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RESUMO

SILVA, Marcella Braga. Universidade Estadual do Norte Fluminense — Darcy
Ribeiro. Fevereiro de 2010. AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE HUMORAL DE
GATOS (Felis catus) IMUNIZADOS COM A VACINA BIOCAN M®. Professor

orientador: Claudio Baptista de Carvalho e Co-orientador: Olney Vieira da Motta.

A dermatofitose é uma doenca zoondtica relativamente comum em diversos paises,
ocorrendo de forma endémica em animais de companhia e de produgdo. Os fungos
pertencentes aos géneros Trichophyton e Microsporum sdo os mais comuns, sendo o
Microsporum canis a espécie que mais acomete os gatos. Na maioria das vezes, a doenga €
transmitida ao homem por dirigir contato com o animal de companhia infectado ou via
“fomites” do animal. Portanto, a realizacdo de uma pesquisa com a finalidade de contribuir
para o esclarecimento e funcionalidade da profilaxia da dermatofitose, a fim de se evitar a
disseminagdo de tal enfermidade entre animais e o0 homem, se faz muito importante. Este
trabalho descreve a avaliacdo de eficdcia imunoldgica da vacina Biocan M® em gatos
domésticos (Felis catus) e teve como principal objetivo a titulacdo de anticorpos IgG anti-
dermat6fitos mensurados pelo método imunoenzimatico — ELISA. Os resultados foram
divididos em trés etapas: Fase pré-imune, onde os animais se mostraram bem diferentes
quando comparados com o controle positivo (C+) e ndo houve diferenca quando
comparados com o controle negativo (C-), explicando assim a titulacdo baixa dos animais
nesta fase. Na fase pos-imune 1* dose, os animais se comportaram de maneira semelhante
quando comparados ao controle positivo (C+), evidenciando o aumento na titulacdo de
anticorpos apds receberem a vacina e significativo quando comparados ao controle negativo
(C-). Ja na fase pds-imune 2* dose, os animais se comportaram também de maneira
semelhante ao controle positivo (C+) e diferentes quando comparados com o controle
negativo (C-). Apesar da indu¢do do aumento dos titulos de anticorpos, nao se pode afirmar
que os gatos vacinados estavam protegidos da doenca, visto que os animais ndo foram
desafiados com cepas de Microsporum canis ou gatos com a dermatofitose ativa. E
importante a continuacdo dos estudos desta vacina, principalmente utilizando o desafio
experimental apds a imunizacdo dos animais, visto que aumento na titulagdo de anticorpos,

nao confere a protecao ao animal.

Palavras-chave: Dermatofitose, vacinacdo, Microsporum canis, vacina Biocan M®, gatos.



ABSTRACT

SILVA, Marcella Braga. Universidade Estadual do Norte Fluminense - Darci
Ribeiro. February 2010. EVALUATION OF THE HUMORAL IMMUNE

RESPONSE OF CATS (Felis catus) IMMUNIZED WITH BIOCAN M®. Advisers:
Claudio Baptista de Carvalho and Olney Vieira da Motta.

Dermatophytosis is a zoonotic disease relatively common in several countries, being
endemic in pets and production animals. Fungi belonging to the genera Trichophyton and
Microsporum are the most common, and Microsporum canis the kind that affects cats. In
most cases, the disease is transmitted to humans by direct contact with infected pet or via
fomites of the animal. Therefore, conducting a survey in order to contribute to the
clarification feature and prophylaxis of dermatophytosis, in order to prevent the spread of
this disease between animals and man becomes very important. This paper describes the
evaluation of effectiveness of the vaccine immune Biocan M ® in domestic cats (Felis
catus) and had the main purpose of the IgG antibodies anti-dermatophytes measured by
enzyme immunoassay method - ELISA. The results were divided into three stages: Pre-
immune, where the animals were quite different when compared with the positive control (C
+) and no difference compared with negative control (C-), thus explaining the low titre of
animals in this phase. In the post-immune 1st dose, the animals behaved similarly when
compared to positive control (C +), showing an increase in antibody titers after receiving the
vaccine and significant when compared with negative control (C-). Already in the post-
immune 2nd dose, the animals also behaved similarly to positive control (C +) and different
when compared with the negative control (C-).Despite the induction of higher titers, can not
be said that the vaccinated cats were protected from disease, because animals were not
challenged with strains of Microsporum canis or cats with dermatophytosis active. It is
important the continuation of the study of this vaccine, especially using experimental
challenge after immunization of animals, as increased antibody titration, it provides

protection to the animal.

Key-words: Dermatophytosis, vaccination, Microsporum canis, vaccine Biocan M ®,

cats.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a populacdo de animais de companhia, na maioria dos paises vem
crescendo muito. Como o convivio entre os animais de estimac¢ao e proprietarios nao possui
regras, sendo o primeiro considerado como membro da familia, € o conhecimento e

esclarecimento das zoonoses sdo imprescindiveis para manutencao adequada da sanidade.
Segundo a Organizacdo Mundial da Sadde, a populagdo de cdes e gatos no Brasil gira

em torno de 20 e 10 milhdes respectivamente, sendo que este nimero cresce a cada ano.
Este dado € de extrema importancia em saide publica. Dentre as mais de 100 mil espécies
fingicas, cerca de 100 s@o capazes de causar infeccoes em humanos e nos animais
(SIDRIM; ROCHA, 2004).

As micoses representam um problema crescente na medicina humana (LACAZ et al,
2002) e, sdo cada vez mais freqiientes os relatos em Medicina Veterindria. No entanto, as
infec¢des fungicas ainda sdo confundidas com outras enfermidades que cursam com sinais
clinicos semelhantes. Dentre as principais micoses diagnosticadas em pequenos animais
destacam-se a Malasseziose, Candidiase, Criptococose, Aspergilose, Esporotricose e
Dermatofitose, estas duas tltimas consideradas importantes zoonoses (SCOTT et al, 1996).

Os fungos sao microrganismos que estio distribuidos na natureza em todos os habitats
(como o ar, o solo e a 4gua), além da microbiota existente em humanos e animais
(TRABULSI et al, 1999). As dermatofitoses sao micoses superficiais causadas por fungos
filamentosos, hialinos, septados, queratinofilicos, capazes de colonizar e causar lesdes no
extrato cérneo de animais e do homem. Esses fungos podem ser classificados em
antropofilicos, zoofilicos e geofilicos de acordo com a sua evolu¢ao adaptativa (SIDRIM;
ROCHA, 2004).

Quando o dermatdéfito entra em contato com a pele, uma série de eventos pode
acontecer: 1) o fungo pode ser retirado mecanicamente; 2) pode ndo ter habilidade para
estabelecer residéncia pela competi¢do com a flora normal; 3) pode estabelecer residéncia
na pele, mas ndo produzir lesdes (estado de carreador assintomatico); e 4) pode estabelecer
residéncia e causar a doenca.

A apresentagdo clinica da dermatofitose é muito variada, mas a lesdo cldssica descrita
na literatura € caracterizada por alopecia circular, irregular ou difusa e de expansao

centrifuga. As lesdes acometem mais comumente a face, as orelhas, as patas e a cauda,



16

podem evoluir para uma cura espontanea ou para lesdao generalizada cronica que afeta todo
o corpo do animal. Em geral, o prurido € minimo ou ausente (MACIEL; VIANA, 2005).

Os dermatéfitos ocorrem com relativa freqiiéncia na clinica de pequenos animais, e a
dermatofitose é a enfermidade mais comum causada por fungos em cdes e gatos no
hemisfério ocidental (ROCHETE et al, 2003).

