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RESUMO

Os componentes dos macroconidios de Microsporum canis foram investigados
através de reacbes histoquimicas, e sua morfologia estudada ao microscépio optico,
de fase e polarizacio. Os macroconidios apresentam esqueleto hialino que forma
septos transversais os quais separam as lojas que contém material citoplasmatico.
Este esqueleto é provavelmente representado por uma mucilagem calésica, pois:
cora-se somente com azul de anilina em solucio acetificada; é envolto por uma
parede que apresenta reacdo PAS positiva provavelmente relacionada a presenga
de celulose e/ou quitina e também, foram ali evidenciados grupos sulfidrila e dis-
sulfeto. Esta parede é birrefringente, o que indicaria a orientagdo de seus com-
_ ponentes ao nivel molecular. As lojas estio presentes em namero varidvel nos
elementos maduros, ao passo que nos jovens ela é fnica. Tém paredes proprias
que sio PAS positivas. O citoplasma apresenta material basofilo difuso digerivel
pela RNAse; ali sdo evidenciadas inclusdes de fosfolopides e gordura neutra sob
a forma de glébulos ou granulos. A presenca de DNA ndo péde ser constatada
pela reacio de Feulgen e foram detectados os seguintes radicais proteicos: amino,
fenol, indol, sulfidrila, dissulfeto e guanidil.

INTRODUCAO

Os dermatéfitos sdo fungos que parasitam
os tecidos corneificados em virtude de ativi-
dade fisiolégica na qual utilizam a quera-

{ina.

Caracterizam-se por apresentarem forma-
¢Oes especiais, os fusos ou macronidios (clos-
tersporos), cuja significagio funcional ainda
nfo é bem conhecida; as caracteristicas des-
tes permitem, ao lado da morfologia da co-
16nia, a diferenciago dos cogumelos perten-
_centes aos géneros Microsporum, Trichophy-
ton e Epidermophyton. Os fusos aparecem
nos meios de cultura artificiais; seriam se-
gundo alguns Autores, um tipo particular
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de clamidésporos ou conidios especializados,
apresentando-se como estruturas grandes, em
forma de fuso, alongadas e com parede es-
pessa, divididos em vérias células através de

septos iransversais.

Dentre os dermatéfitos, a espécie Micros-
porum. canis assume particular importancia,
porque se trata de cogumelo ceratinolitico,
atacando preferencialmente os pelos e re-
gides ceratinizadas do cdo, podendo transmi-
tir-se a criangas e raramente em adultos.

Em virtude da sua patogenia, interessou-
nos estudar o comportamento histoquimico
dos seus macroconidios.
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MATERIAL E METODOS

As culturas de M. canis usadas foram ob-
tidas de- cabelos de criancas contaminadas,
semeados em A4gar-Sabouraud. Apds o cres-
cimento ‘foram feitos esfregacos em laminas
e deixados secar em temperatura ambiente.
Qutras amostras foram fixadas em formalina
a 10%, incluidas em parafina na forma usual
e cortadas em secgbes de 7 u de espessura.
Tanto os esfregacos .quanito os cortes, estes
apés desparafinagio e hidratagdo, foram sub-
metidos aos métodos de coloragip rotineira
(H.E., tricrdmico de” Mallory, coloracio de
contraste pela. nigrosina) e também obser-
vados em microscopia com -contraste de fase
® campo escuro. Esfregacos e cortes embe-
bidos em agua destilada (indice de refracdo
1,333) foram usados para o estudo da bir-
refringéncia, com luz polarizada. A maio-
ria das técnicas de histoquimica empregadas
neste trabalho est4d contida em LANGERON 9,
Lison 7 e Peagsk®. Para o estudo dos mu-
copolissacarides contendo grupos 1-2 glicol,
os cortes e esfregagos foram tratados pela
reacio do 4acido periddico-reativo de Schiff
(HorcHKiss *), antes e ap6s os seguintes tra-
tamentos: acetilacio (McManus & Cason 8),
saponificacdo (SpicEr & LiLLIE °), amilase
salivar (LisoN7) e da celulase (solucio do
enzima a 1% em pH 6,0, tampio Mcllvai-
ne), usando-se também o método de ScHULZE
{1922) para a pesquisa da quitina e celu-
lose. O estudo dos grupos 4acidos contidos
nos mucopolissacarides foi feito através das
seguintes coloragGes: azul de alcian em pH
1,0 (Lev & SpicEr®), para grupos sulfatos
e pH 2,5 (Lison 7); aldeido fucsina (GABE,
-1958) ; azul de toluidina, solucdo a 0,1% em
pH 1,5 (tampdo citrato) e em solugbes a
0,01%, em pH 2,2 e 3,4 (tampdo de Mcllvai-
ne). Essas coloragbes foram empregadas
antes e apds metilacdo dos cortes e esfrega-
gos (esterificagio dos grupos acidos carboxi-
licos através de uma solugdo de HCl a 0,05 N
em metanol) segundo FiscHer & LinLIE? e
ainda apés metilagio seguida de saponifi-
cacgao.

