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RESUMO

MARTINS, Anelise Afonso. Avaliacao do uso do imunomodulador 8 (1-3) glucana
isoladamente e em associacao ao Itraconazol na esporotricose experimental.
2008. 83f. Dissertacao (Mestrado). Programa de Pdés-Graduacdo em Veterinaria.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Orientador: Mario Carlos Araujo Meireles

Co-orientador: Marcia de Oliveira Nobre

A esporotricose, micose subcutdnea causada pelo fungo dimérfico Sporothrix
schenckii, acomete o homem e varias espécies de animais, sendo os felinos
domésticos envolvidos nos relatos zoonéticos da enfermidade. Considerando as
dificuldades terapéuticas no tratamento da micose nessa espécie animal, incluindo
toxicidade e o desenvolvimento de resisténcia aos antifungicos tradicionalmente
utilizados no tratamento da enfermidade, o estudo objetivou avaliar a eficacia do
imunomodulador B (1-3) glucana isoladamente e em associacdo ao ltraconazol no
tratamento da esporotricose cutanea experimental. Foram utilizados 100 ratos
Wistar, cepa UFPel, machos, os quais foram divididos em quatro grupos de 25
animais: grupo controle (G1), recebeu 0,5ml de agua destilada estéril via oral(VO) e
0,25ml de solucao salina estéril via subcutanea (SC); grupo G2 tratado com 10mg/kg
de itraconazol VO e 0,25ml de solugao salina SC; grupo G3 tratado com 10mg/kg de
itraconazol VO associado a 0,5 mg de B (1-3) glucana SC e o grupo G4 tratado com
0,5 ml de agua destilada estéril VO e 0,5 mg B (1-3) glucana SC. Os animais foram
inoculados por via subcutanea com 2x10° células de Sporothrix schenckiiml, e apds
12 dias, quando todos apresentavam lesdes caracteristicas da esporotricose, iniciou-
se o tratamento que prosseguiu por seis semanas. O antifingico e a agua destilada
estéril foram administrados diariamente, enquanto que a solucdo salina e a 3 (1-3)
glucana semanalmente. Dez animais de cada grupo foram escolhidos aleatoriamente
e submetidos a avaliagbes clinicas semanais observando presenca de nddulos,
Ulceras, regressao e cicatrizagcdo das lesbes durante o periodo experimental. O
restante dos animais (trés de cada grupo) foram eutanasiados e necropsiados
semanalmente para a quantificacdo das unidades formadoras de colbnias fungicas
(UFCs), retroisolamento e avaliacdo histopatologica. O mesmo procedimento foi
realizado nos animais submetidos as avaliagdes clinicas ao término do tratamento.
Na avaliacao clinica foi observada diferenca estatistica (p<0,05) entre os grupos G2,
G3 e G4 em relagao ao controle (G1), entre os grupos tratados o grupo G3 resultou
em maior freqiiéncia (9/10) de animais em processo de regressao e cicatrizagdo das
lesbes. Nas UFCs assim como nos retroisolamentos do S. schenckii foram
observadas diferencas estatisticas entre os grupos tratados e controle, sendo que
entre os tratamentos o grupo G3 demonstrou a menor quantificacdo fungica assim



como de retroisolados positivos para o agente. Na avaliagdo histopatoldgica foi
verificada a presenga de granulomas iniciais a tardios, tendo o G1 predominio de
granulomas iniciais. Na analise histopatolégica foi observado semelhante padrao de
infiltrado inflamatério nos quatro grupos experimentais, no entanto os G3 e G4
obtiveram maior freqiéncia (32%, 36%) de animais com infiltrado de
polimorfonucleares (PMN). Conforme os resultados obtidos os trés tratamentos
foram eficazes para a remissado da esporotricose cutdnea experimental, no entanto,
a associacdao do antifungico ao imunomodulador propiciou uma regressdo mais
precoce das lesoes.

