, além de outros elementos como os macrominerais, Ca*?, O,, Mg*™?, Na*, K*, Cl, e os
microminerais Fe*?, Zn", Cu, Mn, 1, Cr, Se e Mo.

De acordo com Bencze (1990) e Robbins (1994) a absorcdo dos elementos e demais
nutrientes ocorre a partir da raiz (regido da papila), onde a quantidade absorvida dependera da
concentracdo instantdnea dos fluidos bioldgicos circundantes (linfa, sangue e fluido
extracelular) no foliculo piloso. A contaminacdo exdgena do cabelo pode ocorrer através do
arraste de substancias externas (poeira, fumaca, cosméticos, suor, sebo provenientes das
glandulas sebéaceas e ecrinas que langam seus produtos sobre a epiderme) e pela agua, uma
vez que o cabelo é hidrofilo. Os elementos tragos presentes na &gua poderdo fixar-se a
queratina ou em alguns casos especificos a membrana da célula (BENCZE, 1990; SACHS,
1997).

A presenca de determinado elemento no cabelo indica que houve absorcéo e exposicao
do individuo a este elemento, mas é dificil diferenciar entre exposicdo exdgena e enddgena,
uma vez que a queratina pode combinar-se com elementos de ambas as fontes de
contaminacdo (BENCZE, 1990; CHATT, 1998). Atualmente a determinacdo de elementos
tracos na fibra capilar é utilizada para avaliar a exposi¢cdo a elementos toxicos, como metais
pesados, e estimar o estado nutricional de pacientes que sofrem algum tipo de doenca ou
ainda a presenca de nddulos de origem fungica, a exemplo da piedra preta (WOOWIEC et al.,
2013).

3.2 . Piedra preta

A piedra preta descrita como uma tricopatia ou infeccdo fungica, tem como agente
etiologico o P. hortae, um fungo capaz de produzir nddulos escuros denominados de
ascostroma, cujo interior se encontram numMerosos ascos e ascosporos. Podem ser visualizados
na extensdo do fio do cabelo e se apresentam sensivel a palpagdo, como uma massa
endurecida de células fungicas aderidas aos fios capilares (FIGUERAS e GUARRO, 1997;
SIDRIM e ROCHA, 2004).
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Historicamente, diversos foram os relatos que culminaram no surgimento dessa
referida micose. Acreditava-se que essa doenca tenha sido introduzida na América do Sul,
atraves de migracgdes pré-colombianas de indigenas oriundos da Oceania, e posteriormente,
disseminando-se para outras regides como Venezuela, Argentina, Paraguai e Uruguai
(FISCHMAN, 1965; COIMBRA e SANTOS, 1990).

Segundo Fischman (1973), a doenca foi descrita inicialmente em primatas, incluindo

0 homem, entretanto, casos de ocorréncia em outros mamiferos ja tinham sido reportados
anteriormente. Curiosamente, 0 nome dado a essa micose é derivado da palavra em espanhol
(piedra), a qual ocorre preferencialmente em regides tropicais, e particularmente, na América
do Sul, onde de acordo com o referido autor, a populagdo tem hébito do uso de cosméticos
oleosos, os quais aliados as condi¢des do ambiente (clima quente e Umido) favorecem o
aparecimento e crescimento do fungo (DE ALMEIDA et al, 1991; DE HOOG, 2000).

De acordo com De ALMEIDA et al, (1991) a piedra preta, em algumas tribos
indigenas, é conhecida como “Quirana”, que em lingua tupi significa ‘‘coisa semelhante com
piolho de cabega”. De acordo com Horta (1911), o termo piedra corresponde a denominacgéo
popular dada a referida micose na Colémbia, pelo fato dessa tricopatia ter sido observada com
certa frequéncia nas cidades de Cauco e Medelin. Posteriormente, outras denominacGes
propostas por Lacaz (2002), foram empregadas para designar essa micose, como tinea nodosa,
tricomicose nodosa e tricomicose nodular.

Os estudos iniciais a respeito da piedra preta comecaram primeiramente com as
pesquisas de Horta em 1911, onde diferenciou claramente o agente etiolégico da piedra
preta, da variedade branca e levou em consideracdo que o fungo que causava a piedra preta
era uma espécie de Trichosporon, mais tarde, sendo nomeado T. hortae (HORTA, 1911,
BRUMPT, 1913; FIGUERAS e GUARRO, 2000). Assim, duas variedades de piedras sdo
consideradas, a saber, piedra branca, causada por espécies de Trichosporon e piedra preta,
causada tipicamente pelo P. hortae, assim denominado logo ap6s a observacdo dos
ascosporos localizados no interior dos nodulos (AREIA-LEAO, 1941; COIMBRA e
SANTOS, 1990; FIGUERAS e GUARRO, 2000; GUPTA et al., 2003).

Godinho em 1906 descreveu o primeiro caso brasileiro de infecgéo pela piedra preta,

a qual tinha ocorrido em meados de 1896. Posteriormente, outros casos foram relatados
nos estados do Cearda (MAGALHAES, 1906; 1957, MUNIZ e VALLADARES, 1917),
Pernambuco (HORTA, 1911, SAMPAIO, 1913; TORRES, 1915), Bahia (MOSES, 1917),
Minas Gerais (MAGALHAES e NEVES, 1926), Mato Grosso e Guanabara (PEREIRA,
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1930a e 1930b), Rio de Janeiro (PENA, 1931a; 1931b; MIRANDA, 1932), Sdo Paulo e
Rio Grande do Sul (MAGALHAES, 1926; 1957).

Em estudos desenvolvidos por Mackinnon e Shoutten (1942), o autor relacionou o
aparecimento da piedra preta com o habito de tomar banho em rios nas regides endémicas,
particularmente no Suriname. O proprio, se auto infectou demonstrando que este fungo
encontra-se amplamente distribuido no ambiente e que qualquer pessoa estava susceptivel
a adquiri-lo.

Rodriguez (1960) verificou que casos de piedra preta eram comumente encontrados
no litoral do Equador, principalmente em regides localizadas nas zonas tropicais, onde o
clima e as condigBes atmosféricas apresentavam-se elevadas. Nesse estudo, observaram
que as mulheres e as criancas eram as mais acometidas pela micose, porém nao sabiam o
porqué de tal incidéncia ocorrer apenas com esse grupo.

Fischman (1965) reportou essa micose como sendo endémica em Manaus (Brasil),
pelo fato dessa regido apresentar um clima ameno com temperatura em torno dos 26°C e
umidade elevada, o que favorecia o desenvolvimento e a viabilidade do fungo por longos
periodos de tempo. Em outro estudo, Fischman (1973) ao examinar individuos infectados
com a piedra preta verificou que a doenca era endémica entre os indios brasileiros que
viviam ao norte da regido Centro-Oeste do Mato Grosso, no Parque Nacional do Xingu; e
constatou que indios de ambos os géneros também se encontravam infectados. Estudos
realizados por Pereira Junior et al. (1982) confirmaram a endemia naquela regido, uma vez
que estudaram um grupo de indigenas que também habitavam esse parque.

Coimbra et al. (1989), afirmaram que a epidemiologia e ecologia dessa micose,
contudo ainda é pouco conhecida, considerou onde observaram que grupos indigenas vizinhos
convivendo com pessoas com piedra preta, ndo demonstraram nenhum tipo de contaminagéo
entre eles. Esses dados, para outros autores, implicam a necessidade de mais estudos e
pesquisas sobre essa doenca, para elucidar as caracteristicas ecologicas e epidemioldgicas
dessa infecgdo fungica.

Paixdo et al. (2001), descreveram um caso incomum de uma paciente de 69 anos de
idade que apresentou lesGes clinicas compativeis com piedra preta (ndédulo negros e rigidos no
fio capilar), porém no diagnostico laboratorial micologico, o resultado foi conclusivo para
piedra branca. Nesse estudo, o fungo foi identificado como T. inkin, todavia, 0s pesquisadores
ndo sabiam explicar o porqué esse fungo produzia pigmentacdo escura, mimetizando

episodios de piedra preta; além de, enfatizar a importancia da realizacdo do diagnostico
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micoldgico, baseado no exame direto e cultura para identificacdo do agente etioldgico, e, por
conseguinte, facilitando a concluséo do diagndstico.

Kanitakiset al. (2006) analisaram também um caso incomum de mimetismo de
infeccdo de piedra. Nesse caso, paciente do sexo masculino, 27 anos, oriundo da Franca
apareceu com numerosos nodulos enegrecidos ao longo do cabelo e com todas as
caracteristicas compativeis com piedra preta. Porém, ao isolar o agente etiol6gico em meio
de cultura, este foi identificado como T. asahii, divergindo completamente da clinica
observada. Nesse caso, segundo 0s autores, provavelmente houve uma contaminacdo da
amostra, o que dificultou o isolamento e crescimento do P. hortae no meio de cultura e
posterior identificagéo.

Em trabalhos mais recentes, Cardona et al. (2013) relataram um caso de piedra preta
em mulher idosa, de 72 anos de idade, a qual habitava a zona urbana no cento da
Colémbia. Nesse estudo, os autores levaram em consideracdo as questdes climaticas
elevadas, como calor e umidade da regido, como condi¢cbes que favorecia o0
desenvolvimento e a propagacdo dessa espécie de fungo.

Em pesquisa realizada por Desai e Nadkarni (2013), estes observaram uma condicéo
extremamente rara de infeccdo mista, ou seja, a associacdo pelos dois tipos de piedras
(branca e preta) em mulher jovem mulgumana. Nesse relato de caso, a paciente
apresentava caracteristicas compativeis para os dois tipos de piedra e tal infeccdo foi
confirmada através da realizacdo do diagnostico laboratorial micoldgico a partir dos
cabelos infectados, onde foram visualizados numerosos nédulos de coloracbes e
consisténcias variadas. Os autores mencionaram outro ponto importante observado, a
paciente mantinha o habito de usar diariamente um turbante, mesmo com os cabelos
umidos, e que isso poderia vir a facilitar o desenvolvimento e consequente infeccdo por
fungos agentes das piedras branca e preta, ou seja, espécies de Trichosporon e P. hortae
respectivamente.

Chavez-Lopez et al. (2014) curiosamente, obtiveram um achado raro e acidental de
piedra preta em peruca de cabelo humano, armazenada durante dois anos em ambiente
fechado a beira mar de uma praia do México. Nesse trabalho, os autores também
consideraram as condi¢fes climaticas da regido como o fator primordial para o
aparecimento dessa micose, visto que o material guardado, estava exposto a temperaturas

elevadas e umidade superior a 95%. A confirmacdo da doenca foi constatada, devido a
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visualizagdo das estruturas flngicas ao exame direto e o isolamento e crescimento do

fungo em meio de cultura.