O Microsporum canis (M. canis) é o principal agente da dermatofitose e o de maior
prevaléncia em caes e gatos. Esse dermatéfito € responsdvel por aproximadamente 90-98%
das infeccoes dermatofiticas em gatos e 50-70% das infec¢des em caes (MACIEL; VIANA,
2005).

Com isso, as formas de diagndstico, tratamento e profilaxia do M. canis vém sendo
cada vez mais estudadas, tendo em vista a necessidade de caracterizar a biodiversidade
fingica da regido Norte Fluminense frente as novas ferramentas que auxiliam no
desenvolvimento destas técnicas.

A vacina Biocan M® vem sendo comercializada pelo laboratério Tecnopec, como a
solucdo definitiva contra a dermatofitose em caes e gatos. Entretanto, esta vacina ainda nio
€ relacionada pela literatura como uma forma definitiva e segura de profilaxia, sendo
necessdrio um estudo para a sua utilizagao.

Baseado no exposto torna-se evidente o importante papel de estudos que visem a
avaliacdo da resposta imune humoral de gatos (Felis catus) imunizados com a vacina
Biocan M®, através da titulacdo de anticorpos IgG por Elisa, seguindo o protocolo de

vacinagdo do fabricante.
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2. JUSTIFICATIVA

Os problemas dermatolégicos em caes e gatos sao reconhecidos como um dos principais
motivos de visitas as clinicas veterindrias. Acredita-se que, hoje, entre 20% e 75% dos
atendimentos veterinarios realizados em clinicas e hospitais estejam relacionados com
problemas dermatolégicos (SCOTT et al, 1996). Isso se deve principalmente ao fato de que
alteracdes de pele chamam a atencdo dos proprietdrios e causam repulsas, fazendo com que se
procure auxilio veterindrio (CONCEICAO et al, 2005).

As dermatofitoses sdo um exemplo de enfermidade infecciosa com elevada prevaléncia
na América Latina. No que tange a saide humana, os relatos fragmentados e dados
epidemioldgicos indicam que estas micoses estdo entre as zoonoses mais comuns do mundo
(MURRAY et al, 2004).

Justifica-se, portanto, a realizacdo de pesquisa com a finalidade de contribuir para o
esclarecimento e funcionalidade da profilaxia da dermatofitose, a fim de se evitar a
disseminagdo de tal enfermidade entre animais e o homem, haja vista que se trata de uma

antropozoonose.
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3. OBJETIVOS

3.1. Gerais

Avaliagao da resposta imune humoral em gatos (Felis catus) vacinados com a vacina

Biocan M® anti-dermatoéfitos.

3.2. Especificos

Padronizacdo do ensaio imunoenzimatico — ELISA para titulacdo de anticorpos para M.
canis.
Titulacdo de IgG por ensaio imunoenzimatico — ELISA nas 3 fases:
¢ Pré-imune
e Pés-imune (1* dose)

e Pés-imune (2° dose)
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. Classificacao dos fungos

O reino dos fungos (Fungi) é reconhecido como um dos cinco reinos dos seres vivos. Os
outros quatro reinos sdo Monera (bactérias e algas azul-esverdeadas), Protista (protozoarios),
Plantae (plantas) e Animalia (animais). Os fungos sdo microrganismos aclorofilicos e
eucaridticos que podem crescer na forma de levedura, bolor ou em ambas as formas,
simultaneamente (RAVEN et al, 2001).

Os caes albergam muitos bolores e leveduras em suas pelagens e pele. A maioria isolada
destes saproéfitas provavelmente representa contaminacao transitoria por fungos do ar ou do
solo (SCOTT et al, 2001).

Os fungos sao onipresentes no ambiente. Dos milhares de diferentes espécies de fungos,
apenas alguns t€m a capacidade de provocar doenca nos animais. Os fungos, em sua grande
maioria, sdo ou microrganismos do solo ou patégenos vegetais. Uma micose é uma doenca
causada por um fungo. Uma dermatofitose € uma infeccao dos tecidos ceratinizados, unha,
pélo e estrato cérneo, causada pelos géneros Microsporum, Trichophyton ou Epidermophyton
(SCOTT et al, 1996). Entretanto, os géneros que freqiientemente infectam animais sdo o
Microsporum e o Trichophyton, enquanto o Epidermophyton determina afecgdes
principalmente em humanos (CARLOTTT; PIN, 2002).

A maioria das espécies fungicas apresenta-se na natureza na forma filamentosa. As hifas
sdo estruturas tubulares ramificadas e pluricelulares. Apesar de freqiientemente apresentarem
na sua constituicao os septos, estes podem nao ser vistos como estruturas de separacao entre
as células, uma vez que apresentam um grande nimero de poros que permitem a passagem de
estruturas celulares de uma célula para outra (SIDRIM; ROCHA, 2004).

As infecgdes causadas por fungos parecem ser acidentais, ou seja, sua grande maioria
nio € contagiosa, mas, adquirida por exposicdo do individuo a uma fonte natural de
ocorréncia do fungo. Existem na natureza mais de 250 mil espécies fungicas conhecidas
atualmente. Dentre estas, apenas aproximadamente trezentas foram identificadas, pelo menos

uma vez, em processo patolégico em seres humanos ou animais (LOPES et al, 2004).
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As micoses podem ser classificadas clinicamente em sistémicas, subcutineas e
superficiais, de acordo com o grau de envolvimento no tecido e o sitio de instalagdo do agente
infeccioso no hospedeiro (TORTORA et al, 2000).

As micoses superficiais podem ser classificadas em micoses superficiais estritas e
dermatofitoses. As micoses superficiais estritas possuem a caracteristica de acometerem a
camada mais superficial do estrato cérneo de humanos e animais, ndo induzindo nenhuma
resposta inflamatéria no hospedeiro (SIDRIM; ROCHA, 2004).

As dermatofitoses sdo micoses superficiais causadas por fungos denominados de
dermatdfitos. Esses seres pertencem ao grupo dos fungos filamentosos, hialinos, septados,
queratinofilicos, capazes de colonizar e causar lesdes no estrato corneo do homem e animais.
As dermatofitoses sdo caracterizadas por lesdes circulares discretas, com dreas de alopecia,
bordos eritematosos e vesiculares, que circunscrevem uma parte central descamativa. Por
serem ricas em queratina, as regides da pele, pélos e unhas sdo freqiientemente acometidas
por dermatéfitos (MENDLEAU; HNILICA, 2003; SIDRIM; ROCHA, 2004).

Os dermatofitos podem ser classificados do ponto de vista ecolégico, de acordo com seu
habitat natural, em geofilicos, zoofilicos e antropofilicos (SCOTT et al, 1996; MACIEL,;
VIANA, 2005). Os geofilicos (Microsporum gypseum, Microsporum cookei e Trichophyton
terrestre) habitam o solo rico em matéria organica, onde vivem como saprofitas e infectam
tanto humanos quanto animais (SPIEWAK; SZOSTAK, 2000; GALLO et a, 2005). Os
zoofilicos (Microsporum canis, Microsporum distortum, Microsporum persicolor e
Trichophyton mentagrophytes) sao adaptados a pele e aos pélos dos caes e infectam tanto
animais quanto humanos. Os antropofilicos (Epidermophyton floccosum, Microsporum
audounii, Trichophyton megninii, Trichophyton rubrum e Trichophyton tonsurans) sao
adaptados a pele e aos anexos dos seres humanos, ndo sobrevivem no solo, infectam os
humanos e raramente os animais. O conhecimento do habitat natural do fungo pode auxiliar o

diagndstico e o tratamento (MACIEL; VIANA, 2005).
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4.2. Etiologia

Durante o periodo de novembro de 2000 a dezembro de 2001, foram examinados 189
cdes e 38 gatos com sintomatologia sugestiva de dermatofitose, e coletados material para
exame de cultura micolégica pelo Centro especializado em Micologia Médica da
Universidade Federal do Ceara. Os dermatofitos foram isolados de 27 dos 189 cées (14,3%) e
14 dos 38 gatos (36,8%), sendo o M. canis a espécie mais comumente isolada, 92,6% em caes
e 100% em gatos (BRILHANTE et al, 2003).