)

neto férrico (HADLER & col.?).

© ¢Oes:

O estudo dos lipides foi efetuado através
dos seguintes métodos: Sudan IV (MicHAE-
L1s, 1901), Sudan Black (Lisow, 1960), teste
de Baxer (1946) e sulfato de azul Nilo
(Camv, 1947). As coloragbes para lipides fo-
ram controladas através do uso de metanol-
cloroférmio (PEARSE, 1960), em partes iguais
e de piridina (PEearse, 1960), a temperatura
de 60°C, durante 24, 48, 96 e 120 horas.

Para a investigacio de grupos reativos de
proteinas, empregaram-se as seguintes rea-
ninhidrina-reativo de Schiff (Yasuma
& Ircakawa, 1953), para grupos amino;
ferricianeto-férrico (Apams, 1956) para gru-
pos sulfidrila; &cido tioglicélico seguido de
ferricianeto férrico (Apams, 1956), para
grupos dissulfeto; p-dimetilaminobenzaldeido-
nitrito (Apams*) para grupos indol; reacdo
de SaxacucHI (mod. BakEr, 1956), para
grupos guanidil e a reago de MiLLON (seg.
BAkER, 1956) para grupos fenol. Todas as
reagbes foram controladas através do empre-
go dos seguintes bloqueios: 4cido nitroso
(PEaRsE, 1960), para grupos amino, &cido
periédico (HADpLER & col. ?)(*) para gru-
pos sulfidrila, 4cido perférmico (Apams?)
para grupos indol, benzoilacio (PEARSE,
1960), para o grupo guanidil e a iodacdo
para o grupo fenol (Prarsg, 1960).

RESULTADOS

I — Morfolsgicos — Qs macroconidios do
M. canis sio estruturas fusiformes, constitui-
das- por esqueleto hialino muito refringente;
esse esqueleto inclui septos entre as lojas,
separando-as e servindo-lhes de sustentacdo
(Fig. 1A); nfo se cora pela hematoxilina
e eosina, porém assume a cor azul com o
tricrdmico de Mallory.

Envolvendo o tecido de sustentagao existe
a parede do fuso, que se apresenta escura
em cortes corados e ndo corados. Essa mem-
brana é lisa nos fusos jovens e maduros, po-
rém bastante sinuosa nas formas em dege-
neracdo. Quando o macroconidio é cortado
transversalmente, essa estrutura mostra birre-
fringéncia ao exame em microscopia de po-
larizagio (Fig. 2).

Para se verificar a validade do bloqueio de grupos sulfidrila e dissulfeto pelo A4cido periédico,
fez-se a reacdo de PERLS, para a deteccio de FE+++;
pode dar resultados falsos na pesquisa de grupos —SS— e —-SH-,

esse elemento, fortemente redutor,
através do uso de ferricia-~
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Fig. 1 — Corte longitudinal
mostrande birrefringéneia da parede,

fage. 45 ¥. Fig, 4

ferricianeto férrieo (radical SH). 45 x.