Palavras-chaves: Esporotricose. Itraconazol. f (1-3) glucana. Imunomodulador.
Sporothrix scheckii



ABSTRACT

MARTINS, Anelise Afonso. Evaluation of the immunemodulator g (1-3) glucan
use isolated and in association to itraconazole in the experimental
sporotrichosis. 2008. 83f. Dissertacdo (Mestrado). Programa de Pdés-Graduacao
em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Orientador: Mario Carlos Araujo Meireles

Co-orientador: Marcia de Oliveira Nobre

The sporotrichosis, subcutaneous mycosis caused by the fungus dimorphic
Sporothrix schenckii, can infect the man and several species of animals. The
domestic felines are involved in the zoonotic reports of this illness. Considering the
therapeutic difficulties in the treatment of this mycosis in felines, including toxicity and
the resistance development to the antifungal currently use, the aim of the study was
evaluate the effectiveness of the immunemodulator 8 (1-3) glucan isolate and in
association with itraconazole in the treatment of the experimental cutaneous
sporotrichosis. One hundred mice Wistar, strain UFPel, males were used. They were
divided in four groups with 25 animals: group control (G1) witch received 0,5ml of
sterile distilled water orally (VO) and 0,25ml of sterile saline solution subcutaneously
(SC); group G2 treated with 10mg/kg of itraconazole VO and 0,25ml of saline solution
SC; group G3 treated with 10mg/kg of itraconazole VO associated to 0,5 mg of B (1-
3) glucan SC and the group G4 treated with 0,5 ml of distilled sterile water VO and
0,5 mg B (1-3) glucan SC. Animals were inoculated subcutaneously with 2x10° cells
of Sporothrix schenckiiml, and after 12 days, when all of them had already show
characteristic lesions of sporotrichosis, the treatment was started, continuing for six
weeks. Antifungal and distilled sterile water were administered daily, while the saline
solution and the B (1-3) glucan weekly. Ten randomized animals of each group were
choused and submitted to clinical evaluations weekly observing the presence of
nodules, ulcers, regression and cicatrisation of the lesions during the experimental
period. The remaining animals (three of each group) were weekly necropsied for the
quantification of the units forming fungal colonies (UFCs), retroisolation and for
histopathology evaluation. The same procedure was accomplished in the animals
submitted to the evaluations at the end of the treatment. In clinical evaluation
statistical difference was observed (p <0,05) among the groups G2, G3 and G4 in
relation to the control (G1). Among the treated groups, the group G3 resulted in
larger frequency (9/10) of animals with regression process and cicatrisation of the
lesions. In UFCs as well as in the retro isolation of the S. schenckii statistical
differences were observed between the treated groups and control. The group G3
demonstrated the smallest fungal quantification as well as the minimum positive retro
isolation of the agent. In the histopathology evaluation the presence of initial
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granulomas was verified as well as the late ones. In the G1 the prevalence was for
initial granulomas. Similar inflammatory infiltrated was observed in all experimental
groups, however G3 and G4 showed larger frequency (32%, 36%) of animals with
polymorphonuclear infiltrate. According to the observed results, we conclude that all
of the treatments were effective against cutaneous experimental sporotrichosis,
however the glucana and itraconazole association showed an earlier lesions
decreases.

Keywords: Itraconazole. Sporotrichosis. 8 (1-3) glucan. Immunemodulator. Sporothrix
schenckil.
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1 INTRODUCAO

O aumento da quimioterapia, a disponibilidade de novos antibidticos, os
transplantes de 6rgaos, constituem avangos que modificaram a evolugcédo natural de
doencas degenerativas e infecciosas. Entretanto, tais recursos e procedimentos
geram dano ao sistema imunolégico do hospedeiro, consequentemente,
predispondo as doencas oportunisticas como as causadas por fungos. A
esporotricose, micose subcutanea causada pelo fungo dimorfico Sporothrix schenckii
tem se destacado pelo numero crescente de casos envolvendo varias espécies de
animais e o homem principalmente os imunocomprometidos que desenvolvem
formas mais graves da enfermidade. Esta enfermidade apresenta distribuicdo
mundial, sendo que no Brasil os principais relatos da micose pertencem ao Rio de
Janeiro com mais de 1400 casos descritos em humanos e animais seguido de Sao
Paulo, Rio Grande do Sul, Mato Grosso e Parana (BARROS et al., 2001, 2003,
2004; FERNANDES et al., 2004; FLEURY et al., 2001; GORGOZINHO et al., 2006;
LARSSON et al., 1989; MARQUES et al., 1997; MEINERZ et al., 2007b; NOBRE et
al., 2001, 2002a; SCHUBACH et al., 2004; 2006; XAVIER et al., 2004).