Virios estudos citam que a freqiiéncia de isolamento de dermatdfitos é cerca de 20%
mais elevada em gatos que em cies (CABANES et al, 1997; BERNARDO et al, 2005;
COELHO et al, 2008).

Diversos autores (CERUNDOLO, 2004; KHOSRAVI, MAHMOUND, 2004;
MORIELLO, 2006) relataram que M. canis, seguidos de M. gypseum e T. mentagrophytes
foram as espécies de fungos mais comumente isoladas de gatos com dermatofitose em todo
mundo (BALDA, 2001; MANCIANTI et al, 2002; MANCIANTI et al, 2003; OLIVARES,
2003).

4.2.1. Microsporum canis

O M. canis, dentre os dermatofitos, € o responsavel pela maioria de casos de micoses em
animais de estimagdo e o mais freqiiente dermat6fito zoofilico de humanos, em diversas dreas
urbanas (BRILHANTE er al, 2003). E um fungo filamentoso, dermatéfito zoofilico,
cosmopolita transmitido por diversos animais domésticos, tendo como principal reservatorio
felinos jovens, que podem apresentar-se clinicamente afetados e, em contraste, os adultos
portadores podem ndo apresentar lesdes (SIDRIM; ROCHA, 2004).

Chermette et al, (2008), demonstraram que o M. canis esta freqiiente em mais de 90%
dos casos isolados de dermatofitose em gatos.

A transmissdo do M. canis é feita pelo contato com pélos e descamacdes de pele
contaminada ou elementos de fungo no animal, no ambiente. Objetos associados ao

tratamento, transporte e moradia dos animais, como pentes, escovas, artefatos de tosa, camas,
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gaiolas transportadoras e outros, sdo provaveis fontes de infeccdo do M. canis (SCOTT et al,

1996).

4.2.2. Microsporum gypseum

As infecgdes por M. gypseum ocorrem ocasionalmente em caes e raramente em gatos, ja
que os primeiros sdo usualmente mais expostos a dermatdfitos geofilicos pelo hédbito de
cavarem o solo (MORIELLO et al, 2004).

Este microrganismo € um dermatéfito geofilico, que normalmente habita o solo e em
determinadas situagdes infecta tanto o homem quanto os animais. As lesdes individuais
tendem a mostrar-se bem circunscritas, intensamente crostosas € associadas com um
espessamento distinto de pele. Freqlientemente as lesdes sdo isoladas, embora vdrias lesoes
possam ser encontradas em qualquer dado paciente. Os locais de predilecdo tipicos sdo as

orelhas, cabeca e face, e as extremidades (WILKINSON et al,1996).

4.2.3. Trichophyton mentagrophytes

Infecgdes por T. mentagrophytes ocorrem regularmente em cdes e ocasionalmente em
gatos, sendo comuns em roedores, como coelho, cobaias, ratos, camundongos e animais
selvagens, causando cerca de 20% da doenca em caes (ROCHETTE et al, 2003).

A infeccdo tende a disseminar-se e pode cobrir grandes dreas da pele e a partir de um
pequeno foco, ela pode, com o tempo, cobrir todo o animal. A cabeca e extremidades distais

aparentemente sao locais de predilecao (WILKINSON et al,1996).
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4.3. Patogenia

A estrutura fisica e quimica da pele representa a maior barreira de defesa do
hospedeiro contra fungos patogénicos. A pele, em geral, ¢ uma superficie indspita para
o crescimento fungico em virtude da exposicdo dos raios Ultravioleta, de constante
renovacdo das células epiteliais, pela queratinizacdo, bem como, pela competicdo da
prépria microbiota normal contra os demais microrganismos invasores (MORIELLO,
2004).

Dificilmente os cdes e gatos sdo acometidos por diferentes espécies de
dermatofitos. A transmissdo ocorre por contato direto com elementos micdticos ou
artroesporos (esporo assexuado que é formado pela fragmentacdo das hifas) presentes
em animais, meio ambiente ou sobre fomites contaminados (SCOTT et al, 1996).

Um dos fatores que poderia ser considerado favordvel para os fungos
dermatofiticos € que, estes, diferentes de outros fungos, se nutrem da queratina que € o
principal constituinte do estrato corneo de homens e animais (SIDRIM; ROCHA, 2004).

Viani et al (2001), em estudos da atividade enzimatica em cepas de M. canis,
analisaram queratinases, lipases, elastases e DNAses, demonstraram que a enzima
queratinase estd correlacionada diretamente com o desenvolvimento dos sintomas das
lesdes dermatofiticas, ndo sendo observada tal situacdo com as demais enzimas.

Os artrésporos se aderem as células do estrato cérneo e germinam produzindo
hifas. A secrecdo de queratinases auxilia a invasdao das mesmas na pele. Em seguida,
ocorre a infeccdo do pélo que se encontra na fase de andgeno, acometendo o interior do
pélo (invasdao endotrix) sem infectar sua matriz mitética ativa. A invasdo termina
quando o pélo entra na fase de telégeno. Depois da invasdao das hifas pelo corpo do
pélo, formam-se massas de artroesporos esféricos infectantes na superficie do mesmo
(invasdo ectotrix). Esta infeccdo provoca uma resposta inflamatéria que, em
circunstancias normais, pode levar a resolu¢do da enfermidade dentro de um a trés
meses. A infec¢do cronica ocorre quando o hospedeiro ndao é capaz de gerar uma
resposta imune satisfatéria. O dermatéfito acomete o tecido queratinizado, penetra a
pele, pélos e unhas causando danos mecanicos que resultam em descamagdo da
superficie epitelial e quebra do pélo; seus metabdlitos se difundem pelas células da
epiderme causando reacdo inflamatéria e de hipersensibilidade, responsaveis pelo

desenvolvimento das lesdes (SCOTT et al, 1996; NESBITT et al, 2001).
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Animais de todas as idades, sexo ou raca sdo susceptiveis a infecg¢des por
dermatdfitos, embora a doenca ocorra mais comumente em animais jovens, velhos e
imunodeprimidos (MORIELLO, 2004).

Outros fatores que desempenham papel importante no inicio e manutencdo da
doenca sdo: 1. viruléncia da cepa; 2. manejo deficiente; 3. alta densidade animal; 4.
excesso de banhos; 5. cuidados devido a redugdo do sebo; 6. o crescimento e reposi¢ao
do pélo e 7. o estado fisiologico do hospedeiro (OLIVARES, 2003). A imunossupressao
causada pelo cancer, hiperadrenocorticismo, leishmaniose, erliquiose, ma nutricdo e
terapia por glicocorticoides leva a um aumento na incidéncia da doenca. O estresse da

prenhez e lactacio também pode aumentar a susceptibilidade a infeccdo

(CERUNDOLO, 2004).

4.4. Sinais Clinicos

Os sinais clinicos de dermatofitose em gatos s@o varidveis e ndo sdo especificos
para um dermatéfito em particular (SCOTT et al, 1996).

A dermatofitose em caes e em gatos € uma doenca folicular e os sinais clinicos sao
essencialmente um reflexo da foliculite do pélo e posterior inflamacao, sendo o prurido
varidvel em intensidade, sendo muitas vezes indistinguivel quando comparada com

quadros de Demodiciose ou ainda com a piodermite bacteriana (MORIELLO, 2004).

