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Resumo

Fundamentos: Pouco se sabe sobre a ultraestrutura da Piedraia hortae.

Objetivo: Examinar colonia de P. hortae com microscopia eletronica de varredura e investigar
possiveis contribuicdes a sua patogenia.

Resultados: Em pequeno aumento, identificam-se dois aspectos distintos na col6nia: uma area
compactada e outra area filamentosa. O exame da area filamentosa demonstra hifas aderidas
por fina substancia reticular. Um achado recorrente é a aderéncia entre os filamentos fungicos
dispostos em paralelo. Em grande aumento, o aspecto microfibrilar aderindo as hifas entre si
fica bem evidente. O exame da area compactada mostra hifas embebidas na matriz reticular
formando um biofilme; a colonia fica bem aderida. Com grande aumento, pode-se observar que
as hifas ficam dentro dessa matriz fibrilar, que tem o mesmo aspecto da substancia filamentosa
que adere as hifas entre si.

Limitagbes do estudo: Apenas uma cepa foi examinada.

Conclusoes: A formacao de biofilme contendo estruturas fingicas e substancia extracelular
reticulada é importante na patogénese de Piedra nigra.
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Figura 1

Desenhos da publicacao original de 1911. (A) Nodulos escuros na haste pilar e a formacao de ascosporos (8 a 18). (B)

Aspecto microscopico do agente etiologico com hifas, as quais apresentam dilatacoes (setas).

menos acometidos), variando de branco a castanho-claro. O
género Trichosporon engloba fungos filamentosos que podem
formar biofilmes complexos.

Historicamente, piedra nigra foi descrita por Paulo
Horta,* o qual discutiu na publicacéo original a piedra nos-
tras da Europa e a piedra colombica da América do Sul,
ambas causadas por fungos nao pigmentados, também cha-
madas de tricomicose nodular ou tricosporia, pois ja se
cunhara o género Trichosporum (na grafia da época).

Nessa publicacao, Horta descreveu os casos de dois estu-
dantes do sexo masculino,* jovens, oriundos da Bahia, cujo
aspecto clinico era diferente; os nodulos eram escuros
(fig. 1A), e as coldnias fingicas eram obtidas a partir desses
nodulos. Morfologicamente, o exame do agente mostrava
também diferencas, sem as formacdes de estruturas cocoi-
des leveduriformes descritas com o agente da piedra alba.
Além de pigmento, as hifas mostravam dilatagoes (fig. 1B),
clamidosporos, bem como ascdsporos (observados dentro
de uma estrutura sacular) em varios estagios evolutivos
(fig. 1A).

A piedra nigra é endémica na América do Sul.’” Algu-
mas populacodes indigenas chegam a ter prevaléncia de 50%;
também ha casos descritos na Asia.®® Piedra nigra afeta
comumente o couro cabeludo.

Examinamos com microscopia eletronica de varredura
(MEV), com microscopio Jeol, JSM - 6610LV no Centro de
Microscopia da Regiao Sul (CEME-SUL), da Universidade
Federal do Rio Grande, uma colonia de Piedraia hortae
obtida da micoteca do Instituto de Medicina Tropical de Sao
Paulo, linhagem 499, com objetivo de descrever sua ultra-
estrutura.

Resultados

A colonia tem o tipico aspecto enegrecido (fig. 2A). O exame
de microcultura com microscopia optica evidenciou as hifas

com as tipicas dilatacoes (fig. 2B). Ascosporos (fig. 2C) tam-
bém foram visualizados na microscopia optica, estrutura
semelhante ao desenho 10da figura 1A.

No exame a fresco com hidroxido de potassio, chama a
atencao que parte das colonias nao se dissolvem, formando
grumos amarronzados, os quais sao dificeis de focar e exa-
minar pela espessura (fig. 2B).

Com a microscopia eletronica de varredura em peque-
nos aumentos, foram identificados dois aspectos distintos
da coldnia: uma area compactada e uma area filamentosa
(fig. 3).

O exame da area filamentosa evidenciou dilatacdes nas
hifas, como vistas na microscopia optica (fig. 4). O exame
detalhado das hifas demostrou também que elas se encon-
tram aderidas por fina substancia reticular (fig. 5). Um
achado recorrente é a aderéncia entre os filamentos fln-
gicos, com paralelizacao dos filamentos (fig. 6). Em grandes
aumentos, o aspecto microfibrilar aderindo as hifas entre si
fica bem evidente (figs. 7 e 8).

O exame da area compactada mostra as hifas embebidas
na matriz reticular formando biofilme (fig. 9), ficando a col6-
nia bem aderida. Com grandes aumentos, pode-se observar
que as hifas ficam dentro dessa matriz fibrilar (fig. 10), que
tem o mesmo aspecto da matriz extracelular que adere as
hifas entre si na area filamentosa.