3.3 . Piedraia hortae

Inicialmente, a primeira espécie encontrada como agente etiolégico da piedra preta,
considerada uma feohifomicose, foi descrito como sendo um fungo pertencente ao género
Trichosporon sp., porém, com o0s estudos mais avancados acerca do tipo de estrutura de
reproducédo presente nesse fungo, descobriu-se que o0 mesmo fazia parte do género Piedraia,
0 qual foi criado por Da Fonceca e Area-Ledo em 1928.

Segundo Boedijin (1959), sete espécies de Piedraia foram descritas, dentre as quais
podemos destacar P. hortae, descoberto por (Brumpt) Da Fonseca e Area-Ledo, em 1928; P.
paraguayensis por Delamaree Gatti Bull em 1928; P. sarmentoi, por Pereira em 1929; P.
venezuelensis por Brumpt e Langeron, 1934; P. surinamensis por Dodge em 1935; P.
colombiana por Dodge em 1935 e P. javanica descoberto por Boedijn e Verbunt em 1938.
Porém, apenas o P. horte e P. javanica foram implicados na causa de piedra preta.

Ciferriet et al.(1956) observaram que o parasitismo exercido pelo P. javanica e P.
hortae apresentavam caracteristicas semelhantes, o que dificultava a diferenciacdo de ambos,
impedindo a identificacdo da espécie fungica. Entretanto, em estudos mais aprofundados
sobre a morfologia, constataram que apresentavam diferencas no tamanho e espessura dos
ascosporos, uma vez que o P. javanica apresentava 20-60 x 4-12 um e P. hortae 37-55 x 30-
10 pm.

Van Uden et al. (1963) em seguida, observaram e descreveram um surto de casos de
piedra preta em pelos de varios mamiferos que habitavam a Africa Central, ocasionados por
uma nova espécie, o qual denominou de P. quintanillai. Todavia, apenas o P. hortae vem
sendo descrito como o principal e Unico agente causador da piedra preta.

A posicdo taxondmica do P. hortae é descrita como um fungo pertencente ao Filo
Ascomycota, Subfilo  Pezizomycotina, Classe Dothideomycetes, Subclasse
Dothideomycetidae, Ordem Capnodiales, Familia Piedraiaceae (Index fungorum, 2013).
Esse fungo apresenta hifas e conidios melanizados, configurando uma coloragéo enegrecida;
além de, habitar nichos ecoldgicos diferentes, sendo entdo isolado de diversos substratos
como agua, solo e restos de vegetais em decomposicdo (FIGUERAS e GUARRO, 1997; DE
HOOG et al., 2000; BONIFAZ et al., 2010).
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De acordo com Figueras e Guarro (1997), as estruturas de reproducdo desenvolvidas
pelo P. hortae sdo denominada de ascosporos, a qual € uma caracteristica inerente a espécie,
fazendo com que esse fungo seja classificado como sendo um Ascomycota. Ainda, segundo
Herndndez-Molina et al. (1998), no filo Ascomycota, a fusdo dos nucleos ndo ocorre
diretamente e as células dicaridticas se estendem para a formacéo das hifas ascogenas. Estas
células, por sua vez, se convertem em ascos e ocorre a divisdo meidtica. Em seguida, ocorre
a conjugacdo nuclear e a divisdo reducional, onde usualmente 0s ascos conterdo oito
ascosporos haploides no seu interior.

Além da estrutura de reproducdo sexuada, que € uma caracteristica inerente ao P.
hortae, outro fator importante relacionado aos fungos demaceos, é a capacidade de produzir
in vivo e in vitro o pigmento melanina, que fornece a coloragcdo enegrecida as estruturas
fangicas, diferenciando do padrdo dos fungos hialinos (ALVIANO et al.,, 1991;
LANGFELDER et al., 2003).

Segundo os estudos de Polak (1990) e Hamilton e Gomes (2002), a melanina €
formada por diversos polimeros multifuncionais, de alto peso molecular, formados a partir
da polimerizacdo oxidativa de compostos fendlicos. Nos fungos, a sintese da melanina
apresenta diversos precursores naturais, dentre os quais, a via da DOPA-melanina e a DHN-
melanina sdo as mais importantes. A primeira via tem como substrato inicial 0 aminoacido
dihidroxifenilanina (DOPA) e a segunda, 0 acetato, que se transforma em dihidroxinaftaleno
(DHN), devido a uma série de reacdes enzimaticas.

A melanina, para alguns autores, se caracteriza como um fator de viruléncia,
deixando o fungo mais resistente aos mecanismos de defesa do hospedeiro, e desta forma, ao
uso de antifingicos. O fato é relacionado a capacidade desse pigmento de sequestrar 0s
radicais reativos do oxigénio (NO?; NO), os quais sdo importantes na resolucdo da resposta
inflamatdria (ROZENTAI et al., 1994 e 1996; RIBEITO et al., 2005).

Em relacdo as caracteristicas macroscopicas do P. hortae, autores descrevem como
de crescimento lento nos meios de cultivo usuais (Sabouraud Dextrose Agar ou Babata
Dextrose Agar) a temperatura de 25°C, desenvolvendo colénia cbnica, aderente ao meio,
pequena, de coloracdo variando do marrom-escuro ao negro. O centro da colénia é glabra
quando jovem, formando gradativamente micélio aéreo, curto e marrom — olivaceo. O
pigmento vermelho ferrugem pode ser notado no meio de cultura (VAZQUEZ-GONZALEZ
etal., 2013).
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Na microscopia, entretanto, podem se observar hifas septadas de parede espessa,
com ceélulas irregulares, dilatadas e as vezes, clamidoconidios. Ainda, ascos com ascosporos
também podem ser formados a depender do tempo de maturacdo do fungo. Todavia, no
exame microscopico do cabelo infectado, revela ao lado do estroma fuliginoso (ascostroma)
a presenca de ascos, com oito ascosporos fusiformes, escolecosporos, ciliados ou com
extensdo fusiforme (HORTA, 1911).

Segundo Viegas (1943), ao realizar uma pesquisa com fio de cabelo humano, na
cidade de Campinas, Sao Paulo, observou que os peritécios formados in vitro, eram idénticos
aos visualizados nos cabelos coletados, onde em cada peritécio foi encontrado ascos e
ascosporos bem desenvolvidos. Porém, estudos mais recentes sobre as estruturas de
reproducdo, designam que o termo peritécio entrou em desuso para denominar tal estrutura
encontrada na piedra preta. Assim, o termo considerado mais adequado para a referida

estrutura reprodutiva passou a ser denominado ascostroma (KENDRICK, 2000).

3.4. Aspectos Ultraestruturais do Piedraia hortae

Castro et al (1987) realizaram um estudo de microscopia eletronica de varredura
associado ao EDX (Energy-dispersive X-rayspectroscopy), onde analisaram tanto as
caracteristicas ultraestruturais da fibra capilar acometida pelo P. hortae, na fase de
parasitismo, quanto os constituintes quimicos encontrados nessas estruturas. Observaram que
algumas areas do cabelo foram rompidas, devido a colonizacdo inicial do fungo; o que
proporcionou um estudo mais detalhado da morfologia do P. hortae. Na microscopia
eletronica de varredura, foram visualizados ascosporos poliédricos, arredondados ou
ovalados, medindo de 2,0 a 3,5 um, as quais eram unidas por material cementante,
denominado pseudoparénquima.

Figueras e Guarro (1997; 2000) afirmam que a invasdo inicial do cabelo humano pelo
P. hortae ocorre atraves da producdo de hifas, que se aderem firmemente e corroem as
cuticulas da fibra capilar. Esse mecanismo de destruicdo da queratina do cabelo se deve
principalmente a acdo de enzimas especificas que atuam diretamente na degradacdo da
queratina. Em adicdo, esses autores também analisaram a ultraestrutura dos nodulos formados
e constataram a presenca de uma massa solida, a qual possivelmente seria formada por

estruturas produzidas pelo metabolismo do fungo.
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Ainda, de acordo com Castro et al. (1987), este evento relacionado com a lise da
queratina pode ocorrer por diferentes espécies de fungos que produzem queratinases,
incluindo espécies envolvidas em casos de feohifomicoses, como ceratites, onicomicoses,

cromomicoses e entre outras.

3.5. Diagnostico laboratorial micologico

O diagndstico micoldgico laboratorial da piedra preta é confirmado pela observacao direta
dos nddulos demaceos presentes na regido extrafolicular do fio capilar, com a presenca dos
seus elementos fungicos caracteristicos. Contudo, é indispensavel a identificacdo do agente
etiologico ao nivel de espécie, e para este fim é utilizado como critério a observacdo dos
aspectos morfofisiologicos do fungo, como as caracteristicas macroscopicas e microscopicas
(FIGUERAS e GUARRO, 2000; MORALES-CARDONA et al., 2013).

Para a analise, o material clinico obtido dos fios capilares pode ser corado com Giemsa,
Wright e PAS ou preparados com solucdo clarificante de hidroxido de potassio (KOH) de 10%
a 40% para observacdo a microscopia direta do cabelo parasitado. Para o isolamento e
identificacdo do agente etioldgico é necessario a realizacdo da cultura do material em meios de
cultivo especificos para obtencéo das colonias (VAZQUEZ-GONZALEZ et al., 2013).

3.4. Tratamento da piedra preta

O tratamento mais eficaz preconizado pela Academia Americana de Dermatologia
envolve a tricotomia total dos cabelos afetados. Todavia, esta forma de tratamento nédo é
aceito pelos acometidos, sobretudo pelas mulheres por razGes estéticas. Também sdo
utilizadas aplicagdes topicas a base de antifungicos, apesar de ndo apresentarem um resultado
satisfatorio por ndo possibilitarem a cura total, mas apenas parcial (KHANDPUR e REDDY,
2002; SAXENA et al., 2012).

Brandt e Warnock. (2003) reportaram que o uso de terbinafine oral (250mg/dia) por seis
semanas obteve sucesso em alguns casos especificos de infeccdo pelo P. hortae. Porém, os
autores relatam que o maior problema é a “recidiva’’, independentemente do tratamento
utilizado.

Segundo Taj-Aldeen et al. (2004), a utilizacdo de econazol e cetoconazol de uso topico
com aplicagdes didrias apresenta bons resultados. Todavia, Youker et al. (2003), observaram
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que a doenca responde apenas casualmente a este tipo de tratamento. Em episodios de
infecgdo fungica associada a bactérias, os autores tém aconselhado o uso de medicamentos
antibacteriano, a fim de conter inicialmente a proliferacdo bacteriana e em seguida, tratar o
fungo.

Em um trabalho realizado por Mariath et al. (2006), um éleo extraido do cravo-da-india
(Eugenia aromatica B.) foi testado frente a fungos filamentosos e leveduras, devido a suas
propriedades antifungicas. Nessa pesquisa, observou-se que na utilizacdo do 6leo, ocorreram
100% de inibicdo das cepas dos fungos demaceos testados, demonstrando a importancia
desses Oleos esséncias na producdo de farmacos eficazes no tratamento de doengas
microbianas, principalmente as de etiologias fungicas.