As lojas, que constituem az célulaz dos
macroconidios, apresentam-se em nilmero va-
ridvel, de forma aproximadamente cilindrica,
com seccilo esférica nos cortes transversais;
nas formas maduras e velhas as células estio
envoltas por uma parede hem nitida (Fig.
1B} : nos macroconidios jovens nio se ohser-
vam lojas.

0 citoplasma das lojas apresenta griinulos
e material difuso que se coram inlensamenle
com a hematoxilina; a observagio apis co-

o0

(eoloraciio pelo PAR),
s
Opgervaciio em campo escuro. 45 ®,
Fig. & -
die lipides).

A5 %, Fig. 2 — Corle transversal
Fig. 3 — Observacao em microscopia de
Fig. 5 — Coloracio pelo

Coloracho pelo Sudan negro (presenca
45 =,

loracio de contraste com a nigrosina, mostra
a presenga de globulos incolores de tamanhos

variados.
Il — Histoquimicos — a) Mucopolissaci-
rides — a reagdo do PAS, positiva na pa-

rede celular e na membrana externa, foi
sensivel ao tratamento pela acetilagio. 0O
eaqueleto de  sustentagio  apresenton reacio
débil ou duvidosa ao PAS, O emprego tanto
da amilase salivar quanto da celulase néo
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alterou a reagfo positiva da parede das lo-
jas e da membrana externa do esqueleto.

O teste de ScHULZE para a demonstragio
da quitina foi negativo em todas as estrutu-
ras dos macroconidios.

A investigacdo de mucopolissacarides con-
tendo grupos acidos, revelou que as estrutu-
ras dos macroconidios ndo se coram pelo
azul de alcian em pH 1,0 e 2,5, pela aldeido-
fucsina e nem pelo azul de toluidina em pH
1,5 e 2,2; o citoplasma das lojas apresenta

granulagbes que mostram metacromasia com
azul de toluidina em pH 3,4, coloragio que
foi' abolida nos cortes e esfregacos previa-
mente tratados pela metilagdo. A saponifica-
¢do néo reverteu, no entanto, a metacroma-
sia do citoplasma nos cortes ¢ esfregacos pre-
viamente metilados.

Na Tabela I estdo os resultados obtidos
para mucopolissacirides presentes nos fusos
do fungo estudado.

TABELA I

Resultados dos testes histoquimicos especificos para mucopolissacarides, aplicados aos
macroconidios de Microsporum canis
Testes histoquimicos P.F. E.S P.C. C G.
PAS + b+ =+ +++ — —
Acet. + PAS — — — — —
Acet. + Sap. + PAS ++ + ++ — —
Amilase + PAS i i i
Celulase + PAS i 1 i
Diafanol + Clor. Zn. iod. — — — — —
AA DPH 1,0 — — — — —
AA pH 25 — — — — —
AF _ _ — e —_
AT pH 1,5 — — — — —
AT pH 2,2 — _ — — -
AT pH 34 — — — ++ —
Metilacdo + AT pH 3,4 — — - -
Metilacdo + sap. + AT pH 34 — — - — e
Legenda: P.F. — parede do fuso;. E.S. — esqueleto de sustentacio; P.C. — parede celular;
.C. — citoplasma das lojas; G. — glébulos; Acet. — acetilacdo; Sap. — saponificacdo;
Clor. Zn. iod. — cloreto de zinco iodado; AA — azul de alcian; AF — aldeido fucsina;
AT — azul de toluidina; + — reacdo débil a duvidosa; ++ — reacio moderada;
+++ — reacdo forte; i — inalterado.
b) Proteinas — O citoplasma das lojas ranjado e azul respectivamente, Essas colo-

se mostrou positivo nos testes histoquimicos
que evidericiam a presenga dos grupos ami-
no, fenol, indol, sulfidrila, dissulfeto e guani-
dil. A parede do fuso, no entanto, foi posi-
tiva apenas a reagio do ferricianeto férrico
com e sem tratamento prévio pelo 4cido tio-
glicolico. A parede celular e o esqueleto de
sustentacio ndo reagiram aos testes indicati-
vos da presenca de grupos proteicos,