4.4.1. Lesao classica (“ringworm’)

Clinicamente em gatos, a doenga apresenta dreas irregulares ou anulares de
alopecia de um a quatro centimetros de didmetro (“ringworm”) com ou sem caspa, de
aparéncia pulverulenta no centro da lesdo, pélos tonsurados e desgastados,
hiperqueratose folicular, foliculite, comeddes, seborréia, eritema, crostas e pdpulas
foliculares, enquanto as extremidades formam um anel eritematoso (OLIVARES,
2003). A coalescéncia das lesdes individuais produz uma configuracao policiclica

irregular, mas com os contornos dos anéis originais ainda visiveis (SCOTT et al, 1996).
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4.4.2. Hipotricose

Nas areas da les@o ha quebra na base do pélo, com perda parcial e dreas focais ou
difusas de alopecia (SCOTT et al, 1996), o que cria uma rarefacdo pilosa (OLIVARES,
2003).

4.4.3. Foliculite e furunculose dermatofitica

A foliculite e a furunculose iniciam como uma infec¢do superficial ou folicular de
origem bacteriana, fungica ou parasitdria. A infeccdo de um ou de alguns foliculos
contiguos por dermatéfitos induz o aparecimento de lesdes papulares discretas de
tamanho variado. A inflamacdo, a obstrucdo ou a degeneracdo foliculares ou a
combinacdo destas predispdem a infeccdo bacteriana secunddria do foliculo, e a
dermatofitose e a Demodiciose sdo as causas primdrias mais comuns da inflamagao

(SCOTT et al, 1996).

4.4.4. Quérion dermatofitico

A hipersensibilidade aos excrementos ou aos elementos flingicos, caracterizada
por infiltracdo inflamatéria mononuclear e piogranulomatosa, promove o quérion
dermatofitico, que se apresenta clinicamente como placas ou nddulos eritematosos,
umidos, circunscritos, com seios drenantes e exsudacdo purulenta (SCOTT et al, 1996;

MACIEL; VIANA, 2005).
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4.4.5. Onicomicose e/ou Paroniquia

Ao invadir a queratina ungueal, os dermatéfitos podem torna-la fragil, facilmente
quebradica ou pulverulenta. A onicomicose pode causar fragilidade e deformidade

cronica da unha (MORIELLO, 2006).

4.4.6. Pseudomicetoma dermatofitico

O pseudomicetoma dermatofitico é uma infec¢ao profunda da derme e do tecido
subcutdneo, na qual reagdes inflamatérias granulomatosas cercam as hifas do
dermatdfitos, estando raramente presente em gatos (ABRAMO et al, 2001).

Tostes et al (2003), relataram em seu trabalho dois casos de pseudomicetoma
dermatofitico felino, nos quais o fungo isolado foi M. canis. As lesdes caracterizavam-
se por nddulos variando de 1,0 a 1,5cm de didmetro, fridveis e com exsudagdo purulenta

em um dos casos.

4.5. Diagnéstico

O diagnéstico feito com base apenas nos sinais clinicos pode ser falso, o que leva
a superestimacao da incidéncia das dermatofitoses. Além disso, a falta do diagndstico
laboratorial dificulta o conhecimento da populacdo fingica que € a mais incidente, visto
que, relatos da literatura especializada demonstram que esta pode variar de acordo com
o local (KOSRAVI; MAHMOUDI, 2004).

Muitas vezes a dermatofitose € subdiagnosticada devido a variabilidade de
apresentacOes clinicas, mas em contrapartida, pode ser superdiagnosticada quando o
clinico confia apenas no aspecto das lesdes, sem evidéncias laboratoriais. O diagnéstico
de dermatofitose € normalmente baseado nos dados de identificagcdo, histérico, exame

clinico e exames complementares, tais como, exame pela lampada de Wood, exame
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micoldgico direto, cultura micoldgica e, por fim, o exame histopatologico, embora

pouco utilizado na rotina diagndstica das dermatofitoses caninas (SCOTT et al, 1996).

4.5.1. Historico

O histérico tem valor limitado, a menos que a ocorréncia de exposi¢do seja
conhecida. E importante determinar se ha animais € humanos contactantes infectados e

o ambiente em que o animal vive para auxilio no controle da doenga (SCOTT et al,

1996).

4.5.2. Exame da Lampada de Wood

O exame da lampada de Wood é um valioso teste de triagem, que auxilia na
escolha de pélos fluorescentes para cultura micolégica e exame microscopico direto,
propiciando maior €xito no isolamento. A lampada de Wood produz uma luz
ultravioleta com comprimento de onda de 330 a 365 nm passada através de um filtro de
cobalto ou niquel. Ela deve ser ligada e preaquecida por cinco a dez minutos antes de
sua utilizacdo, porque a estabilidade da intensidade e do comprimento de onda emitida
depende da temperatura (BALDA, 2001; MORIELLO, 2004). Os pé¢los devem ser
expostos a lampada de Wood durante trés a cinco minutos. As hastes individuais dos
pélos devem fluorescer, o que ndo acontece em caspas, crostas e culturas de
dermatéfitos (SCOTT et al, 1996). A fluorescéncia da pele e do pélo € resultado de um
metabdlito do triptofano produzido por alguns dermatéfitos. Entre os dermatofitos
zoofilicos somente o M. canis produz essa reacdo, que, segundo a literatura, ocorre em
50 a 70% dos casos (MACIEL; VIANA, 2005).

Esse exame € uma ferramenta util na clinica de animais de companhia, entretanto
apresenta limitacOes e baixa sensibilidade, pois nem todas as linhagens de M. canis
mostram fluorescéncia e algumas preparacdes topicas, como o iodo possa inibi-la e
outras, como a tetraciclina, o sabdo e o petréleo — que podem provocar fluorescéncia

ndo-especifica, podem originar resultados falso-positivos (SCOTT et al, 1996).
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Adicionalmente, algumas bactérias presentes no pélo podem causar fluorescéncia
quando expostas a luz ultravioleta, entretanto a coloracdo ndo é a mesma apresentada
por pélos infectados com dermatéfitos (SCOTT et al, 1996).

Assim ao usar este método, deve-se estar ciente que uma fluorescéncia verde-
brilhante é aceita como uma indicacdo de dermatofitose, mas a sua ausé€ncia nio a

descarta, sendo este um teste de auxilio e ndo um teste diagndstico (OLIVARES, 2003).

4.5.3. Exame Micolégico Direto

O exame microscopico direto da amostra € um método rdpido e fécil para
estabelecer se o animal tem uma infecc¢io flingica, porém s6 € util quando a coleta da
amostra for realizada corretamente (TRABULSI e al, 1999). As amostras examinadas
ao microscopio Optico constituem-se de raspados de pele das bordas das lesdes e da
epiderme queratinizada, bem como de pélos de outros locais que devem ser arrancados
com a por¢ao intrafolicular e colocados em uma lamina de vidro, para verificar a
presenca de hifas e artroconidios (SCOTT et al., 2001).

Para visualizar as formas parasitarias € necessario limpar e clarear a amostra com
solucdes alcalinas fortes como KOH, NaOH ou Ca(OH),. Comumente, a solucdo de
KOH ¢ utilizada na concentracdo de 10-30%, este procedimento € denominado
clarificacdo. Entdo uma laminula é colocada sobre o material e visualizado em
microscopio Optico em objetiva de 40X para verificar a presenca de hifas e

artroconideos na forma de endotrix (Figura 1) ou ectotrix (Figura 2) (OLIVARES,
2003).
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Figura 1. Exame micoldgico direto. P€lo endotrix infectado por hifas de fungo

dermatéfito (MACIEL; VIANA, 2005).