A transmisséo direta da esporotricose esta associada a perfuragdo da derme
por felpas de madeiras, espinhos de roseiras e outros vegetais contaminados pelo
agente fungico, sendo assim considerada uma enfermidade ocupacional, afetando,
principalmente, trabalhadores rurais, floristas e jardineiros (KNOW-CHUNG;
BENNETT, 1992; LACAZ et al.,, 2002). No entanto nas Ultimas décadas sao
crescentes os casos zoonoticos envolvendo o felino doméstico, especialmente
macho e nao castrado. Os relatos descrevem a transmissdo da doenca por
arranhadura, mordedura, contaminagdo por solucdo de continuidade cutanea
preexistente, ou contato direto da pele levemente irritada com lesdes ulceradas e
exsudativas dos animais enfermos. Sugere-se que a transmissao seja facilitada pela
presenca do microrganismo em unhas, cavidade bucal de felinos domésticos e
devido a grande quantidade de leveduras presente nas lesdes dos animais
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infectados (MARQUES et al., 1993; SCHUBACH; SCHUBACH, 2000; SCHUBACH
et al., 2001; SCHUBACH et al., 2003; SOUZA et al., 2006; XAVIER et al., 2004).
Aliado a esses fatores, a presencga cada vez mais frequente do felino como animal
de companhia, convivendo no mesmo “nicho urbano” que o homem, favorece a
transmissao da esporotricose a partir do animal portador do S. schenckii (BARROS
et al., 2003; 2004; NETO et al., 1999; SOUZA et al., 2000; XAVIER et al., 2004).

Na década de noventa o itraconazol, atual antifungico de eleicdo para as
formas cutanea e linfocutdnea da esporotricose, emergiu como uma opcao
terapéutica eficaz com menos efeitos colaterais em relagdo aos antifungicos
tradicionalmente utilizados para a micose. Porém, estudos posteriores vém
demonstrando que sdo crescentes os casos de resisténcia in vitro, assim como
recidiva e falha terapéutica em individuos e animais, especialmente felinos
(BUSTAMANTE; CAMPOS, 2004; NOBRE et al., 2002b; RESTREPO et al., 1986;
ROCHETTE; ENGELEN; VANDEN BOSSCHE, 2003; KOHLER et al.,, 2004;
SCHUBACH et al., 2004).

Em vista da dificuldade terapéutica relacionada a toxicidade e tempo
prolongado de terapia antifungica nos casos de esporotricose felina, tem se buscado
novas alternativas para o tratamento da enfermidade. Dentre elas se destaca o uso
de imunomoduladores que apresentam grande relevancia no combate aos
microrganismos patogénicos através da estimulacdo da resposta imune. Em
especial, a B (1-3) glucana apresenta ampla capacidade moduladora tanto da
resposta celular, através da estimulacao de células fagocitarias, quanto da humoral.
As principais atividades imunofarmacolégicas da B (1-3) glucana estao relacionadas
com efeitos anti-tumorais, aumento na protecdo contra infecgdes virdtica,
bacterianas, parasitarias e fungica (AZEVEDO et al., 2005; CRISPIM; MEDEIROS;
SALES, 2004; LEE et al., 2002; MEIRA et al., 1996; PELIZON et al., 2005). Neste
contexto, o estudo teve como objetivo avaliar o uso do imunomodulador B (1-3)
glucana isoladamente e em associacdo ao itraconazol no tratamento da
esporotricose cutinea experimental em modelo murino, com o intuito de encontrar
uma substancia que possa auxiliar no tratamento dos casos graves e refratarios aos

antifangicos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Sporothrix schenckii

O fungo dimorfico Sporothrix schenckii foi isolado pela primeira vez em 1898
nos Estados Unidos a partir de uma lesdo de paciente humano, nesta ocasido o
agente etioldégico da esporotricose foi denominado de Sporotrichia. Em 1900,
Hektoen & Perkins relataram o segundo caso da enfermidade e denominaram o
fungo isolado de S. schenckii. Na Franca em 1905, Beurman & Gougerot isolaram o
agente de casos clinicos, porém o consideraram diferente denominando-o
Sporotrichum beurmanni. Contudo em 1921, tanto a esporotricose americana quanto
a francesa foram consideradas idénticas, sendo em 1963, proposto por Carmichael a
denominacao do agente de Sporothrix schenckii (RIPPON, 1988; ARENAS, 1993;
LACAZ et al., 2002).