Os resultados para proteinas sdo apresen-
tados na Tabela II.

c) Lipides — Os esfregacos quando co-
rados pelo Sudan IV e Sudan Black, mos-
traram que os glébulos contidos no citoplas-
ma das lojas coram-se intensamente em ala-

ragbes foram abolidas apds o uso da solugdo
de metanol-cloroférmio em partes iguais e
de piridina a 60°C durante 120 horas. O
tratamento por essas solugBes por tempos
menores foi insuficiente para eliminar as co-
loragbes com os referidos reagentes. O sul-
fato do azul Nilo, usado para diferencar gor-
duras neutras e acidos graxos, revelou que
a maioria dos fusos cora-se em azul; exis-
tem, contudo, em .certo nimero deles, glo-
bulos intracitoplasmaticos de tamanho varia-
vel corados em rosa. O tratamento dos esfre-
gagos com solucdo de metanol-cloroférmio eli-
minou a coloragdo rosa, mas nfo alterou a
azul. A ribonuclease eliminou a cor azul
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TABELA I1I

Resultados dos testes histoquimicos para grupos reativos de proteinas encontradas em
macroconidios de M. canis -

Testes histoquimicos P.¥. E.S. P.C. C. G.
N.S. _— — — + _
Ac. nitr. + N.S. — — — _ —
Ferricianeto férrico +++ — — +++ —
Ac, periéd. + Fer, fér. — — J— _ _
Ac. periéd. + &c. tiogl. + Fer. fér. +++ — — + 4+ —
DAMB + nitrito — - — + 4+ —
Ac. perférmico + DAMB + nitrito — — — — —
Sakaguchi — — — +++ —
Benzoilacdo + Sakaguchi — — _ — —
Milon _ — — C b4 _
Iedacdo + Milon — — — —
Legenda: P.F. — parede do fuso; E.S. — esqueleto de sustentacdo; P.C. — parede celular;
C. — citoplasma; G. — glébulos; N.S. — ninhidrila Schiff; 4&c. periéd. — acido pe-
riédico; &c. tiogl. ~ A&cido tiogli‘célico; Fer. fér. — ferricianeto férrico, DAMB — p/
dimetilamino-benzaldeido; — negativo; ++ — reacdo moderada; +++ -— reacdo forte.

TABELA III

Resultados. dos testes histoquimicos especificos para lipides,
de Microsporum canis

aplicadas nos macroconidios

Testes histoquimicos P.F. E.S. P.C C. G
Sudan IV —_— — — _ o+t
Metanol + clor. + Sudan IV —_ — — — _
Piridina + Sudan IV — — — _ —
Sudan black — — — — 4t
Metanol + clor. + Sudan black — — — — —
Piridina + Sudan black — — — — —
Sulfato de azul do Nilo — — — — +++AeR
Ribon. + Sulfato de azul do Nilo — — — _ +++R
Metanol + cloro + S.A.N. — f— — — +4+4+A
Baker — — — — + 4+
Piridina + Baker — — — + o+
Legenda: P.F. — parede do fuso; E.S. — esqueleto de sustentacio; P.C. — parede celular;

C. — citoplasma; G. — glébulos; clor. — cloroférmio; Ribon. - ribonuclease; S.A.N.
— sulfato azul Nilo; A — coloragdo azul; R — coloracdo rosea; — néo corado; +++ —

coloracdo forte.

y

mas ndo a résea. O teste de Baker foi posi-
tivo para os globulos sudanofilos, embora o
tratamento prévio pela piridina n#o tenha
impedido tal reatividade. Os resultados pa-
ra lipides obtidos nos macroconidios acham-
se condensados na Tabela III.

d) Acidos nucleicos — Todas as estrutu-
ras dos macroconidios foram negativas a
reagio de Feulgen para evidenciagfo de aci-
do desoxirribonucleico. A substincia baso-
fila corada pela hematoxilina, distribuida di-
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fusamente no citoplasma dos fusos, mostrou-
se sensivel ao tratamento pela ribonuclease,
uma vez que a basofilia foi eliminada apés
a agdo enzimatica.