Discussao

N&o encontramos relatos de exame ultraestrutural de colo-
nias de P. hortae; apenas relatos dos nodulos da afeccao
foram encontrados. Nesses relatos, € referida substan-
cia extracelular cimentante,’®'" formadora dos nddulos na
haste pilar, juntamente com as hifas e esporos.

Nossos achados demonstram que as estruturas fingicas
produzem substancia secretada para o meio extracelular,
de aspecto microfibrilar, a qual adere as hifas entre si,
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Figura 2

(A) Aspecto enegrecido da colonia. (B) Microscopia optica - hifas com dilatacdes (setas); no canto superior direito,

observa-se area acastanhada da colonia, que nao foi dissolvida. (C) Microscopia optica - ascosporo inicial (seta).

SElI  15kV
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Figura 3 MEV - pequeno aumento com visao geral da colonia
com area filamentosa a direita e area compactada a esquerda
(300 x ).

e em algumas areas da colonia (talvez mais antigas) pro-
voca grande compactacao, embebendo essas estruturas,
formando um biofilme. Nao encontramos ascdsporos, pois
essa técnica examina a superficie da amostra, e os ascos-
poros sao encontrados no interior da colonia ou nddulo da
piedra."

Essa rede fibrilar € o que deve dar resisténcia e
configuracao aos nddulos de piedra, tornando possivel sua
ocorréncia no ambiente, em parte hostil, das hastes pila-
res. E possivel também que aja como fator de aderéncia ao
cabelo na disseminacao da doenca. No exame direto com

WD17mm  SS20

SEl  15kV
CEME-Sul

Figura4 MEV - detalhe de uma dilatacdo em uma hifa (seta),
semelhante as vistas na microscopia optica (8.000 x ).

microscopia oOptica, corroborando com essa formacdo de
estruturas resistentes, tem-se certa dificuldade em dissolver
as colonias, que aparecem como grumos acastanhados.

0 termo biofilme foi utilizado primeiramente na década
de 1970, apesar de observacao antiga pelos microbiologis-
tas. E definido como matriz extracelular polimérica com os
agentes etioldgicos embebidos, tendo funcdo de protecao
contra radiacao ultravioleta, temperaturas e pH extremos,
salinidade e pressao nocivas as bactérias; além disso, podem
estar envolvidos na resisténcia a antibidticos.'? Os biofil-
mes podem ser formados por polissacarideos, proteinas ou
gorduras.'”” Com a técnica de analise morfoldgica utilizada
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Figura7  MEV - grande aumento, demonstrando em detalhe a
aderéncia entre as hifas pela matriz reticular (7.000 x ).

CEME-Sul

Figura 5 MEV - hifas recobertas com matriz extracelular
microfibrilar (3.500 x ).

SElI  15kV WD21mm  SS20 x11,000 1pm
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Figura 8 MEV - grande aumento com detalhe da aderéncia e
SEI 15kV  WD21mm SS20 X2,000 QUM e— paralelizacao das hifas (11.000 x ).
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| N < g
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SElI  15kV WD21mm SS20 x4,500 Spum SEl  15kV
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CEME-Sul
Figura 6 MEV - hifas aderidas e paralelizadas (2.000 x e Figura 9 MEV - pequeno aumento da area compactada,
demonstrando as estruturas flngicas embebidas em densa

4.500 x ).
matriz extracelular (1.000 x ).
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SEI  15kV
CEME-Sul

WD21mm  $S20 Spm

Figura 10 MEV - grande aumento da area compacta,
demonstrando as hifas (H) embebidas em matriz microfibrilar
(5.000 x ).

neste estudo, nao é possivel afirmar a composicao da matriz
documentada.

Fungos também podem produzir biofilmes, ja demons-
trado em espécies que causam onicomicose, como Tri-
chophyton rubrum e Trichophyton mentagrophytes.'>'* Em
uma publicacdo, leve aderéncia entre as hifas foi des-
crita com MEV de coldnias de Trichophyton mentagrophytes,
achado bem mais discreto que o aqui relatado de P. hortae."

Com relacao as piedras, a formacao de biofilmes ja foi
descrita em varias espécies de Trichosporon,'®'” e variacdo
interespécies foi encontrada, podendo-se classifica-las em
produtoras de biofilmes fracas ou fortes. E possivel que
cepas com baixa producao de biofilmes nao causem piedra
alba.

Os achados ultraestruturais da colénia de P. hortae
demonstram que a formacao de biofilme pela matriz extra-
celular secretada pelas hifas possa ser importante na
patogénese da piedra nigra.
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