O agente etioldgico da esporotricose esta classificado taxonomicamente na
sua forma anamorfa como pertencente a subdivisdo Deuteromycotina, classe
Hyphomycetes, ordem Moniliales, familia Moniliaceae, género Sporothrix e espécie
schenckii, Unica espécie do género considerada patogénica. Estudos moleculares
sugerem que a sua forma sexuada seja a Ceratocystis stenoceras (Ophiostoma
stenoceras) (KNOW-CHUNG; BENNETT, 1992; LACAZ et al., 2002).

A temperatura ideal para o crescimento do S. schenckii é de 25-27°C com a
sua inibicdo a 39-40°C (LACAZ et al., 2002), embora alguns isolados tenham a
capacidade de se multiplicar a temperatura de 40 e 41°C com pouca viabilidade.
Devido ao seu dimorfismo, o S. schenckii apresenta no meio ambiente ou em
condicdes in vitro a 25°C um rapido crescimento, inicialmente como colbnia branca
amarelada, de aspecto sedoso, membranoso, as vezes com micelio aéreo, que com
a maturidade do cultivo torna-se pregueada e escurecida. Microscopicamente sao
observadas hifas finas, septadas, ramificadas, medindo 1-2um de didmetro com
conidi6foros alongados, simpodiais, contendo apices intumecidos, frutificando
conidios hialinos, elipticos ou ovais dispostos em forma de rosetas. Em parasitismo
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ou quando cultivado a 37°C, a colbnia adota aspecto leveduriforme de coloracéao
cinza ou creme com micromorfologia caracterizada por células pequenas,
arredondadas, ovais ou no formato de “charutos”, com brotamento simples ou
multiplo (KNOW-CHUNG; BENNETT, 1992; LACAZ et al., 2002).

Varios fatores além da temperatura estao relacionados ao dimorfismo do S.
schenckii, entre eles se destacam o pH, tensdo de diéxido de carbono, aeracao e
fonte de carbono (LOPES-BEZERRA; SCHUBACH; COSTA, 2006). A transicao da
forma micelial para leveduriforme dura em torno de 13 dias, sendo que em
condicbes experimentais nas primeiras 48h apds a inoculacdo do agente foi
comprovado o desaparecimento das hifas e o inicio da mudanga dos conidios para
forma leveduriforme (CORREA et al., 1991).

Estudos demonstram que o dimorfismo, termotolerancia, enzimas
extracelulares, componentes da parede celular e presenca de melanina estejam
envolvidos na patogenicidade do S. schenckii. Quanto a termotolerancia, estudos
observaram que isolados incapazes de crescer a temperaturas superiores a 35 e
37°C, estariam associados a forma cutdanea da micose, enquanto que 0s mais
termotolerantes estariam aptos a se desenvolver nos 6rgaos internos,
desenvolvendo a forma sistémica da esporotricose (KAUFFMAN, 1999;
TACHIBANA; MATSUYAMA; MITSUYAMA, 1999; KONG et al., 2006). Em relacdo a
melanina, ja foi demonstrado que a sua presenca confere ao agente protecao celular
a danos quimicos e fisicos, provavelmente através do sequestro de radicais livres e
dificulta a acdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro (DIXON; DUCAN; HURD,
1992, ROMERO-MARTINEZ et al., 2000; NOBRE et al., 2004).

As enzimas extracelulares produzidas pelo S. schenckii, como as
proteinases, desempenham importante fungdo na invaséo tecidual, provocando a
lise do estrato cérneo, colageno tipo | e elastina da pele, permitindo desta forma, o
desenvolvimento fungico. As fosfatases &cidas influenciam na interacdo da célula
leveduriformes com macréfagos, além de atuarem na membrana celular, catalisando
e liberando fosfato das fosfoproteinas (ARNOLD et al., 1986; YOSHIKE et al., 1993;
HOGAN; KLEIN; LEVITZ, 1996; LIMA et al., 1999; 2001).

Os fatores de viruléncia relacionados ao agente favorecem a invasao
tecidual e dificultam a resposta imune, propiciando a instalacdo e permanéncia do
microrganismo no hospedeiro (HOGAN; KLEIN; LEVITZ, 1996; LIMA; SCHAFFER,;
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BORBA, 2003; NASCIMENTO; ALMEIDA, 2005; LOPES-BEZERRA; SCHUBACH;
COSTA, 2006).