Figura 2. Exame micolégico direto. P€lo ectotrix infectado por hifas de fungo

dermatéfito (MACIEL; VIANA, 2005).
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4.5.4. Cultura Micolégica

z

A cultura fingica € o teste diagndstico mais confidvel e o meio de identificacdo
especifico do dermatéfito (SCOTT er al., 1996). Comumente € utilizado o meio 4gar
sabouraud-dextrose (4% glicose, 1% peptona e 2% Agar), pH 5,6 adicionado de agentes
bactericidas como penicilina ou tetraciclina (100mg/mL), gentamicina (100mg/mL),
estreptomicina ou cloranfenicol (50mg/mL) e ciclohexamina (500mg/mL), substancia
redutora da velocidade de crescimento de fungos de rdpido crescimento. Os dermatoéfitos
reportados em gatos geralmente crescem em aproximadamente quatro a sete dias, a
temperatura de 25-28 °C (OLIVARES, 2003), mas a cultura negativa deve ser observada por
até 21 dias antes que o diagndstico negativo seja confirmado (SCOTT et al., 1996).

O 4gar sabouraud-dextrose é o meio comumente mais utilizado, porém existem outros
meios, menos freqiientemente utilizados, mas que também podem ser usados na identificagdao
de fungos dermatofiticos, como o meio de teste para dermatéfitos (DTM - Dermatophyte Test
Médium) (BALDA, 2001).

Ap6s o isolamento do dermatéfito, € necessdrio identificar o gé€nero e a espécie
infectante por meio da visualizagdo dos esporos e do crescimento micelial. As coldnias de M.
canis sao brancas e algodonosas, tornando-se pulverulentas e com a area central deprimida. O
pigmento abaixo da superficie da colonia é amarelo-alaranjado. Estes achados devem ser
considerados sempre em conjunto, visto que a coldnia fingica pode sugerir a espécie flingica
em questdo, mas sdo os achados micromorfolégicos que irdo garantir a caracterizagdo e o
diagndstico preciso. O estudo micromorfolégico € feito a partir do isolamento primdrio, sendo
uma pequena aliquota da coldnia retirada do 4gar e montada entre lamina e laminula com
corante lactofenol azul-algoddo. A montagem é observada em microscopia éptica em objetiva
de 40X (SIDRIM; ROCHA, 2004). Microscopicamente, apresenta numerosos macroconidios

em formato fusiforme, com parede celular espessa, apresentando de 6 a 15 células e apéndice

de fixacdo (Figura 3).
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Figura 3: Micromorfologia da coldnia de M. canis

(Fonte: www.anaisdedermatologia.org.br/public/figuras)

O T. mentagrophytes apresenta uma textura furfurdcea ou pulverulenta em 4gar
Sabouraud, sem relevo acentuado, formando as vezes circulos concéntricos, de colora¢io
variando de branco-amarelado a castanho-avermelhado. O reverso geralmente apresenta
pigmento castanho podendo tender para o vinho. As caracteristicas de diferenciacdo nem
sempre sdo evidentes e todas as espécies apresentam elevada tendéncia ao pleomorfismo
(SIDRIM; ROCHA, 2004).

Apresenta um crescimento rdpido com maturacdo por volta de seis a onze dias da
semeadura primdria. Microscopicamente, nota-se uma exuberancia de estruturas de
frutificacdo, sendo observada geralmente grande quantidade de microconidios arredondados e
agrupados, o que lhe confere aspecto de cacho. Quando presentes, os macroconidios mostram
o aspecto semelhante a um charuto, com um a seis septos transversais ligados a hifas hialinas
e septadas (Figura 4). Observa-se, com muita freqiiéncia, grande quantidade de hifas em
espiral, o6rgdos nodulares, hifas em raquete e clamidoconidios intercalares (SIDRIM;

ROCHA, 2004).
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v

Figura 4. Micromorfologia de T. mentagrophytes

(Fonte: www.pgodoy.com/imicsuperfi.htm)

As colonias de M. gypseum apresentam textura de achatada a granular e coloracio
variando de marrom-amarelada a marrom-clara com a pigmentacdo abaixo da superficie
variando de marrom-avermelhada a laranja ou bege. Microscopicamente, apresenta
numerosos macroconidios em formato fusiforme (Figura 5).

Figura 5: Micromorfologia de M. gypseum

(Fonte: www.anaisdedermatologia.org.br/public/figuras)
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4.6. Imunologia da Dermatofitose

z

A imunologia da dermatofitose atualmente € mal compreendida. Alguns trabalhos
recentes tém focado sobre a imunidade de células T contra dermatéfitos, e agora € aceito que
uma resposta imune mediada por células é responsiavel pelo controle da infeccdo por
dermatdfitos. Por outro lado, a susceptibilidade a dermatofitose crdnica, estd associada a
atopia e a hipersensibilidade imediata (ALMEIDA, 2008).

Ambos os tipos de imunidade acima citados, estdo envolvidos na resposta a uma
infec¢do por dermatofito. Além disso, tem sido demonstrado que antigenos de Microsporum
canis e de varias espécies de Trichophyton, provocam tanto a resposta imune humoral quanto
a mediada por células. A dermatofitose é uma doenga que ilustra a dicotomia do sistema
imunoldgico ao resultado da infec¢do.

A resposta imune contra fungos varia com mecanismos de protecdo que ja estavam
presentes no inicio da evolugdo de organismos multicelulares (imunidade inata) e de
mecanismos que sao induzidos durante a infeccdo e a doenca (imunidade adaptativa)

(ROMANT, 2004).

4.6.1. Resposta imune inata

A imunidade inata é fundamental para o desenvolvimento de células, adaptacdo de
respostas imunomediadas no controle das infec¢cdes micéticas ou para a progressao da doenca.
Participa em conferir as células fagocitarias a sua capacidade de inibir o crescimento fingico,
bem como no desencadeamento de uma reacdo inflamatéria aguda ou na apresentacdo de
antigenos flingicos para as células T (ROMANI, 2000).

Virios autores demonstraram a liberacao de interleucina-8 (IL-8) por queratindcitos na
presenca de antigenos de dermatofitos, tais como a tricofitina, sugerindo que essas células
possam contribuir a indu¢cdo de uma resposta aguda durante a infec¢do por dermatoéfitos
(SHIRAKI et al, 2006). A producdo de IL-8 por queratindcitos, induz o acimulo de
neutréfilos no estrato cérneo. Assim, parece que os queratindcitos ndo sé6 desempenham um
importante papel estrutural na formagao de uma barreira fisica contra dermatéfitos, mas pode

também desempenhar uma importante funcdo no inicio de uma reacdo inflamatdria cutanea.
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A maioria dos estudos sobre dermatéfitos, investiga o papel das células T sobre o resultado da
infec¢ao. Poucos t€ém abordado o papel dos macréfagos e neutréfilos durante a fase inicial da

infeccdo (ALMEIDA, 2008).

4.6.2. Resposta imune adaptativa

4.6.2.1. Imunidade Humoral

Virios estudos t€ém demonstrado que a imunidade humoral a dermatéfitos, ndo é
protetora. Entretanto, os anticorpos foram detectados em diversos pacientes e animais
(SVEJGAARD, 1986).

As concentracdes de anticorpos contra vdrias espécies de dermatéfitos ja foram medidas
utilizando diferentes métodos, como imunodifusao, ELISA, contraimunoeletroforese e fixagao
de complemento. Kaaman et al (1981), mostraram maior concentracdo de anticorpos IgG
contra antigenos de dermatéfito, medido por ELISA, em individuos infectados em

compara¢do com a encontrada em controle ndo infectados.