DISCUSSAO

Os resultados histoquimicos obtidos per-
mitem uma série de consideragBes a respeito
da natureza quimica dos constituintes morfo-




MUNHOZ, C. O. G.; BERTOLINI, P. & CORREA, A. C. F. — Estudo morfolégico e histoqﬁimico’ ‘de

fusos de Microsporum canis.

Rev. Inst. Med. trop. Sdo Paulo 16:88-94, 1974.

logicos dos fusos ou macroconidios. Assim,
verificou-se que a sua parede, bem como a
das lojas, apresenta mucopolissacarides con-
tendo grupos 1-2 glicol; esse carboidrato, em-
bora PAS positivo, ndo pode ser correlacio-
nado, com base nos resultados, & presenca de
celulose ou quitina, uma vez que as paredes
se mostraram negativas aos métodos especi-
ficos e a digestdo pela celulase; todavia, nos
cogumelos; a quitina e a celulase podem estar
associadas, tornando-se ambas negativas aos
testes que a caracterizam (LANGERON, 1949).

Tanto a parede do fuso quanto a celular
nfo mostraram a presenca de mucopolissaca-
rides contendo grupos 4cidos (sulfato ou car-
hoxilico), tampouco revelaram a existéncia de
substincias lipidicas.

A pesquisa de grupos reativos de protei-
nas evidenciou que a parede do fuso contém
radicais sulfidrila e dissulfeto, no entanto,
na parede celular ndo existem substincias de
natureza proteica.

A Dbirrefringéncia apresentada por ambas
as paredes, revela que existe uma orientagio
assimétrica molecular dos seus componentes
estruturais. Além disso, na parede do fuso,
a presenca da cruz negra de polarizaco, nos
cortes transversais, demonsira sua constitui-
cao fibrilar, disposta em laminas concéntri-
cas, Quanto ao esqueleto de sustentagdo, &
dificil fazer alguma interpretacdo a respeito
dos seus componentes quimicos. Foi nega-
. tivo aos testes histoquimicos empregados, co-
rando-se apenas pelo azul de anilina em so-
lucdo acetificada e nfo se corou com coran-
tes basicos; esse comportamento sugere a pre-
senca de uma mucilagem calésica. No que
se refere as lojas, os resultados mostraram
que o material baséfilo difuso estd comstitui-
do de acido tibonucleico; os glébulos conti-
dos no citoplasma sdo ricos em fosfolipides;
nos macroconidios jovens e maduros, além
de fosfolipides existem glébulos de gordura
neutra.

O citoplasma das lojas se revelou rico tam-
bém em proteinas contendo grupos indol do
triptofano, fenol de tirosina, amino de lisina
ou hidroxilisina, guanidil de arginina, sulfi-

drila e dissulfeto respectivamente da cisteina .

e cistina.

SUMMARY

Morphological and histochemical study of the
macroconidia of Microsporum canis

The components of the macroconidia of
Microsporum canis were studied by histoche- .
mical methods, and their morphology describ-
ed as observed at the light, phase and pola-
rization microscopies.

The macroconidia have a hyaline skeleton,
with transversal septa separating compart-
ments or thecae containing cytoplasmic ma-
terial. This skeleton is probably formed by
a mucilage callosity since it stains only with
aniline blue in acetic solution. It is surround-
ed by a membrane which gives PAS positive
reaction, probably related to its cellulose
and/or chitin contents and presents sulphy-
dril and dissulphide groups. This membra-
ne is birrefringent, which would indicate that
these components exhibit some sort of re-
gular pattern at the molecular level.

Thecae are present in variable numbers in
the mature splindles, being single in the
young ones. They have their own wall which
is PAS positive. Their cytoplasm contains
diffuse basophilic material removable by
RNAase. Also present are either globules or
granules containing phospholipids and neu-
tral fat. Feulgen’s reaction for DNA was
negative. The following protein terminal
groups were demonstrated: amino phenol, in-
dol, sulphydril, dissulfide and guanidine.
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