A parede celular fungica € composta por glucanas sollveis e insollveis e
peptideo-ramnomanana composto por ramnose, manose e proteina (LLOYD;
BITTON 1971). Estudos in vivo estabeleceram a possivel relacdo entre a
patogenicidade do S. schenckii com o seu tempo de cultivo, onde demonstraram que
isolados mais jovens com maior concentracdo de ramnose do que manose foram
mais patogénicos, em comparacao aos isolados com maior tempo de cultivo com
proporcdo de ramnose menor (PREVIATO et al.,, 1979; FERNANDEZ; MATHEWS;
BEZERRA, 1999). Acredita-se que isto ocorra devido a peptideo-ramnomanana
estimular a mitose de linfécitos, incitando reacao de hipersensibilidade tardia assim
como, a producdo de anticorpos (CARLOS; SGARBI; PLACERES, 1999;
FERNANDEZ; MATHEWS; BEZERRA, 1999; FIGUEIREDO et al., 2004; KAJIWARA
et al., 2004).

2.2 Esporotricose

A esporotricose € uma infeccao subcutanea de evolucdo subaguda ou
cronica causada pelo fungo dimérfico Sporothrix schenckii que afeta o homem e
varias espécies de animais. A enfermidade apresenta distribuicdo mundial, com
maior freqliéncia em zonas de clima temperado e tropical, sendo a maioria dos
casos descritos na América Central e América do Sul (CONTI-DIAZ, 1989; PAPPAS
et al.,, 2000; DE ARAUJO; MARQUES; FERDEL, 2001; SCHUBACH et al., 2002;
NOBRE et al., 2002a; XAVIER et al., 2004; MADRID et al., 2007).

O primeiro relato da enfermidade foi descrito nos Estados Unidos por
Benjamin Schenck, em 1898, o qual realizou o isolamento do agente a partir de uma
lesdo de paciente humano. No Brasil, a micose € conhecida desde 1907, quando foi
relatada por Lutz; Splendore a infeccdo no homem e em ratos no estado de Sao
Paulo. Posteriormente, Freitas, Migliano e Zani Neto (1956) descreveram a
enfermidade em felinos, e Souza (1957) descreveu em caes em Santa Catarina. No
Rio Grande do Sul o primeiro registro foi realizado por Londero, Castro e Fischman
(1964), que diagnosticaram a esporotricose em dois caes. Almeida et al. (1955)

alertou quanto a possivel transmissao zoonética envolvendo felinos e humanos.



23

A infeccdo com S. schenckii esta associada a inoculagdo traumatica do
microrganismo na derme, por espinhos, felpas de madeiras, material vegetal, assim
como por arranhadura e mordedura de animais contaminados ou por contaminacao
da pele com solugcdo de continuidade (DIAZ, 1987; MARQUES et al., 1993;
SCHUBACH; SCHUBACH, 2000). Raramente a contaminagcédo ocorre por inalagao
do agente, podendo resultar nas formas pulmonar ou sistémica da micose (MORRIS-
JONES, 2002; LOPES-BEZERRA; SCHUBACH; COSTA, 2006). Em humanos, a
esporotricose é uma doenca considerada ocupacional, envolvendo pessoas
expostas a vegetais ou solo rico em matéria organica, como agricultores, floristas e
jardineiros (MARQUES et al., 1993). No entanto nas ultimas décadas sao crescentes
os relatos zoonéticos da micose envolvendo o felino doméstico, especialmente nos
estados de Sao Paulo, Mato Grosso, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Rio Grande do
Sul e Parana (LARSSON et al., 1989; NOGUEIRA et al., 1995; BARROS et al., 2001,
2003, 2004; FLEURY et al., 2001; NOBRE et al., 2001, 2002a; SCHUBACH et al.,
2004; FERNANDES et al., 2004; XAVIER et al., 2004; MEINERZ et al., 2007b).