Véazquez-Gonzalez et al. (2013), relataram que o tratamento da piedra preta depende da
apresentacdo clinica da doenca. Nas micoses superficiais é indicado o uso de imidazdlicos.
Todavia, segundo estes autores, o P. hortae tem apresentado resisténcia ao uso do fluconazol

e dos imidazélicos.

3.7. Fungos demaceos agentes de Feohifomicoses

Segundo Revankar et al. (2002) o termo °’ feohifomicose’’ foi utilizado pela primeira vez
por Ajello em 1974, para designar infeccdes causadas por fungos deméaceos ou pigmentados
gue contém melanina na parede celular, e estruturas como células leveduriformes, pseudo-
hifas e hifas demaceas dilatadas e distorcidas. Sdo fungos cosmopolitas, 0s quais podem ser
isolados de varios substratos como solo, madeira, restos de vegetais e estdo implicados em
episddios de micoses superficiais, subcutaneas, sistémicas e oportunistas, a depender da
condicdo imunoldgica do paciente.

A feohifomicose superficial é causada por fungos deméaceos que apresentam a
capacidade de penetrar nas camadas superficiais do extrato corneo da pele (camada de
queratina), sem, no entanto, provocar resposta inflamatéria no hospedeiro acometido.
Diferentemente do acometimento cutaneo, onde o fungo invade a camada cornea da epiderme,
causando lesdo tecidual e processo inflamatorio local. A feohifomicose sistémica é resultado
da inalagdo de propagulos por hospedeiro imunocompetente, consequentemente iniciada por
lesdo pulmonar e, posteriormente, disseminacdo por via hematogénica. Na condicdo
oportunista, a infeccdo fungica ocorre em hospedeiro imunocomprometidos, pode ser

resultado da inoculagdo ou de inalacdo do agente etioldgico, com posterior disseminacdo
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hematogénica a um ou varios 6rgaos e, ainda, sistemas (GIRALDI et al., 2003; FERREIRO et
al., 2007).

Os agentes de feohifomicoses sdo representados por varias espécies de fungos
demaceos, pertencentes aos géneros Wangiella, Alternaria, Exophiala, Phialophora,
Bipolaris, = Phaeoannellomyces,  Aureobasidium,  Curvularia,  Cladosporium e
Cladophialophora (ROSSETTO et al., 2010; FRASQUET-ARTES et al., 2014). Segundo a
literatura, esses fungos vém sendo isolados em diversas doencas, principalmente na
cromomicose, onicomicoses, otites, ceratites micoticas, micetomas, micoses sistémicas e
oportunistas e raramente em micose superficial (BRANDT e WARNOCK, 2003; FALAHATI
et al., 2014). Porém, ndo ha relatos na literatura de que fungos demaceos, exceto o P. hortae,
possa ser agente etioldgico da piedra preta.

Diante deste cenario, o diagnostico laboratorial micoldgico surge como um poderoso
aliado no processo de identificacdo dos agentes etioldgicos nessas infecgdes, facilitando na
escolha da melhor alternativa de tratamento e convergindo para a cura do paciente.
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4. OBJETIVO

4.1. Objetivo geral

Avaliar “’in vitro’’ a capacidade de formacdo de nédulos na porcéo extrafolicular do

fio capilar por fungos demaceos semelhantes ao Piedraia hortae e analisar as ultraestruturas.

4.2. Objetivos especificos

Selecionar fungos demaceos quanto aos aspectos taxondmicos e ultraestruturais;

= Induzir in vitro a formacao de nodulos por Piedraia hortae e outros fungos deméaceos;
= Avaliar periodo de formag&o dos nodulos;

= Realizar retrocultivos dos fungos demaceos isolados dos fios de cabelos parasitados;
= Determinar os estagios de parasitismo quanto a capacidade de formar nédulos;

= Caracterizar quanto as ultraestruturas os nédulos formados pelos fungos deméceos.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Aspectos Eticos

Esta pesquisa foi submetida para analise ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos do Centro de Ciéncias da Saude (CSS) da Universidade Federal de Pernambuco,
para posterior inicio do desenvolvimento do estudo, de acordo com a Resolugéo n° 466/12 do
Conselho Nacional de Saude, a qual preconiza sobre a ética da pesquisa envolvendo seres
humanos, e garante a privacidade do sujeito envolvido na pesquisa. Atendendo aos critérios
estabelecidos, os dados obtidos ficardo arquivados, & responsabilidade do pesquisador, pelo

periodo minimo de cinco anos.

5.2. Area de estudo

O trabalho foi realizado no Laboratério de Micologia Médica do Departamento de
Micologia, do Centro de Ciéncias Biologicas — CCB, da Universidade Federal de Pernambuco
e no CETENE.

5.3. Tipo de estudo

O estudo foi do tipo experimental, onde foram utilizados fungos estocados da
Colecéo de Cultura Micoteca URM/UFPE, preservados sob 6leo mineral (SHERF, 1943).

5.4. Sele¢do dos fungos utilizados para os ensaios in vitro da Cole¢cdo de Culturas
Micoteca URM/UFPE

Da Colecdo de Culturas Micoteca URM, Departamento de Micologia, Centro de
Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) foram solicitadas
amostras de Piedraia hortae e outros isolados de fungos demaceos (taxonomicamente
semelhante ao P. hortae), para 0s ensaios in vitro de piedra preta, para verificagdo da
capacidade de infectar o fio de cabelo humano. As culturas fornecidas pela Micoteca URM

foram repicadas para caldo glicosado (para estimular o crescimento fingico) e em seguida
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mantidas a temperatura ambiente (28 °C+/- 2 C) por um periodo de 10 dias para
verificagdo da viabilidade das mesmas.

Apols a visualizacdo do crescimento, as culturas foram inoculadas no centro da
superficie do meio Agar Batata Dextrose (BDA), suplementados com tiamina
(enriquecimento do meio de cultura) para posterior revisdo taxonémica. Os isolados

selecionados para o referido estudo, foram os fungos pertencentes ao filo Ascomycota.

5.5. Revisdo taxondmica e identificacdo das culturas

As amostras fornecidas pela Colecdo de Culturas Micoteca URM foram revisadas
taxonomicamente através da observacdo das caracteristicas morfofisiologicas de acordo

com a metodologia proposta por De Hoog, 2000, Ficher e Cook, 2001, Lacaz, 2002.

5.5.1. Caracteristicas macroscopicas

As caracteristicas macroscopicas das culturas observadas foram o crescimento,
didmetro da coldnia, consisténcia, relevo (cerebriformes, rugosas, apiculadas,
crateriformes), borda (franjada), textura (algodonosa, velutinada, pulverulenta, penugentas

ou furfuréceas) e coloracao do verso e reverso da col6nia.

5.5.2. Caracteristicas microscopicas

Para a observacdo das caracteristicas microscépicas dos fungos, um fragmento da
colbnia, cultivado em meio BDA, foi retirado e colocado entre lamina e laminula com
adicédo de corante, azul de Aman (lactofenolcotton-blue), para visualizagdo das estruturas
fangicas para posterior confirmagdo taxonémica. Foram observados os tamanhos dos
conidios ou esporos, quantidades de septos, morfologia das leveduras (globosas, redondas
ou ovalares), espessura das hifas, arranjo das hifas e formacdo de estruturas de

ornamentacao.
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5.6. Modelo de infecgéo in vitro

A infeccdo in vitro do fio capilar foi adaptado de Macedo et al. (2005). Fios de
cabelo humano oriundos de crian¢a do sexo feminino e desprovidos de tratamento quimico
foram cortados com aproximados 2,0 cm de comprimento e pesados 0,05g em balanca
analitica. O material foi acondicionado em placas de Petri de maneira homogénea e,
esterilizados em autoclave. Os cabelos foram inoculados em SDA para constatacdo do
controle de esterilizacao.

Foram preparadas suspensdes dos isolados dos fungos deméaceos em 2,0 ml de &gua
destilada esterilizada, ajustada para concentracdo final de 10° células/mL. Em seguida,
vertidos separadamente 0,5 mL de cada suspensdo sobre os fios de cabelo contidos nas placas
de Petri e mantidas a temperatura de 28°C e 37°C. O experimento foi acompanhado através de
observagdes macroscopicas e microscopicas dos cabelos durante 40 dias, e observados em
intervalo de 5 dias.

A avaliacdo do processo de infeccdo foi realizada através da preparacdo de laminas de
vidro contendo os cabelos infectados e sobre estes, adicionado solucdo aquosa a 20% de
Hidroxido de Potéssio (KOH), posteriormente, analisado em microscopio éptico, para a

constatacdo do processo de infecgéo (Figura 1).

Figura 1: A: Placa de Petri contendo a suspensdo fangica com os fios de
cabelos. B: La&minas clarificadas com KOH a 20%, para avaliacdo do
processo de infeccao.
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5.7. Determinacéo dos fatores de patogenicidade

5.7.1. Crescimento a 37°C

Para o crescimento a 37°C, as amostras foram incubadas em meio BDA durante sete
dias e o processo de crescimento e germinagdo foi monitorado diariamente, para observar se

os fungos possuiam a capacidade de se desenvolver a 37°C.

5.7.2. Detec¢do da atividade queratinolitica

Na verificacdo da atividade queratinolitica foram utilizados os métodos de
Vanbreusegham (1952), English (1969). Os mesmos fios de cabelo humano do doador,
isentos de coloracgdo artificial e processos quimicos, foram cortados com aproximadamente
2,0 cm de comprimento e pesados 0.05g em balanga analitica sendo acondicionados em
placas de Petri e posteriormente esterilizadas.

Em seguida, foram preparadas suspensdes dos fungos isolados em 2,0 ml de agua
destilada esterilizada, em uma concentracéo final de 10° células/mL, sendo estas vertidas nas
respectivas placas de Petri. As placas foram feitas em duplicata, mantendo-se uma placa a
28°C e outra a 37°C. Também foram realizados testes controle, utilizando-se as placas de
Petri contendo cabelo esterilizado umedecido com agua destilada também esterilizada e
estes, inoculado sem meio agar Sabouraud dextrose, e submetidos as mesmas condicdes de
temperatura.