4.6.2.2. Resposta imune mediada por célula

A célula imune mais caracteristica da resposta mediada ¢ o (DTH). O DTH é uma
forma da imunidade mediada por células, em que o ultimo efeito celular € a ativacdo de
macréfagos. Na reacdo de (HTT) cléssica, a ativacdo de macrofagos é mediada pelo
interferon gama (IFN-Y), produzindo linfécitos T CD4 (Th 1). Estas células T reconhecem e
respondem aos antigenos estranhos apresentados sob a forma de um complexo de peptideos e
de (MHC) classe II. Varios trabalhos tém demonstrado que a resolucdo da dermatofitose €

mediada por DTH (CALDERON, 1989).
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4.7. Vacinacao contra a Dermatofitose

Na Noruega e em alguns outros paises, a vacina¢do em larga escala em animais de
producdo, tem quase eliminado a doenga. Tendo como conseqiiéncia a quase inexisténcia da
micose causada por Trichophyton no homem. Um beneficio semelhante poderia ser esperado
se uma vacina segura e eficaz, estivesse disponivel no mercado para Microsporum canis em
caes e gatos (DE BOER; LUND, 2008).

Os estudos desenvolvidos por Sarkisov (1987), demonstraram que as vacinas contendo
hifas de dermatéfitos, ndo conferem protecdo mediante a provocacdo, enquanto que as vacinas
de conidios sim. Hussin e Smith (1983), examinaram a imunogenicidade e prote¢do das
diferentes preparacdes de vacina T. mentagrophytes em um modelo de cobaia. A vacina viva
de esporos foi a mais eficaz e os autores sugeriram que os antigenos responsdveis por uma
resposta imune protetora sdo susceptiveis de serem expostos no momento da germinagdo dos
esporos e crescimento de hifas. A vacina de extrato citoplasmatico, ndo tinha qualquer efeito
benéfico sobre o curso da infeccdo. Considerando que a vacina preparada com parede celular
de hifas inativadas, produziu um tipo de protecdo intermedidria contra o antigeno (HUSSIN;
SMITH, 1983).

A eficicia da vacina contendo parede celular de Microsporum canis foi avaliada,
ocasionando em dois gatos vacinados, o desafio direto e o contato com animais infectados. No
entanto, todos os animais desenvolveram lesdes da micose (DE BOER; MORIELLO, 1994,
DE BOER; MORIELLO, 1995). Bezerros e cobaias foram vacinados com os preparados da
fracdo ribossomal de T. verrucosum e M. canis, respectivamente. Os sinais da micose se

desenvolveram ap6s o desafio (ELAD; SEGAL, 1994; ELAD; SEGAL, 1995).

4.7.1. Vacinac¢ao contra dermatéfitos em bovinos

Nos bovinos, a dermatofitose é mais freqiientemente causada por 7. verrucosum e T.
mentagrophytes, ocasionalmente por 7. equinum e M. canis (STENWIG, 1985). Ha quatro
tipos de vacinas comercializadas para o uso em bovinos contra a doenca causada pelo T.
verrucosum, trés sao monovalentes contendo células vivas de T. verrucosum, € a outra

inativada contendo trés espécies de dermatéfitos, 7. verrucosum, T. mentagrophytes e T.
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sarkisovii. O procedimento mais comum para avaliacio da eficicia da vacina e de sua
seguranca, tem sido caracterizagdo da resposta imune envolvendo as espécies animais, além
disso, estes parametros sao estudados em um sistema onde os animais sdo desafiados com

uma cepa virulenta pertencentes a mesma espécie do dermatoéfito presente na vacina (DE

BOER; LUND, 2008).

4.7.2. Vacinacao contra dermatofitose em animais de companhia (caes e gatos)

A eficdcia dos programas de vacinacdo contra a dermatofitose em animais de produgao
em muitos paises, tem estimulado a busca de uma efetiva (e, idealmente, vacina profilatica)
em animais de companhia. Historicamente, a indudstria de produtos biolégicos na Europa
Oriental foi ativa no desenvolvimento de vacinas para uso em cavalos, incluindo o inicio da
vacina Tricofitose eqiiina (MACKENZIE et al, 1986).

Aparentemente, para estimular uma imunidade mediada por células e uma longa
duracdo, vacinas inativadas destinadas a animais de companhia, € necessdria a adi¢cdo de um
adjuvante. Uma vacina formulada com adjuvante contendo duas cepas inativadas do T.
equinum, foi estudada em eqiiinos. A aparente protecdo foi de 75% para o desafio pds-imune
(PIER; ZANCANELLA, 1993). S6 recentemente foram feitos esfor¢os para resolver a falta de
vacinagao em gatos. Estudos preliminares em Guiné, em
modelo de suinos através de vacinas vivas e inativadas de duas diferentes cepas de M. canis,
demonstrando melhor protecdo seguinte ao desafio, os animais vacinados com a vacina
inativada. As vacinas foram preparadas de acordo com um protocolo especial, e estimulou
resposta de DTH, no entanto, ndo houve menc¢ao do teor de adjuvante (WAWRZKIEWICZ;
ZIOLKOWSKA, 1996). As duas preparacdes da vacina foram estudadas em gatos
domésticos. A preparacdo composta pela parede celular de M. canis inativada, injetada em 8-9
semanas, com intervalos quinzenais, induziu maior titulo de anticorpos anti-dermatoéfitos e de
imunidade mediada por células (medida pelo teste linfoblastogénese), mas estas respostas
imunoldgicas ndo eram tdo fortes quanto as vistas na infec¢do natural. O procedimento de
vacinag¢do ndo conferiu resisténcia a infec¢do, tanto provocada com o desafio experimental
com inoculacdo de esporos ou através do contato com um gato infectado (DE BOER;

MORIELLO, 1995).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Animais e local

Foram utilizados 10 (dez) gatos domésticos, sem raga definida de ambos os sexos,
clinicamente sauddveis, fornecidos pelo gatil Sonia Almeida, localizado no municipio de
Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro.

Todo o procedimento laboratorial foi realizado junto ao Setor de Doencas
Infectocontagiosas, Se¢ao de Micologia Veterindria do Laboratério de Sanidade Animal do
Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecudrias (CCTA) e ao Laboratério de Biologia do
Reconhecer do Centro de Biociéncias e Biotecnologia (CBB), ambos da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF).

Todos os animais foram analisados em condi¢des adequadas e dentro dos padrdes
exigidos pela Comissdo de Etica para Uso de Animais (CEUA) da UENF, submetido sob o

ndmero @57/2009, com situagio de aprovado.

5.2. FASE PRE-IMUNE

5.2.1. Historia Clinica

Todos os animais foram submetidos a exame clinico-dermatoldgico antes da vacinacao e
realizado o preenchimento da ficha clinica/dermatolégica prépria (Apéndice 1).

Estes animais ndo tinham acesso a rua, sendo domiciliados desde o nascimento.

5.2.2. Cultura Micologica
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Todos os animais foram submetidos ao exame de cultura micoldgica por varredura.

As amostras para cultivo fingico foram retiradas através da varredura do pélo,
utilizando-se uma escova prépria para a escovagdo de felinos domésticos, de material aco
inoxiddvel, medindo 18 cm de comprimento. Sendo a escovagdo desde o plano cervical ate a
base da cauda.

Apés cada coleta, a assepsia da escova foi realizada com dlcool 70% e flambada
posteriormente, para o uso em outro animal.

Cada amostra de pé€lo foi armazenada em potes estéreis, lacrados, identificados com a
numera¢do do animal e da ficha correspondente, e imediatamente levado ao laboratério de
Micologia para a realizacdo de cultura micoldgica.

O meio seletivo utilizado foi dgar Sabouraud glicose 4% (Acumedia) em placas de Petri
adicionados de cloranfenicol e ciclohexamida. A incubagdo ocorreu em temperatura ambiente

por um periodo de até 21 dias.