Nos felinos a contaminacdo com o agente da esporotricose esta relacionada
aos habitos peculiares da espécie, como contato com o solo e vegetais ou
mordedura e arranhadura durante brincadeiras e brigas com outros felinos
principalmente machos néo castrados e de vida livre (DIXON et al.,1991; DONADEL
et al.,1993; FARIAS et al.,1997; SOUZA et al., 2006). Estudos evidenciam que a
transmisséo zoondtica do S. schenckii a humanos pelos felinos, seja facilitada pelo
grande numero de leveduras presente nas lesdes desses animais infectados, assim
como pela presenca do agente nas unhas e cavidade bucal, destacando o risco de
transmissdo através destas vias (SCHUBACH et al.,2001; LOPES-BEZERRA;
SCHUBACH; COSTA, 2006; SOUZA et al.,2006). Aliado a esses fatores, é
importante salientar o crescente numeros de felinos adquiridos como animais de
companhia o que propicia o contato proximo do felino com o proprietario humano
(CARVALHO et al., 1991, BARROS et al., 2004, SCHUBACH et al., 2004; XAVIER et
al., 2004).

A esporotricose pode apresentar distintas formas com diferente evolucao
clinica, de acordo com o estado imunolégico do hospedeiro suscetivel, quantidade
de indéculo e viruléncia do fungo (JUSTA P. NETO et al.,1999; SEVERO et al., 1999;
APPENZELLER et al., 2006; KONG et al.,2006). De maneira geral sao descritas a

forma cutanea (cuténea fixa, linfocutdnea e cutanea disseminada), a extracutanea
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(pulmonar primaria, ocular, articular e 6sseo) e a sistémica (DONADEL et al., 1993;
FARIAS et al., 1997; SAMPAIO; CASTRO; RIVITTI, 2000; SCHUBACH; SCHUBACH
2000).

A forma cutanea fixa da esporotricose é caracterizada por uma lesao
primaria restrita ao ponto de inoculacdo, enquanto que na linfocutdnea ocorre
comprometimento da cadeia linfatica adjacente a lesdo primaria. Essas
apresentacoes clinicas sdo as de maior ocorréncia em caes e humanos (DONADEL
et al.,, 1993; FARIAS et al., 1997; SCHUBACH; SCHUBACH, 2000). Na cutanea
disseminada, multiplas lesdes distribuem-se pelo tegumento cutaneo e muitas vezes
evoluem para forma sistémica da doenga com o envolvimento de um ou mais 6rgaos
internos, incluindo tecido articular, ésseo, pulmonar, nervoso, hepatico e ocular.
Essa forma esta associada freqlientemente a individuos imunocomprometidos e
felinos domésticos (MARQUES et al., 1993; NETO et al., 1999; NOBRE et al., 2001;
ROCHA et al., 2001; HARDMAN et al., 2005).

As lesdes cutaneas sao caracterizadas pela formagao de eritema, nédulos
de consisténcia firme ou flutuante que posteriormente evoluem para uma lesdao com
centro necrotico-ulcerado, podendo drenar exsudato de aspecto serosanguinolento
de coloracao castanho avermelhado originando crostas (DONADEL et al.,1993;
SAMPAIO; CASTRO; RIVITTI, 2000, SCHUBACH; SCHUBACH, 2000; NOBRE et
al., 2005, MEINERZ et al.,, 2007b). Nas espécies canina e felina, as lesdes
distribuem-se principalmente pela regiao cefalica, porcao distal dos membros e base
da cauda, comumente observando-se linfadenopatia regional ou generalizada
(DUNSTAN et al., 1986; MARQUES et al., 1993; FARIAS et al., 1997). As lesGes se
assemelham aquelas observadas em outras enfermidades erodo-ulcerativas,
principalmente em felinos, como o carcinoma epidermaide, criptococose, piodermites
e leishmaniose, o que demonstra a importancia do exame micologico para
diagnoéstico de certeza (LARSSON et al.,1989; SCHUBACH; SCHUBACH, 2000;
NOBRE et al., 2002a).

A cultura micolégica de exsudatos, tecidos ou aspirados de lesdes, permite a
confirmacgéo do diagnédstico da esporotricose. A visualizagcao direta do microrganismo
€ dificil em exsudatos de lesdo em humanos, devido a pequena quantidade do
agente presente. Ao passo que em felinos o exame citolégico, freqlientemente,
revela a presenga de grande quantidade do microrganismo, polimorfo, localizado

inter ou intracelular. O S. schenckii se desenvolve bem em varios meios de cultivo,
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entre eles o meio 4gar Sabouraud com cloranfenicol acrescido de cicloheximida,
podendo, também ser cultivado em meios como agar-fuba, infusdo cérebro coracao
(BHI) e agar batata (KNOW-CHUNG; BENNETT, 1992; LACAZ et al., 2002).