Nos intervalos de cinco dias, foram realizadas observacGes macroscopicas e
microscopicas das placas. Ao término do 40° dia, foram preparadas diversas laminas
utilizando-se hidréxido de potéssio a 20% (KOH), com o objetivo de verificar a acdo do
fungo sobre o fio capilar, como a formacdo de érgdos de perfuracdo in vitro, carateristicas
comum a alguns grupos de fungos, atraves da remocdo de fios de cabelo de cada
extremidade da placa de Petri. Além da realizagdo da atividade queratinolitica, os fios de
cabelo foram semeados em placas com meio de cultura BDA, para reobtengdo dos
respectivos fungos isolados (retro-cultivo). Assim, os cabelos parasitados, que apresentaram
a formacdo de possiveis nodulos, foram levados para a realizacdo da microscopia eletrénica
de varredura (MEV), para obtencdo das imagens evidenciando as caracteristicas

ultraestruturais das amostras.
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5.8. Microscopia eletronica de varredura e EDX (Energy-dispersive X-ray

spectroscopy)

Para as analises ultraestruturais dos cabelos parasitados e dos possiveis nodulos
formados, foi utilizada a metodologia proposta por Duarte et al. (2003) adaptada, onde
utilizou-se um microscopio eletrdnico de varredura, da marca FEI (Quanta 200 FEG) para
obtencdo das imagens. Essa técnica de microscopia possibilita investigar a superficie de
amostras com amplia¢des da ordem de centenas de milhares de vezes. Além disso, permite a
realizacdo de microandlises por espectroscopia de energia dispersiva por difracdo de raios-X
(EDS ou EDX), que possibilita a identificacgdo e mapeamento dos elementos quimicos
presentes no material analisado.

A fundamentacdo da técnica é que um feixe de elétrons varre a superficie da amostra e
sua interacdo com o material analisado gera diversos tipos de sinais que s&o utilizados para a
formacéo de imagens ou analise da composicdo da amostra. A anélise foi baseada na imagem
e composicao das amostras em relacdo a morfologia e topografia, e a composicdo quimica dos
elementos constituintes dos nodulos (FIGUERAS e GUARRO, 1997; CORBARI et al.,
2008).

Para a realizacdo das imagens, o material bioldgico foi fixado (tamp&o cacodilato de
sodio 0,1M com Glutaraldeido a 2,5%) por 12 horas a 4°C e ap0s esta etapa, foi feita uma
lavagem do material com tampdo cacodilato de sédio a 0,2M (3x por 10 minutos). Em
seguida, as amostras foram pos-fixadas com dsmio a 50% em tampdo cacodilato de sédio
durante uma hora. Com o término desta etapa, foi retirado o pds-fixador através da lavagem
com agua destilada durante 10 minutos e as amostras foram desidratadas pela imersdo em
acetona com concentragdes seriadas (30, 50, 70, 90 e 100%), secas em evaporador rotativo e
submetidas ao ponto critico. As amostras (fio capilar) foram montadas em stubs e
metalizados atraves do bombardeamento com ouro. As micrografias foram obtidas com o
auxilio de um Microscépio Eletronico de Varredura (MEV), que possui trés modos
operacionais de vacuo: alto vacuo; baixo vacuo e modo ambiental. O MEV esta equipado
com espectrémetro de dispersdo de energia (EDS ou EDX), o qual trabalha simultaneamente
com as imagens obtidas. Por meio deste espectro, foi possivel obter os picos dos principais

elementos quimicos presente nas amostras infectadas e ndo infectadas.
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O equipamento opera com uma voltagem 200 V a 30 kV possuindo uma corrente do
feixe maior do que 100 nA. O aumento encontra-se na ordem del2 vezes a 1.000.000x em
alto e baixo vacuo.As imagens obtidas na visualizacdo pelo MEV foram transferidas para o
computador utilizando um software especifico, onde as mesmas foram obtidas em uma
escala de ampliacéo variando de 750X até 24.000X de aumento de acordo com a necessidade
de observacdo das estruturas (Figura 2).

Figura 2: Microscopia eletronica de varredura (MEV + EDX). A: Montagem do
cabelo nos stubs. B e C: Metalizacdo da amostra. D) Processamento do material
metalizado no equipamento para obtencéo das imagens.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Isolados de fungos deméceos

Foram obtidos onze isolados de fungos deméceos, sendo dez da Colecdo de Cultura

Micoteca URM, UFPE, os quais estavam preservados sob 6leo mineral e posteriormente
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semeados em meio BDA para estimulacdo do crescimento; e um isolado proveniente do
Laboratdrio de Micologia Médica. Os isolados apresentaram diferencas quanto ao tempo de
estocagem e substratos de origem, como mostra a tabela 1.

Dos onze isolados obtidos e avaliados, dez apresentaram-se viaveis nas condi¢cfes de
manutencdo. Apenas um isolado de origem clinica de infeccdo do fio capilar, correspondendo
ao P. hortae, URM 2245, ndo foi capaz de crescer no meio de cultivo BDA, até o 10° dia.
Curiosamente, o fato desta cepa ndo ter se desenvolvido pode estar relacionado ao tempo de
estocagem e ao método de preservacdo utilizado, o qual, ndo foi ideal para manter a
viabilidade deste isolado. Além do mais, esta espécie é relata como de dificil crescimento, in
vitro, sendo a piedra preta comumente diagnosticada pelo exame direto do fio de cabelo
parasitado (FIGUERAS e GUARRO, 2000; CHAVEZ-LOPEZ et al., 2014).

Além do mais, o ndo desenvolvimento do P. hortae pode estar relacionado com as
exigéncias nutricionais que o fungo necessita para manter sua viabilidade. Possivelmente,
aminoacidos como biotina e tiamina, sdo fundamentais para manutencdo do seu metabolismo
e consequentemente, reativacdo. Todavia, mesmo sem ter conseguido reproduzir o fungo no
meio de cultura, amostras de fios de cabelo parasitados, oriundos do Laboratério de Micologia
Médica, foram utilizados para visualizagdo das estruturas que compdem os nédulos, como
ascos e ascOsporos.

Os isolados pertencentes as demais espécies ndo mostraram diferenca, embora tenham
divergido no tempo de preservacdo, sendo o mais antigo, mantido em 06leo mineral desde
1978 e 0 mais recente desde 2013. Esta constatacdo demonstra que o tempo de estocagem nao
interfere na viabilidade das espécies avaliadas, indicando que esse método se mostrou
eficiente nos fungos deméceos independente do substrato de origem de onde foram obtidos.

Segundo Neufeld e Sarquis. (2003), a técnica de preservacdo em Oleo mineral, ainda é
um método eficiente para a estocagem tanto de leveduras, quanto de fungos filamentosos. E
utilizada rotineiramente, devido a facil aplicacdo, baixo custo e adequada estocagem. Esses
autores avaliaram a taxa de viabilidade e o percentual de recuperacdo por grupos de fungos
mantidos em 6leo mineral estéril a temperatura ambiente (28°C +/-2°C), por um periodo
maximo de 38 anos. Como resultado, verificaram que 80% dos fungos demaceos
apresentaram uma Otima taxa de viabilidade e a longevidade das culturas preservadas oscilou
entre 1 e 20 anos. Resultados semelhantes foram encontrados por Maciel e Mota, (2007) que
verificaram que o tempo de estocagem para alguns fungos filamentosos pode ser de até 53

anos.
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Diogo et al. (2005), entretanto, afirmaram que o meétodo de Castellani, ou seja,
preservacao em agua destilada, ainda é mais vantajoso, pelo fato de apresentar baixos custos e
também a viabilidade das cepas, bem como a capacidade de esporulacéo. Ainda, Rodrigues et
al. (1992), que também citam como ideal 0 método de Castellani, afirmam ser mais vantajoso,
porque em adicdo, apresentam a capacidade de evitar o pleomorfismo das amostras, devido

aos repiques sucessivos.

Tabela 1. Linhagens dos fungos obtidos da Cole¢édo de Cultura da Micoteca URM, UFPE.

Espécie NUmero da Linhagem Ano de Dep6sito Substrato/Hospedeiro
Piedra hortae 2245 1981 Pelo
Cladosporium 5109 2005 Bidpsia de tecido

carrionii
Curvularia 5833 2008 Solo
pallescens
Curvularia lunata 6059 2009 Endofitico
Alternaria alternata 5642 2007 Endofitico
Alternaria 5696 2007 Mamona
tenuissima
Cladophialophora 6297 2011 Escarro
devriessi
Exophiala 970 2013 Biopsia de tecido
dermatitidis
Cladosporium 6922 2013 Canino
cladosporioides
Cladosporium 3334 2007 Solo
tenuissimo
Phialophora 2481 1978 Fragmento de pele
pedrosoi

6.2. Revisao taxondmica dos isolados

6.2.1. Caracteristicas morfoldgicas

Os isolados testados foram semeados em meio de cultivo BDA, para estimular

crescimento das colonias. Todos os isolados foram capazes de crescer na temperatura
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ambiente (28°C +/- 2°C) e a 37°C, o que facilitou o estudo das caracteristicas morfoldgicas de
cada espécie, onde foram levadas em consideracdo a coloragdo das coldnias (verso e reverso),
o tamanho, o0 aspecto e o crescimento de cada fungo. Segundo De Hoog, (2000) e Lacaz,
(2002), estas sdo as principais caracteristicas que devem ser observadas, além dos aspectos
micromofologicos (microscopia direta e microscopia eletrénica) e das necessidades
nutricionais de cada espécie analisada.

Em relacdo a temperatura de crescimento dos fungos, no nosso trabalho, néo
observamos nenhuma diferenca entre o tempo de crescimento quando expostos a ambas as
temperaturas. Para alguns autores, os fungos filamentosos se desenvolvem melhor quando
expostos em temperatura ambiente (28°C +/- 2°C). Porém, sabe-se que, algumas espécies de
fungos necessitam tanto da temperatura ambiente, quanto a 37°C para realizar a
termoconversao de suas estruturas da fase filamentosa para a fase leveduriforme e vice-versa,
caracterizando como um fator de viruléncia (ISA-ISA et al., 2012).

De acordo com Lopes-Bezerra et al. (2006), esporotricose, paracocciodiodomicose,
histoplasmose e coccidioidomicose, sdo ocasionadas por fungos que apresentam essa
caracteristica dimdfica, contribuindo no potencial de viruléncia desses agentes,
consequentemente na piora clinica do paciente. Ainda, fatores como aeragdo, CO2, PH, fontes
de carbono também podem influenciar nessa transi¢cdo morfoldgica, no entanto, a temperatura

é o fator determinante desse dimorfismo.

6.2.2 Descricdo das espécies

Exophyala dermatitidis (Kano) De Hoog, 1977.