5.2.3. Sorologia dos animais

Foram coletados 2ml de sangue dos animais, através da veia jugular e obtido o soro por
centrifugacdo (Figura 6). Estes foram alicotados em trés tubos de microcentrifugagao
(Eppendorf), cada um contendo 300ul de soro e os titulos de anticorpos IgG medidos por

ensaio imunoenzimatico — ELISA.
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Figura 6. Coleta de sangue de gato, através da veia jugular. Gatil Sonia Almeida, Campos

dos Goytacazes, RJ, fevereiro/2009.

5.3. Vacinacao dos Animais

A vacina utilizada foi a BIOCAN M®, contendo cepa imunog€nica inativada de
Microsporum canis e hidréxido de aluminio 2% (0,15 ml). Sendo fabricada por ARSA RSL,
Roosevelt 1724 (C1428BNF) — Buenos Aires, Republica Argentina e importada e distribuida
no Brasil pelo Laboratério Tecnopec, localizado a Rua Emilio de Souza Docca, 480 — Vila
Santa Catarina — S@o Paulo — SP — CEP: 04379-020, frasco-ampola contendo 1 ml, aplicado
através da via subcutanea.

A vacinacdo dos animais foi realizada em dois momentos, de acordo com o
recomendado pelo fabricante. Os animais receberam duas doses de 1ml da vacina, por via

subcutanea, intervaladas de 14 dias.

5.4. FASE POS-IMUNE

5.4.1. Primeira Dose Vacinal (Dia 0)

Todos os animais receberam a 1* dose da vacina (1ml), por via subcutanea.

5.4.2. Coleta de Soro (Dia 14)

Foi coletado sangue para obtencdo de soro em todos os animais, antes da aplicagdo da

vacina, para posterior titulacao de anticorpos por método imunoenzimético — ELISA.

5.4.3. Segunda Dose Vacinal (Dia 14)
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Todos os animais receberam a 2* dose da vacina (1ml), por via subcutanea.

5.4.4. Coleta de Soro (Dia 30)

Foi coletado sangue para obtencao de soro em todos os animais no 30° dia apds 1* dose

vacinal, para titulagdo de anticorpos pelo método imunoenzimatico — ELISA.

5.5. Producao do antigeno

Nesta etapa seguiu-se a metodologia descrita por PEANO et al em 2005 com
modifica¢Oes. Foram utilizados isolados de Microsporum canis em dgar Sabouraud, obtido
através de cepa clinica do atendimento clinico-dermatolégico do Hospital Veterindrio da
UENF.

Foram utilizadas 5 (cinco) placas de Petri contendo coldnias maduras de Microsporum
canis. As colonias foram levemente escarificadas com lamina estéril e transferidas para um
tubo Falcom de 15ml (Figura 7) e acrescentados de 2ml de tampao PBS (para 1000ml de dgua
destilada, NaCl 8,0g, KCI 0,2g, Na,POs 1,13g , K;HPO, 0,2g, pH 7,2). O material foi
submetido ao ultra-som em cinco séries de trés minutos a 80W em pulsos de trés minutos e

centrifugado a 4500 x G por 10 minutos em temperatura ambiente.
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Figura 7. Extracdo de proteina de coldnia de Microsporum canis. (A) Coldnia
algodonosa de Microsporum canis, (B) escarificacdo com gilete estéril e (C) transferéncia do
material escarificado para tubo Falcon e acrescentado tampao PBS. Laboratério de Biologia

Celular e Tecidual, LBCT / UENF / 2009.

5.5.1. SDS-PAGE

A etapa para observacdo do perfil eletroforético das extragdes de proteinas totais foi
realizada em gel de SDS-PAGE (concentragdo e de separagdo, 4 e 12%, respectivamente),
segundo LAEMMLI (1970). A amostra do material foi misturada a um tamp@o de amostra
(azul de bromofenol 0,025%, glicerol 10%, Tris 0,06 M pH 6,8, SDS 2%, B-mercaptoetanol
5%) e seu volume final ajustado com 20 pu de 4gua destilada. Posteriormente, as amostras
foram submetidas a corrida utilizando tampao desnaturante 1X (Tampdo de corrida 10X: 250
mM de Tris-base, 1,92M de Glicina e 10% de SDS, acrescentado dgua para um volume de 1
litro) sob a carga constante de 120V.

Os géis de poliacrilamida foram imersos em corante comassie-blue (Acido acético 10%,
etanol 45%, Azul de Comassie 0,2%) e mantidos sob agitacdo durante 60 minutos em
temperatura ambiente. Apds a incubagdo os géis foram colocados em solucdo descorante
(acido acético 7%, etanol 5%) e mantidos sob agitagdo por 15 minutos. Este processo foi
repetido até eliminar o excesso de corante.

5.6. Anticorpo secundario
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O anticorpo conjugado utilizado para a realizacido de ensaio imunoenzimético — ELISA,
foi o anticorpo secunddrio policlonal IgG de cabra anti-gato marcado com peroxidase (AbD

Serotec), frasco-ampola contendo Iml.

5.7. Ensaio imunoenzimatico — ELISA

A resposta humoral dos animais do grupo pré e pés-imune, foi medida através de ensaio
imunoenzimatico — ELISA, para medir anticorpos IgG contra antigenos de Microsporum
canis. Os soros foram analisados em dilui¢des seriadas de 1/8 em base 2 (comecando em
1:400) e a leitura realizada em aparelho Multiskan com filtro 492.

Os antigenos utilizados em ELISA foram diluidos em tampdo Carbonato/Bicarbonato
0,05M, pH , na propor¢cdo de 2ug/ml. Para a titulacdo do soro, as placas (Immuno 96
MicroWell™ Placas NUNC) foram sensibilizadas (50u por poco) com antigeno, durante 1
hora incubada a 37° C. Apds uma etapa de lavagem com tampao PBST (100 mL de PBS +
0,05% Tween 20), foi efetuado o bloqueio dos pocos com solu¢gdo PBSG acrescentados de
Soro Fetal Bovino (100 mL de PBS + 1% de gelatina + 2% de soro fetal bovino), durante 1
hora em temperatura ambiente. Apds mais uma etapa de lavagem com tampao PBST, foi
adicionado o soro dos gatos a serem testados, na dilui¢do de 1:400 em PBSTG e 2% de soro
fetal bovino, incubado a 37° C durante 1 hora. Apés 3 lavagens com PBST, os anticorpos
secundérios IgG de cabra anti-gato (Serotec) marcado com peroxidase, na dilui¢do 1:2000 em
PBSTG + 2% de soro fetal bovino, foram acrescentados a placa, durante 45 minutos e
incubados a 37° C. Apds 4 lavagens com PBST, o material foi revelado em tampao acido
(solugdo reveladora) contendo OPD. Finalizando a reagcdo foi utilizada solu¢do de &cido

sulfurico 3N.
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6. RESULTADOS

6.1. Producao do antigeno

Proteinas de Microsporum canis, foram utilizadas para sensibilizacdo das placas de
ELISA.

O padrdo eletroforético de proteinas em SDS-PAGE, extraidas de colonias de
Microsporum canis corado com prata, estd ilustrado na figura abaixo (Figura 8) . Entre as

bandas majoritdrias, a linha 1 mostra uma banda de aproximadamente 200 KDa.

PM  s/SDS ¢/SDS  Agar

200KDa —* - g !

116 KDa —*

Figura 8. Padrao eletroforético das proteinas extraidas de Microsporum canis por PBS.
Marcador de peso molecular (PM) 200KDa (Protein ladder, Gibco, EUA).
LBCT/UENF/2009.
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6.2. Testes imunologicos

Os titulos de IgG anti-dermatéfitos entre o controle positivo (+), controle negativo (-) e
o soro pré-imune, sdo demonstrados na figura 9. Observa-se que houve diferenca entre o
controle positivo (C+) e os soros pré-imunes. Os soros titulados da fase pré-imune,
demonstram que os animais (I a X) apresentaram titulacdo maior do que o controle negativo

(C-) e menor do que o controle positivo (C+) (Grafico 1).