Levedura negra, cuja posicdo taxonémica pertence ao Filo Ascomycota, Subfilo
Pezizomycotina, Classe Eurotiomycetes, Subclasse Chaetothyriomycetidae, Ordem
Chaetothyriales, Familia Herpotrichiellaceae. Na identificacdo do agente etiologico, as
caracteristicas macro e microscopias sdo observadas. Crescem bem em SDA e BDA. Na
macroscopia, 0s fungos apresentam col6nias planas, levemente mucoide e coloracdo difusa,
variando do marrom ao negro-olivaceo e crescimento relativamente rapido, em médiade 4 a5
dias. A microscopia da cultura pode ser visualizada numerosas células de leveduras globosas
ou ovalares e hifas espessas, septadas e ramificadas, as vezes clamidoconidios podem ser

agrupados em torno das células conidioégenas ou conidiéforos (Figura 3).
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Considerado um fungo contaminante de ambiente, visto que pode ser isolado de
qualquer local, porém, quando se trata de pacientes imunocomprometidos, esse
microrganismo se comporta como um patdgeno causador de micose oportunista (LI et al.,
2009). Relatos apontam esse fungo como importante agente de infecgbes sistémicas em
pacientes graves, principalmente aqueles internados em unidades de terapia intensiva (UTI)
(CHALKIAS et al., 2014). Segundo Lacaz (2002), a E. dermatitidis foi relatada na literatura
como agente causador da cromomicose na ilha de Madagascar.

Raramente esse fungo esta implicado em episddios de infeccdes superficiais,
entretanto em um trabalho realizado por Falahati et al. (2014), os autores relataram um caso
inédito de onicomicose ocasionado por Exophiala dermatitidis, em paciente iraniana, de 54
anos. Curiosamente, a paciente nao apresentava historico de doencas de base ou
imunodeficiéncias, divergindo do padrdo comumente observado de micose oportunista. A
confirmacdo taxondmica do agente etiolégico foi realizada através da analise das

caracteristicas morfofisioldgicas e anélise molecular.

Figura 3: Macro e microscopia da colénia de Exophiala dermatitidis em
BDA. A: Colbnias de aspecto mucoide e pigmentacdo demacea. B:
Micromorfologia da cultura evidenciando hifas ramificadas e septadas e
células de leveduras ovais.

Cladosporium cladosporioide (Fresen) G.A. De Vries, 1952.

Fungo filamentoso e deméaceo, cuja posi¢cdo taxondmica pertence ao Filo Ascomycota,
Subfilo Pezizomycotina, Classe Dothideomycetes, Subclasse Dothideomycetidae, Ordem
Capnodiales, Familia Cladosporiaceae. Crescem bem em meio de cultura BDA. Na

macroscopia observamos colonias em expansdo, com aspecto aveludado, coloracdo verde
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oliva variando para o marrom. Apresentam crescimento lento, em média de 7-10 dias. Na
microscopia, os conidi6foros podem variar de tamanho, entre 350 u de comprimento por 2-6
u de largura, com ramificacdo lateral ou terminal. Cadeias de conidios com coloragdo marrom
claro. Conidio elipsoidal, em forma de limdo, medindo cerca de 3-6 [, podendo apresentar
parede lisa ou verrucosa, também marrom claro que podem ser facilmente desprendidos
(Figura 4).

S&@o considerados contaminantes naturais do ambiente, podendo ser isolado em
qualquer local. Todavia, essa espécie de Cladosporium vem sendo relatada como agente
etiologico de feohifomicose cutdnea e subcutanea, principalmente em pacientes que
apresentam algum tipo de imunodeficiéncia (GUGNANI e OKEKE, 2000; VIEIRA et al.,
2001). Em um trabalho realizado por Bordoloi et al. (2015), C. cladosporioides foi isolado
como agente etioldgico em episddios de cromoblastomicose, o qual foi responsavel por 6
casos, dos 15 encontrados de micose subcutanea acometendo pacientes imunocompetentes.
Entretanto, ndo ha relatos do C. cladosporioides como agente etiolégico de micose

superficial.

- e - - i
Figura 4: Macro e microscopia do Cladosporium cladosporioides. A: Colonia
demacea, extensa e com aspecto aveludado. B: Numerosas hifas demaéceas,
septadas e ramificadas. Conidios em forma de “limao”.

Cladosporium tenuissimo (Cooke), 1878.

Fungo filamentoso cuja posicdo taxondmica pertence ao Filo Ascomycota, Subfilo
Pezizomycotina, Classe Dothideomycetes, Subclasse Dothideomycetidae, Ordem
Capnodiales, Familia Cladosporiaceae. Crescem bem em meio de cultura BDA. Na

macroscopia apresentam coldnias em extensdo, aspecto aveludado, coloragdo variando do
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cinza-esverdeado ao verde oliva, dependendo da idade da col6nia, e crescimento lento em
média de 7-10 dias. Na microscopia, os conidi6foros quando presentes, sdo eretos e de
coloracdo marrom claro. Os conidios sdo secos, com formado elipsoidal medindo cerca de 2-5
M, coloracdo variando do marrom claro ao marrom escuro e parede com aspecto Verrucoso
(Figura5).

Sdo considerados contaminantes naturais do ambiente, sendo a maioria saprofitica ou
fitopatdgenos. De acordo com De Hoog (1983) e Gugnani e Okeke (2000) raramente estéo
implicados como agentes etiologicos de infecgdes fungicas em seres humanos, principalmente

nas micoses oportunistas.

Figura 5: Aspectos macro e microscépico do Cladosporium tenuissimo. A:
Colbnia extensa com aspecto aveludado e coloracdo verde oliva. B: Hifas
deméceas, septadas, ramificadas e conidios em cadeias.

Cladosporium carrionii (Trejos), 1954,

Fungo deméceo, cuja posicdo taxonémica pertence ao Filo Ascomycota, Subfilo
Pezizomycotina, Classe Dothideomycetes, Subclasse Dothideomycetidae, Ordem
Capnodiales, Familia Cladosporiaceae. Crescem bem em BDA. Na macroscopia, apresentam
coldnias moderadamente expansivas, com aspecto pulverulento e coloracdo verde-oliva. Nas
caracteristicas microscopicas, apresentam hifas eretas e ramificadas, coloragdo marrom
esverdeada com cadeias de conidios apical. Os conidios apresentam coloragdo marrom claro,
de parede lisa ou levemente verrucosa, formato variando de limoniforme ao fusiforme cerca
de 4-6 p (Figura 6).
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Sdo fungos contaminantes de ambiente, porém junto com espécies de Fonsecaea e
Phialophora verrucosa, ¢ comumente encontrado como agente etiolégico de micose
subcutanea, como cromoblastomicoses, a qual € caracterizada pela penetracdo do fungo
através da implantacdo traumatica na pele (ALMEIDA et al., 2014; MITTAL et al., 2014).

Figura 6: Aspectos macro e microscépico do Cladosporium carrioni. A: Colbénia
extensa com aspecto pulverulento e coloracdo verde oliva. B: Hifas demaceas,
septadas e conidios com aspecto limoniforme.

Curvularia lunata (Wakker) Boedijn, 1933.

Apresenta uma posicdo taxondbmica pertence ao Filo Ascomycota, Subfilo
Pezizomycotina, Classe Dothideomycetes, Subclasse Pleosporomycetidae, Ordem
Pleosporales, Familia Pleosporaceae. Fungo que se desenvolve bem em meio de cultivo BDA.
Apresentam na macroscopia coldnias expandidas, negra, de aspecto penugento e micélio
aéreo facilmente visivel ao olho humano. Apresentam crescimento relativamente rapido, em
média de 3-5 dias. Na microscopia, observamos hifas deméceas e septadas, com conidiéforos
eretos e ndo ramificados e flexiveis na parte apical. Os conidios apresentam parede lisa, de
coloragdo marrom, em forma de clava, os quais medemcerca de 21-31 x 8-12 u e geralmente
com 3 septos (Figura 7).

O género Curvularia sp. estd também relacionado com fungos contaminantes do
ambiente, os quais na grande maioria sdo saprofiticos de plantas. Sdo especies que raramente
estdo envolvidas em episodios de feohifomicoses, mas a depender da situacdo imunoldgica do
hospedeiro, este fungo pode se comportar como um verdadeiro patégeno causador de micoses
oportunistas, ocasionando principalmente ceratite micotica (BRANDT e WARNOCK 2003;
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HOFFMANN et al., 2011). Um caso raro foi descrito por Gunathilake et al. (2014), onde foi
isolado C. lunata no grao negro do eumicetoma, em paciente de 54 anos imunocompetente. A
identificacdo do agente foi realizada através da biopsia do nodulo do pé e isolamento do

agente etioldgico em meio de cultura.

A g

Figura 7: Aspectos macro e microscopico da Curvularia lunata. A:
Colbnia extensa, negra e aspecto penugento. B: Hifas demaceas e
septadas; conidios de coloracdo marrom claro e septados.

Curvularia pallescens (Tsuda & Ueyama), 1983.

Apresenta uma posicdo taxondémica pertence ao Filo Ascomycota, Subfilo
Pezizomycotina, Classe Dothideomycetes, Subclasse Pleosporomycetidae, Ordem
Pleosporales, Familia Pleosporaceae. Fungo que se desenvolve bem em meio de cultivo BDA
e apresenta rapido crescimento em média de 3-5 dias. Na macroscopia, desenvolvem col6nias
baixas e espalhadas, de aspecto lanoso no centro, coloragdo variando do cinza ao negro e
micélio aéreo facilmente visivel. Na microscopia, observamos hifas demaceas e septadas, com
conidiéforos simples, raramente ramificado, coloracdo marrom-claro e medindo cerca de 5-6
W. Conidios de parede lisa, marrom-claro, morfologia elipsoidal ou fusiforme e geralmente
com 3 septos e medindo cerca de 17-32 X 7-12 p. (Figura 8).

Fungo comumente encontrado no ambiente, sendo a maioria saprofitica e
fitopatdgenos. Raramente esta espécie é relatada como agente etioldgico de feohifomicoses,
porém se tratando de pacientes imunocomprometidos, esse fungo pode apresentar
comportamento oportunista (REVANKAR et al., 2002). Segundo Alvares et al. (2011), C.

pallescens vem sendo isolada em episddios de sinusite alérgica, comprometimento pulmonar
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e no sistema nervoso central, além de infec¢Bes disseminadas. Entretanto, ndo hé relatos desse

fungo como agente de micoses superficiais.

Figura 8: Macro e microscopia da colénia de Curvularia pallescens. A:
Colonia com aspecto de “1a’°, extensa e coloracdo cinza. B: Hifas
enegrecidas, ramificadas e septadas, conidios marrom claro com 2 ou 3
septos.

Alternaria alternata (Fr.) Keissl, 1912.

Apresenta posi¢do taxonémica pertence ao Filo Ascomycota, Subfilo Pezizomycotina,
Classe Dothideomycetes, Subclasse Pleosporomycetidae, Ordem Pleosporales, Familia
Pleosporaceae. Crescem rapidamente (2-4 dias) em meio de cultivo BDA. Na macroscopia da
cultura, as coldnias sdo expandidas, coloracdo que pode variar do cinza ao verde oliva e
aspecto pulverulento. Na microscopia evidenciam-se hifas escuras e septadas, conidiéforos
geralmente sem ramificacdo. Conidios grandes (23-56 x 8-17 |) e em cadeias, em forma de
clava ou elipsoidal, septacdo muriforme ou transversais (Figura 9).

Sdo fungos cosmopolita, contaminantes de ambiente e principalmente decompositor de
vegetais, estes, vem sendo isolados em casos de feohifomicose, principalmente infeccdes
oculares (ceratites) (ZAHRA et al., 2002).

Segundo Brandt e Warnock (2003), essa espécie € mais comumente encontrada em
infeccbes em individuos imunocomprometidos, causando principalmente infec¢fes nos seios
paranasais. Raro é o aparecimento desse fungo em micose superficial. Todavia, Gianni et al.
(1997), relataram um caso de feohifomicose ungueal por A. alternata em paciente agricultor,

75 anos e imunocompetente, o qual apresentava unhas distroficas e enegrecidas. A
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identificacdo do agente etiologico ocorreu pela microscopia direta do fragmento de unha e
isolamento do fungo em meio SDA.

Figura 9: Aspectos macro e microscopicos da cultura de Alternaria alternata.
A: Colbnia com aspecto pulverulento e coloracdo verde oliva. B: Hifas
demaceas e septadas, conidios em forma de clava e coloragcdo marrom clara.

Alternaria tenuissima (Kunze) Wiltshire, 1933.

Fungo cuja taxondmica pertence ao Filo Ascomycota, Subfilo Pezizomycotina, Classe
Dothideomycetes,  Subclasse  Pleosporomycetidae, Ordem  Pleosporales, Familia
Pleosporaceae. Crescem bem em meio de cultura BDA. Na macroscopia, apresentam rapido
crescimento, em torno de 2-4 dias, aspecto aveludado e coloragdo negra. Na microscopia,
conidiéforos podem ser visualizados isolados ou em grupos, simples ou ramificados, reto ou
flexivel, de parede lisa e coloracdo marrom clara. Conidios ndo ramificados, podendo ser
retos ou levemente curvados, marrom claro, parede lisa ou levemente verrucoso, geralmente
com septos transversais ou longitudinais medindo 22-95 x 9-19 u (Figura 10).

Espécie cosmopolita, podendo ser isolado de qualquer ambiente. Frequentemente sao
relatados como patdgenos de plantas, e esporadicamente, ocasionando infeccéo fangica no ser
humano, a ndo ser em individuos que apresentam alguma doenca de base. Ceratites e
infeccBes nos seios paranasais sdo o0s episddios mais comuns ocasionados por espécie de
Alternaria em pacientes imunocomprometidos.

47



ROCHA, AP.S., PIEDRA PRETA CARACTERISTICAS IN VITRO, ASPECTO ULTRAESTRUTURAIS...

Figura 10: Aspectos macro e microscopicos da cultura de Alternaria
tenuissima. A: Col6nia negra com aspecto aveludado. B: Hifas deméceas e
conidios com septacao transversal e longitudinal.

Phialophora pedrcsoi (Brumpt) Redaelli & Cif, 1941.

Apresenta posicao taxonémica pertence ao Filo Ascomycota, Subfilo Pezizomycotina,
Classe Eurotiomycetes, Subclasse Chaetothyriomycetidae, Ordem Chaetothyriale, Familia
Herpotrichiellaceae. Crescem em meio de cultura BDA, desenvolvendo colbnias grandes,
aveludadas e coloracdo verde oliva. Na microscopia, as células conidiogénica sdo verdes
claras, apresentando ramificacéo frouxa, cilindrica e denticulos proeminentes. Os conidios séo
olivaceos, formando cadeias pequenas, com parede lisa e em forma de funil, medindo cerca de
3-5 x 1,5-2. Fidlides de coloracdo marrom clara. Células de leveduras podem ser produzidas
quando submetido a Ph baixo (Figura 11).

P. pedrosoi é um dos principais agentes etioldgicos da cromomicose, além de ja ter
sido reportado em episodios de disseminacdo hematogénica, ceratites micotica e sinusite nos
seios paranasais. Ndo é comum este fungo como agente de micose superficial, entretanto,
Shweta et a. (2014) relataram um caso atipico de onicomicose em paciente do sexo
masculino, 34 anos, imunocompetente e com lesdes enegrecidas na lamina ungueal. A
confirmacéo da etiologia da micose foi constatada pelo exame direto de fragmentos de unha,

bem como, o isolamento do fungo em meio de cultura SDA.
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Figura 11: Macroscopia e microscopia da cultura de Phialophora pedrosoi. A:
Col6nia com aspecto aveludado e coloracdo verde oliva. B: Hifas deméceas,
septadas e ramificadas.

Cladophialophora devriessi (De Hoog), 2005.

Posicdo taxondmica pertence ao Filo Ascomycota, Subfilo Pezizomycotina, Classe
Eurotiomycetes, Subclasse Chaetothyriomycetidae, Ordem Chaetothyriale, Familia
Herpotrichiellaceae. Crescem lentamente em meio de cultura BDA. Na macroscopia
desenvolvem colénias planas, algodonosa e coloracdo preta-olivacea. Na microscopia, podem
ser visualizadas hifas enegrecidas, septadas e ramificadas. Conidi6foros bem diferenciados e
ramificados, medindo cerca de 10 pe podendo conter até 6 conidios. Conidios em forma de
lim&o e parede lisa, levemente dentilhado e coloracdo marrom claro (Figura 12).

Fungo filamentoso e demaceo, amplamente distribuido na natureza. Na grande
maioria, podem ser agentes de feohifomicose subcuténeas, ocorrendo em boa parte dos casos
em individuos imunocompetente (Brandt e Warnock, 2003). Segundo Kondo et al (2005),

algumas espécies ja foram isoladas como agente etioldgico causador da cromomicose.
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Figura 12: Aspectos macro e microscépicos da cultura de Cladophialophora
devriessi. A: Colbnia negra e algodonosa. B: Hifas demaceas, septadas e
ramificadas.

Piedraia hortae (Horta e Fonseca & Ledo), 1928.

Taxonomicamente pertencente ao Filo Ascomycota, Subfilo Pezizomycotina, Classe
Dothideomycetes, Subclasse Dothideomycetidae, Ordem Capnodiales, Familia Piedraiaceae.
E agente etioldgico da piedra preta. Apresenta crescimento lento, em média de 7-10 dias, as
coldnias possuem aspecto aveludado e coloracdo que pode variar entre 0 marrom ao preto
esverdeado. Na microscopia, podem ser visualizadas hifas demaceas e as vezes clamiddsporos
podem ser encontrados. Entretanto, na microscopia dos noédulos maduros, podem ser
encontrados ascos, que aparecem como favos de mel, contendo entre 2 a 8 ascosporos em seu

interior (Figura 13).
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Figura 13: Caracteristica morfologica do Piedraia hortae. A: Nodulo fixado na
porcao extrafolicular do cabelo. B: Numerosos ascos, localizados no interior do
nodulo. C: Esmagamento do nodulo, evidenciando o0s ascosporos. D:
Ascosporos em formato fusiforme.

6.3. Resultados obtidos pela Microscopia Eletronica de Varredura e EDX

6.3.1. Caracteristica morfoldgica do cabelo (Controle)

Na microscopia eletrénica de varredura do fio de cabelo, ndo observamos nenhum
comprometimento que pudesse interferir nas andlises subsequentes, ou seja, o cabelo
estava integro e ndo apresentava nenhum dano na parte externa do mesmo.

A fotomicrografia do cabelo mostrou que as camadas cuticulares estavam bem
delimitadas e preservadas, observando a endocuticula, epicuticula e exocuticula, com as
escamas em padrdo uniforme, se assemelhando a um “tapete’, devido ao formato retilineo
do fio capilar (Figura 14). Esses dados corroboram com o referido na literatura, de acordo
com Smith e Swift, (2002) e Buffoli et al. (2013), ao explicar a morfologia do cabelo em

condi¢Oes normais. Assim o processo de esterilizacdo ndo alterou nenhuma estrutura da
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fibra capilar, mantendo-a com as mesmas caracteristicas morfologicas antes da

esterilizagéo.

Figura 14: Microscopia eletrénica de varredura do fio de cabelo, evidenciando as
camadas cuticulares e seu aspecto em forma de “tapete’’. (Aumento 750X;
1500X; 3000X).

O resultado da espectroscopia de massa por difracdo de raios-X (EDX) mostrou que
ndo houve alteracdo em relacdo aos componentes quimicos presente no cabelo antes e depois
do processo de esterilizagdo. Os elementos encontrados em maiores quantidades foram o
enxofre (S) e carbono (C), seguido do oxigénio (O) e aluminio (Al). O ouro (Ou) e o0 ésmio
(Os) néo apresentaram pico de significancia na andlise, devido ao fato de sua presenca estar
relacionada ao processo de metalizagdo da amostra, se tratando apenas de um “contaminante
externo’’(Figura 15).

A presenca ou auséncia de determinado elemento quimico na amostra pode ser
variavel, a depender de numerosos fatores ao qual o cabelo foi submetido. Pozebon et al.
(1999), denomina o fio capilar de > dosimetro biologico’’, pois, indica onde o individuo foi
exposto a produto quimico ou droga, se ha algum tipo de caréncia nutricional ou até mesmo
contaminacdo de ambiente. Nosso trabalho apresentou resultados semelhantes aos obtidos por
Figueras e Guarro (1997), sendo o enxofre, o principal elemento quimico presente no cabelo.
Provavelmente, esse elevado teor de enxofre se deve aos compostos sulfurados presente na
estrutura capilar, principalmente na regido do cortex.

Whiting e Dallas. (1987) realizaram um estudo analisando as principais alteracdes
estruturais do cabelo, e constataram que estas modificacdes podem ser de natureza congénita
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ou adquirida, e que na grande maioria das vezes pode indicar alguma doenca. Curiosamente,
esses dados se assemelham com os achados de Pozebon et al. (1999), ao afirmarem que
desordens metabdlicas, deficiéncia de ferro, exposicao a substancias toxicas e deficiéncia de

colageno, refletem em possiveis anormalidades de cunho capilar.

0= Au
ik A
2.00 .00 b.00 B.00 1.0

Figura 15: EDX dos elementos quimicos C, S, O e Al, encontrados na
analise do fio capilar.

6.3.2. Caracteristica morfoldgica dos fungos

As fotomicrografias das espécies fungicas testadas, evidenciaram numerosas celulas
de leveduras ovalares, conidios e filamentos micelianos. Porém, ndo houve caracteristicas
que pudessem diferenciar algumas espécies na microscopia eletronica de varredura, visto que
a maioria se apresentou como um emaranhado de hifas. Na analise da espectroscopia de
massa por raios-X, 0s elementos quimicos encontrados foram ouro (Au), devido ao processo
de contaminagéo externa pela metalizacdo da amostra, seguido carbono (C), enxofre (S),
sodio (Na) e cloro (ClI) (Figura 16). Todavia, a presenca desses constituintes nas amostras
pode estar relacionada com as caracteristicas nutricionais dos fungos, afim de, manter sua
viabilidade. Diferentemente foram os resultados alcangados por Figueras e Guarro (1997),

onde observaram na analise do espécime flngico, elementos como aluminio, silicio, fosforo,
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cloro, potéssio, ferro, enxofre e calcio em elevadas quantidades, possivelmente minerais

necessarios para a manutencdo do metabolismo fangico.