Figura 9. Placas de Elisa da titulacdo entre o controle positivo (C+), controle negativo

(C-) e a fase pré-imune. Secdo de Micologia Veterindria do Hospital Veterindrio/UENF, 2009.
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Grifico 1. Apresentacdo da titulagdo dos soros de gatos da fase pré-imune. Se¢do de

Micologia Veterinaria do Hospital Veterinario/UENF, 2009.

Em relacdo aos soros do grupo pds-imune 1* dose (Figura 10), observa-se que ndo houve
diferenga entre o controle positivo (C+) e os soros dos animais vacinados com a 1* dose.
Houve diferenca entre o controle negativo (C-) e os soros dos animais vacinados com a 1?

dose (Grafico 2).

Figura 10. Placas de Elisa da titulagdo entre o controle positivo (C+), controle
negativo (C-) e a fase pds-imune 1* dose. Se¢do de Micologia Veterindria do hospital

Veterinario / UENF, 20009.
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Griafico 2. Apresentacdo da titulagdo dos soros de gatos da fase pds-imune 1* dose.

Secdo de Micologia Veterindria do Hospital Veterinario/UENF, 2009.

Ja em relacdo aos soros de pds-imune 2°* dose, observa-se que nao houve diferenca entre
o controle positivo (C+) e os soros dos animais ja vacinados com a 2* dose da vacina. Houve
diferenca entre o controle negativo (C-) e os soros dos animais ja vacinados com a 2* dose da

vacina (Gréfico 3).
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Grafico 3. Apresentacdo da titulagdo dos soros de gatos da fase pds-imune 2* dose.

Secdo de Micologia Veterindria do Hospital Veterinario/UENF, 2009.
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7. DISCUSSAO

Neste estudo a inoculagdo repetida da vacina contendo Microsporum canis inativado e
adjuvante em gatos domésticos (Felis catus), induziu o aumento da resposta imune humoral
no soro dos animais testados corroborando os achados de De Boer e Moriello (1994), PEANO
et al, (2005) e VERMOUT et al, (2004).

Apesar da inducdo do aumento dos titulos de anticorpos, ndo se pode afirmar que os
gatos vacinados estavam protegidos da doencga, haja vista que os animais ndo foram
desafiados com cepas de Microsporum canis ou gatos com a dermatofitose ativa.

DE BOER e MORIELLO em 1995, relataram o aumento da titulacio de anticorpos anti-

dermatdfitos por ELISA em gatos vacinados contra dermatofitose. Quando os animais foram

desafiados com um animal ativo em dermatofitose, os gatos ndo foram protegidos da infec¢ao
pela exposi¢do. Esses resultados fornecem evidéncias que a inducdo de altos titulos de
anticorpos contra Microsporum canis, nao é suficiente para fornecer protecao contra infecgao.

Conforme PINTER et al. (1992), SPARKES et al. (1993), ELAD; SEGAL (1995) e
ROMANTI (2004), demonstraram que a resposta imunolégica produzida por um protocolo de
vacinagdo semelhante em gatos, ndo protegeu os animais de contrair uma infeccao
dermatofitica quando foram testados pela aplicacdo tépica de esporos de Microsporum canis.
Todos os gatos vacinados nestes estudos, desenvolveram lesdes, mas as lesdes eram menores
do que em animais ndo vacinados, indicando que parcial imunidade foi conferida.

A maioria dos estudos anteriores de vacinag¢do profildtica contra dermatofitose, foi
realizada em bovinos, cavalos e ratos de laboratério. No entanto, sob o ponto de vista prético,
uma vacina deve ser finalmente testada sob condi¢des que irdo simular a sua utilizagdo.
Assim, apds o seu desenvolvimento inicial, vacinas comerciais dermatofiticas para bovinos e
cavalos foram testadas por meio de sistemas naturais incorporando a transmissao da infeccao
para animais nao infectados (SEGAL, 1989; SMITH et al, 1992). Os resultados destes estudos
ndo foram previamente notificados para as vacinas contra a dermatofitose felina.

Com isso, como produtos de vacina para dermatofitose em gatos sdo introduzidos no
mercado comercial, € sempre importante que a sua eficdcia imunoldgica e profildtica seja

estudada, a fim de se obter um verdadeiro método de controle da dermatofitose felina.
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8. CONCLUSOES

Os animais apresentaram aumento da titulacdo de anticorpos, quando comparados entre
si, com a fase pré-imune, pds-1 * dose vacinal e pds-2* dose vacinal.

Informagdes sobre a avaliagdo de eficdcia imunolégica da vacina Biocan M®
comercializada no Brasil, ndo constam na literatura disponivel até o momento, considerado
desta forma inédito no mundo.

E importante a continuagio dos estudos desta vacina, principalmente utilizando o
desafio experimental apds a imunizagdo dos animais, visto que aumento na titulacdo de

anticorpos, nao confere a protecao ao animal.
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Apéndice 1.

MUEN Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro — CCTA /
s LCC
Universidade Estadual - Hospital Veterinario — Clinica Médica de Pequenos Animais
do Norte Fluminense Dermatologia
Av:Alberto Lamego, 2000 — Parque Califérnia — Campos dos Goytacazes — RJ
Telefone: (22) 2726-2000

Data:_ /  /
FICHA CLINICA-DERMATOLOGICA
FICHA N°
Numero do animal:
Idade: Sexo: Castrado: ( )Sim ( )Nao
Espécie: ( )Felina Raga: Peso:
Anamnese:
Fez uso de alguma terapia? ( )Sim ( )Nao
Medicamento Dose Data e tempo de Resultados
uso

Ha historia de doenca de pele anterior?
Ha prurido? ( )Sim ( )Nao

( )Leve ( )Moderado ( )Intenso

( )Sazonal ( )Nio sazonal

( )Diurno ( )Noturno ( )Diurno/Noturno
Ha presenca de lesdes dermatoldgicas? ( )Sim ( )Nao
Antecede as lesdes dermatoldgicas? ( )Sim ( )Nao
Aonde este é mais intenso?
Animal tem ectoparasitas? ( )Sim ( )Nao Qual?
Ja foi tratado? ( )Sim ( )Nao Como?
Alimenta¢do do animal? ( )Racgdo Nome comercial:
A limpeza ambiental € feita com:
O animal tem contato com o produto usado na limpeza ambiental? ( )Sim ( )Nao
Animal é everminado? ( )Sim ( )Nao Qual produto foi usado?

Conjuntamente ao quadro cutaneo hd sinais clinicos sistémicos? ( )Sim ( )Nao
Descrever:




Descrever detalhadamente toda a apresentacdo clinico-dermatoldgica do animal.

Ventral Dorsal

Pélo: ( )Brilhante ( )Seco ( )Sem alteracdes

Alopecia: ( )Generalizada ( )Localizada () Nao presente
Depilagao:( )Facilitada ( )Resistente ( )Normal
Presenca de descamagdo: ( ) Sim

( )Nao

Exames Complementares

Pente fino: ( )Positivo ( )Negativo Qual?
Lampada de Wood: ( )Positivo ( )Negativo Areas:
Tricograma: ( )Positivo ( )Negativo

( )Endotrix )

( )Ectotrix Areas:

Cultivo Fungico em meio Agar Sabouraud: ( )Positivo ( )Negativo
Identificacdo da espécie:

Cultivo Fungico em meio de arroz: ( )Positivo  ( )Negativo
Identificacdo da espécie:
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