Au

Au
>y .
z.80 400 6.00 .00 10.00 1z.00 eV

Figura 16: Microscopia eletronica de varredura das estruturas flngicas. A:
Numerosas células de leveduras com morfologia variada; B: Células de leveduras
e hifas; C: Emaranhado de numerosos filamentos micelianos.

6.4. Avaliacdo da capacidade de formacao de nédulos in vitro

Desse modo, foi pensado realizar um modelo de infeccdo in vitro para piedra preta que
mimetizasse como ocorre 0 processo de formacao dos ndédulos, in vivo; utilizando fungos que
nunca foram relatados na literatura como possiveis agentes etiol0gicos dessa micose, e assim,
estudar as principais caracteristicas da doenga. Sabe-se, que € uma micose pouco estudada e
escassa sdo as referéncias bibliogréficas acerca dessa infeccdo fungica. Para isto, foram
utilizadas suspensoes de células fungicas, fios de cabelos devidamente esterilizados em placas
de Petri, temperaturas ideias para realizacdo (28° C e 37°C) e manutencao do experimento.

Inicialmente, as placas contendo o material ndo foram hidratadas ao longo ao processo
de infeccdo, de modo que dez dias ap6s a realizacdo do mesmo, ndo havia a presenca de

umidade dentro das placas. Diante disto, ap0s o periodo de quarenta dias, mediante as devidas
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observagdes periodicas, obtivemos como resultados que todos os isolados testados,
apresentaram comportamentos diferentes frente ao cabelo. Alguns apenas demonstraram uma
leve colonizacdo, enquanto que outros, de fato, apresentaram um forte potencial de
parasitismo, formando um nddulo semelhante ao da piedra preta (Tabela 2).

A piedra preta € uma feohifomicose superficial causada pelo P. hortae, o qual € capaz
de formar nodulos enrijecidos ao longo do fio capilar. Pode ocorrer tanto no sexo masculino
quanto no feminino, em qualquer faixa etaria. E uma micose rara e altamente contagiosa,
porém fora das areas endémicas, sua propagacdo ndo é tdo comum (DE HOOG, 1998;
FIGUERAS e GUARRO, 2000; SAXENA el al.,2012).

Tabela 2: Processo de colonizacéo, infeccdo e formacédo dos nédulos.

Espécie Isolado  Colonizagao Infecgdo Nodulo
Piedraia hortae 2245 Sim Sim Sim
Cladosporium 5109 Sim Né&o Né&o
carrioni
Curvularia 5833 Sim Néo Né&o
pallescens
Curvularia lunata 6059 Sim N&o Né&o
Alternaria 5642 Sim Nao Né&o
alternata
Alternaria 5696 Sim Néo Né&o
tenuissima
Cladophialophora 6297 Sim Nao Néo
devriesii
Exophiala 970 Sim Sim Sim
dermatitidis
Cladosporium 6922 Sim Né&o Né&o
cladosporioides
Cladosporium 3334 Sim Sim Sim
tenuissimo
Phialophora 2481 Sim Nao Nao
pedrosoi

A umidade ndo exerceu nenhuma influéncia na formacdo dos nodulos. Foi possivel

constatar que, este, ndo € um fator significante para o desenvolvimento da piedra preta, ou
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seja, o fungo necessita de outros fatores para causar a doencga. Esses dados véo de encontro
aos achados da literatura, ja que trabalhos de Fischman (1973), Bonifaz et al. (2010), Desai et
al. (2013) e Cardona et al. (2013), mostraram que ambientes imidos facilitam a propagacéo e
disseminacéo do fungo, aliado aos aspectos de higiene e 0 uso de cosméticos a base de 6leos.

A probabilidade de se adquirir piedra negra através de banhos de rio em areas
endémicas tem sido questionada por alguns autores (Fischman, 1973; Pereira Janior et al.,
(1982). Provavelmente, ha essa possibilidade de infeccdo, visto que o P. hortae ¢ um fungo
cosmopolita, podendo ser isolado de qualquer ambiente, inclusive na agua, sendo esta um
possivel veiculo de contaminag&o.

Observou-se que em relacdo as temperaturas testadas, as placas com os cabelos
infectados que foram mantidos em temperatura ambiente (28°C +/- 2°C) apresentaram um
maior acometimento do fio capilar do que as placas expostas a 37°C, onde, estas,
demonstraram apenas uma colonizacao parcial na porcéao extrafolicular do cabelo.

Possivelmente, esse maior parasitismo pode estar relacionado com as caracteristicas de
algumas espécies de fungos, dentre eles o P. hortae, o qual, segundo a literatura, apresenta
uma maior viabilidade quando colocado em temperatura ambiente (28°C +/- 2°C). Esses
dados se assemelham aos estudos de Rodriguez, (1960) e Fischman, (1973), onde citam que
esse fungo é facilmente encontrado em climas que apresentam temperaturas médias entre
25°C a 28C, o que facilitaria o seu desenvolvimento e propagacao.

Em relacdo as caracteristicas dos nddulos formados, estes foram de tamanho pequeno
e apresentavam coloracdo marrom e geralmente aderido ao fio de cabelo, porém a depender
do atrito sofrido, se desprendiam facilmente. Continham numerosas estruturas flngicas
bastante agrupadas em forma de pirdamide ou grupamento de hifas e material proveniente do
metabolismo flngico, formando o que alguns autores denominam de pseudoparénquima ou
material cementante (Castro et al.,1987).

Esses dados se aproximam com os achados em nosso trabalho, onde o isolado 970 (E.
dermatitidis), apresentou a formacdo de uma estrutura homogénea e irregular, aparentemente
parecendo um pseudoparénquima, o qual possivelmente foi originado do metabolismo celular
do fungo (Figura 17). Para Figueras e Guarro. (1997), o material cementante extracelular
produzido pelo P. hortae, seria provavelmente uma mistura de moléculas de
glicosaminoglicanas, como as glicoproteinas e proteoglicanos, as quais se assemelham as

outras substancias identificadas em variedades de animais e tecidas vegetais.
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Figura 17: Formacéo inicial do nédulo de Exophiala dermatitidis. A: Observar o
aglomerado de leveduras localizadas na regido lateral do cabelo (microscopia
6tica). B) Emaranhado de células fangicas formando uma estrutura semelhante ao
pseudoparénquima. (Aumento 750X).

Dos dez isolados testados no processo de infeccdo, apenas dois (970 e 3334) foram
capazes de mimetizar a formagédo de uma estrutura semelhante aos nddulos da piedra preta.
Porém, os nddulos ndo continham as principais caracteristicas que os classificam como os da
doenca, que sdo a formacéo de ascostroma, formados por ascos e ascosporos em seu interior;
caracterizando o tipo de reproducdo do fungo. No caso dos isolados, estes ndo apresentavam a
formacéo dessas estruturas, mostrando apenas que eram formados basicamente de aglomerado
de leveduras e hifas. Os outros oito isolados (5109, 5833, 6059, 5642, 5696, 6297, 6922,
2481) apenas demonstraram uma colonizacdo, sem trazer maiores danos ao cabelo (Figura
18).

Na literatura, ndo ha relatos que comprovem que fungos demaceos sejam capazes de
produzir nddulos de piedra preta, assim como o parasitismo do P. hortae. Possivelmente,
esses isolados apresentam um potencial de colonizar ou infectar o fio capilar, podendo
acometer apenas a superficie ou destruir as camadas cuticulares.

O forte parasitismo no cabelo foi demostrado por E. dermatitidis (970), através do
potencial infeccioso bastante elevado, chegando a comprometer e degradar as estruturas
cuticulares do fio de cabelo e fragiliza-lo, como mostrado na figura 19. Esse fungo
provavelmente apresenta a capacidade de produzir algum tipo de queratinase, devido a
agressividade observada na invasdo das cuticulas e quica, na regido do cértex. Curiosamente,
esses dados sdo similares aos de Figueras e Guarro, (2000), Cardona et al. (2013) e Chavez-
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Lépez et al. (2014) onde observaram o aspecto queratinolitico do P. hortae, visto sua

capacidade de se aderir, penetrar e degradar completamente a queratina presente nessa regiao.

HV |mag O| HFW |spot|det | WD 50 pm
20.00 kV[1500x /199 ym | 3.0 |ETD|9.6 mm CETENE

Figura 18: A e B: Microscopia eletrdnica de varredura evidenciando o inicio do
processo de colonizagédo do fio capilar. (Aumento de 1500X; 750X).

HV |mag O| HFW |spot|det | WD — 50 ym —— HV |[mag O| HFW |spot| det | WD 40 um -

20.00 kV| 1500 % | 199 ym | 3.0 |[ETD|9.7 mm CETENE 20.00 kV| 3000 x [99.5 ym| 3.0 |[ETD|9.7 mm CETENE

Figura 19: Aspecto de degradacdo da Exophiala dermatitidis. A:
Comprometimento das camadas cuticulares. B: Varias células de leveduras
fortemente aderidas na fibra capilar, evidenciando o intenso parasitismo. (Aumento
1500X; 3000X).

A capacidade de E. dermatitidis de formar n6dulos semelhantes ao da piedra preta, foi
verificada e determinada, contudo, em parasitismo, ndo foram visualizadas as estruturas de

reproducdo sexuada, como ascostroma, ascos e ascosporos. Todavia, o isolado (3334) obteve
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um processo de infec¢do mais suave de inicio, ndo chegando a comprometé-lo e sim, apenas
iniciando uma colonizacéo parcial ao longo do cabelo. Nesse caso, observou-se que no exame
direto e na microscopia eletrbnica de varredura, os cabelos estavam colonizados
principalmente por formas micelianas. Porém ao longo dos dias, verificou a formacao de uma
pequena massa flangica, localizada na porcéo extrafolicular do cabelo, se assemelhando ao
nodulo. Néo foi observada a degradacéo da queratina (Figura 20).

O processo de infec¢do ocorreu de forma lenta e gradativa, visto que para a tentativa
de formacdo dos nodulos, o fungo, em situacdo de privagdo nutricional total, tenha que obter
sua fonte de sobrevivéncia apenas do fio de cabelo. O processo de formagdo do nddulo foi de
aproximadamente 40 dias, até que as estruturas fangicas se aderissem completamente ao fio
de cabelo e ali, causasse o parasitismo. Esses dados se contrapbem com o0s obtidos por
Cardona et al. (2013), onde para eles o processo de infeccdo e formacdo dos nddulos ocorre
de maneira rapida e continua, seguindo o crescimento do cabelo.

Para alguns autores como Figueras e Guarro, (2000) e Colombo et al. (2011) algumas
caracteristicas como imunodeficiéncias (AIDS) e transmissdo via sexual, ndo sdo fatores
relacionados ao surgimento da piedra preta, visto que apenas o P. hortae é responsavel por
ocasionar a doenca. Porém, ndo sabemos ao certo se estas condi¢cdes podem estar implicadas
no agravamento desse quadro. Sabe-se apenas que, 0 uso compartilhado de objetos pessoais,
podem sim servir como uma fonte de transmissao e disseminacdo desse fungo (DESAI et al.,
2013).

Figura 20: Processo de infeccdo gradativo do fio capilar pelo
Cladosporium tenuissimo (3334).
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6.5. Patogenia da Piedra preta

Com o objetivo de descrever o processo de formagdo dos nddulos, a infec¢do foi
caracterizada em quatro estagios: (I) Adesdo, (I1) Colonizagdo, (l1l) Parasitismo e (IV)
Nodulo. Inicialmente, para que a infeccdo se desencadeei se faz necessario que os fios dos
cabelos entrem em contato com as estruturas fungicas presente na placa. Quando isto
acontece, o fungo pode crescer absorvendo apenas 0s nutrientes presentes no cabelo, e desse
modo, mantendo sua viabilidade. Com o avanco do processo de adesdo, os fungos vao se
proliferando e colonizando todo o eixo do cabelo. Os propagulos infectantes aderidos a este
substrato podem ser representados tanto por leveduras quanto por filamentos micelianos a
depender da espécie observada.

No terceiro estagio, a medida que a infeccdo avangou o fungo preencheu toda a por¢édo
extrafolicular do cabelo, caracterizando um elevado potencial de parasitismo. Nesta etapa da
infecgdo, ainda podem ser diferenciadas os limites de uma célula a outra. No Ultimo estégio,
houve a formacdo de um nddulo maduro e compacto. Neste ponto, os limites de uma célula a
outra ndo puderam ser distinguidos, como se houvesse sido excretado um material
extracelular que envolveu toda a periferia do ndédulo, o qual podemos denominar de
pseudoparénquima (Figura 21).

Desse modo, o0 agrupamento e manutencdo das estruturas fungicas unidas,
possivelmente é ocasionado pela secrecdo de um material extracelular, produzido pelo fungo
(Magalhées et al., 2008). Essa capacidade de liberar substancias extracelulares, provenientes
do metabolismo, ndo é exclusiva apenas ao agente etioldgico da piedra preta, podendo ser
visualizada também nos casos de tricopatias ocasionadas pela piedra branca (FIGUERAS e
GUARRO, 2000). O fungo P. hortae produz um material semelhante, sendo esse material
secretado, o possivel responsavel pela manutencdo da integridade e conformacdo do nédulo e
por garantir a permanéncia da cronicidade da infec¢do, mesmo em condigdes adversas ao qual
foi exposto (FIGUERAS e GUARRO, 1997; 2000).

Em adicdo, para confirmar que os cabelos foram infectados pelas espécies fangicas
testadas, foi realizado o retro-cultivo dos fios em meio de cultivo BDA. Ao redor dos cabelos
inoculados, desenvolveram-se coldnias fungicas demaceas, mostrando que o fungo ainda
estava causando parasitismo. Deste modo, foi realizada a taxonomia para confirmacdo da

identidade fangica, sendo correspondente com a autenticacdo realizada anteriormente.
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Figura 21: A, B e C: Microscopia eletronica de varredura mostrando as etapas de
infeccéo do fio capilar. (Aumento de 750X; 1500X; 3000X).

Assim, técnicas que visam analisar a presenca dos elementos quimicos em amostras
bioldgicas tém sido empregadas no estudo de varios microrganismos, com o intuito de
determinar as etapas de formacao das particulas minerais e sua importancia nas fisioldgicas
(FIGUERAS e GUARRO, 1997; CORBARI et al., 2008).

De acordo com Figueras e Guarro, (1997), os elementos quimicos como fosforo,
enxofre e calcio estdo presentes na composicdo dos nddulos, devido a capacidade da melanina
de sequestrar esses ions e por sua vez, formarem mucopolissacarideos (proteoglicanos).
Assim, possivelmente esses elementos quimicos sdo os responsaveis pela natureza rigida dos
nodulos de piedra preta, juntamente com o material extracelular, os quais atuariam como um
“cimento’’ que teria a funcdo de manter o pseudoparénquima compacto, além de proteger das
agressdes ambientais. O nodulo de piedra preta atua como uma estrutura de resisténcia que se
desenvolve lentamente, de modo que pequenas quantidades de nutrientes garantem a
sobrevivéncia do agente etioldgico.

Contrariamente ao observado na piedra branca, onde provavelmente a consisténcia

mucilaginosa dos nodulos da piedra branca possa estar relacionada com a baixa concentracdo
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desses elementos no pseudoparénquima dos nédulos. Diante do observado, podemos supor
que a matrix extracelular apresenta uma fundamental importancia quanto a capacidade de
formagdo dos nodulos, tanto da piedra preta, quanto da piedra branca. Todavia, essa
substancia é depositada de maneira gradativa na porcao extrafolicular do cabelo, de modo que
quanto mais desenvolvido for o ndédulo, mais perceptivel é a presenca desse material. A
matriz extracelular, por si sO, possivelmente seja a responsavel por manter a integridade do
nodulo. Deste modo, estudos futuros sobre a constituicdo desse pseudoparénguima, se fazem
necessarios para se conhecer a natureza e sua importancia na patogenicidade dos nédulos do

P. hortae.

6.6. Exophiala dermatitidis: um possivel agente de piedra preta?

O envolvimento de outros fungos como possiveis agentes etiologicos da piedra preta
ainda é desconhecido. Contudo, relatos na literatura mostrou um possivel envolvimento do
Trichosporon ovoides (Saxena et al., 2012) e do T. asahii (Kanitakis et al., 2006), como
provaveis causadores dessa micose. Porém, essa informacdo ndo condiz com a piedra preta,
principalmente devido as caracteristicas inerentes ao tipo de reproducdo dessa espécie.

Dentre os fungos utilizados para a realizacdo dos testes in vitro, Exophiala
dermatitidis, foi o Unico capaz de simular a formacdo de nddulo deméaceo similar ao da piedra
preta bem como seu aspecto queratinolitico. Esse fungo apresentou 6timas condi¢des de
crescimento e boa aderéncia ao fio de cabelo, de modo que as células se proliferaram
rapidamente formando novas estruturas, e assim, infectando o cabelo por completo.

Dessa forma, o processo de infeccdo ocorreu de maneira rapida, de modo que as
estruturas semelhantes ao nodulo puderam ser vistas em aproximadamente no 30° dia do
inicio da infeccdo dos cabelos. Esse fungo de inicio apresentou apenas uma leve colonizagdo
do fio capilar, porém, na Gltima semana, a mesma demonstrou um elevado potencial de
infeccdo, comprometendo toda a estrutura da fibra. No exame direto utilizando KOH, foram
visualizadas numerosas células globosas e ovaladas, bem agrupadas e aderidas em todo a eixo
do cabelo e que se desprendiam facilmente dependo do atrito (Figura 22).

Ao evoluir da infeccdo, ocorreu a degradagdo a queratina do cabelo, invaséo e
destruicdo das camadas de cuticula, favorecendo ainda mais a sua penetracdo e fixacdo. Por

fim, houve a formacdo de uma massa solida, a qual foi gerada pelo metabolismo celular do
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fungo, dando origem a uma estrutura que apresentava um aspecto homogéneo, de modo que

ndo foi possivel diferenciar os limites entre as células ali presentes (Figura 23).

Figura 22: A e B: Microscopia Optica do cabelo mostrando o estagio inicial de
infeccdo do cabelo. C e D: Micrografia evidenciando o estagio inicial bem como a
morfologia das estruturas fangicas. (Aumento 750X; 3000X).
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Figura 23: A, B, C E D: Microscopia eletronica de varredura mostrando o0s
estagios de infec¢do pela Exophiala dermatitidis. (Aumento 750X; 800X; 1500X;
3000X).

Uma caracteristica interessante sobre esse fungo, é que por ser uma levedura
cosmopolita, ou seja, pode ser encontrada em qualquer ambiente, ndo ha relatos na literatura
da E. dermatitidis causando tricomicoses. Entretanto, em um trabalho recente realizado por
Falahati et al. (2014), apontam o primeiro caso raro de onicomicose causado por uma
levedura negra, E. dermatitidis, sendo confirmada sua etiologia pelas caracteristicas
morfolégicas e analise molecular. Dessa forma, mostrando a capacidade queratinofilica e mais
ainda, queratinolitica desse microrganismo.

Curiosamente, um trabalho realizado por Falahati et al. (2014), mostra através da
analise de um grafico pizza, as principais localizacdes das infecces fungicas causadas por
espécies de Exophiala nos Estados Unidos. Nessa analise, menos de 0,5% das infeccGes
correspondem a micoses superficiais, enquanto que aproximadamente 40% s&o representadas
pelas micoses profundas ou sistémicas.
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7. CONCLUSAO

A partir dos resultados alcancados, concluimos que:

O aparecimento dos nédulos de piedra preta possui um carater crénico;

O Piedraia hortae € o Unico agente etioldgico da piedra preta, sendo que outros fungos
demaceos podem ser agentes de tricomicose experimental;

E necessaria a realizacdo do exame direto e cultura para determinar o agente etioldgico
desta micose;

O tempo de estocagem e 0 método de preservacao ndo foram fatores determinantes que
influenciaram na viabilidade dos isolados;

A umidade e outras condic¢des previamente levantadas como fatores predisponentes para o
aparecimento da piedra preta, ndo possuem relagdes diretas com o desenvolvimento desta
micose;

O enxofre foi o elemento quimico presente em maior quantidade na composi¢do do fio
capilar;

Exophiala dermatitidis e Cladosporium tenuissimo possuem potencial de colonizar e
infectar o fio capilar;

Exophiala dermatitidis apresenta expressiva capacidade de invasdo e destruicdao da fibra
capilar, além da producdo de queratinase, culminado na degradacdo parcial das camadas
cuticulares, visualizadas pela microscopia eletronica de varredura;

O material cementante ou pseudoparénquima, que é secretado por algumas espécies de
fungos, inclusive o P. hortae, € o principal responsavel por manter a integridade e
viabilidade do estroma dos nodulos.

A reativacdo do Piedraia hortae, em meio de cultura, nfo foi possivel. E provavel que

esse fungo precise de meio diferenciado para se desenvolver.
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ANEXO 1.: PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

ANEXO 2: CARTA DE ANUENCIA
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