A visualizacdo do S. schenckii nas lesdes pode ser realizada através do
exame histopatoldgico. Os cortes teciduais corados pelas técnicas histoquimicas de
hematoxilina-eosina (HE), Acido Periédico de Schiff (PAS) e metenamina argéntica
de Gomori-Grocott permitem evidenciar a reacdo inflamatéria e as células
leveduriforme do microrganismo, respectivamente. No HE s&o observadas leveduras
pleomorficas, com corpos celulares pequenos, ovaladas ou alongadas que devido a
retracao da parede celular mostram-se envoltas por um halo de coloracéao clara, que
podem se localizar no interior ou ndo de células fagocitarias. Quando corados pela
prata metenamina de Gomori-Gracott, observam-se formas em naveta,
arredondadas com brotamento simples ou multiplos. Corados em PAS observa-se
corpo celular basofilico, halo claro e rima periférica vermelha. No entanto, as formas
parasitarias do agente podem nao ser visualizadas, mesmo em casos de lesdes
ativas, com cultura positiva (MIYAJI; NISHIMURA,1982; MARQUES et al., 1993,
FLEURY et al., 2001; LOPES-BEZERRA; SCHUBACH; COSTA, 2006).

A reacédo inflamato6ria observada no exame histopatolégico resultante das
formas clinicas de esporotricose é predominantemente piogranulomatosa composta
principalmente por células polimorfonucleares e células gigantes. A formacgéao de
granulomas com microabscedacao central pode ser observada na epiderme, derme,
tecido subcutaneo e/ou outros tecidos, na forma sistémica da enfermidade. O
granuloma causado pelo S. schenckii, de forma geral apresenta centro supurativo,
necrético, circundado por inflamacao granulomatosa epiteliéide, com grande numero
de células gigantes, multinucleadas e halo linfoplasmocitario circundado por tecido
de granulacdo e fibrose (MIYAJI; NISHIMURA, 1982, MORRIS-JONES, 2002;
LOPES-BEZERRA; SCHUBACH; COSTA, 2006).

Os mecanismos de defesa frente ao S. schenckii ndo estdo completamente
elucidados. Estudos prévios descrevem a imunidade celular representando um
importante papel na defesa do organismo, visto que a micose se manifesta de forma
mais grave em animais experimentais atimicos (DICKERSON; TAYLOR; DRUTZ,
1983; CARLOS et al, 1992; TACHIBANA; MATSUYAMA; MITSUYAMA, 1999;
FERNANDEZ et al., 2000; MAIA et al.,, 2006). Neste contexto os neutrdfilos,

macréfagos e células dendriticas sdo as principais células de defesa por
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desempenharem funcbes de fagocitose, ativacdo da imunidade adaptativa através
da producdo de mediadores proé-inflamatérios, incluindo citocinas e quimiocinas,
além de realizarem o processo de apresentacdo de antigenos (ROMANI;
FRANCESCO; PUCCETTI, 2002; ROMANI, 2004; SHOHAM; LEVITZ, 2005;
UENOTSUCHI et al.,2006).

Tachibana, Matsuyama e Mitsuyama (1999) demonstraram que a imunidade
adquirida contra S. schenckii € principalmente realizada pelos macréfagos ativados
por interferon-gama (IFN-y) produzido por LT CD4". Esses dados também foram
observados em estudos realizados por Fernandez et al. (2000) onde foi descrito que
macréfagos peritoneais de camundongos sao capazes de eliminar o agente apenas
apos ativagao celular com IFN-y e LPS com concomitante produgédo de éxido nitrico
(NO). Nesse mesmo estudo foi observado que e os animais experimentais que nao
possuiam o gene para IFN-y eram mais suscetiveis a esporotricose sistémica. O
papel protetor do NO durante o processo infeccioso, foi confirmado apoés a
observacédo de que animais infectados e tratados com inibidor da NO sintase tinham
uma menor sobrevivéncia (FERNANDEZ et al., 2000).

Estudos demonstraram que a resposta imune celular é deprimida entre a
quarta e sexta semana de infec¢do, quando € possivel observar um aumento na
multiplicacdo fungica, em animais experimentais, indicando um agravamento da
doenca. Essa depressdo na imunidade pode em parte ser devido a producéo
anormal de interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) pelos
macréfagos ativados, prejudicando assim a amplificagdo da resposta imune
(CARLOS et al.,, 1992;1994; CARLOS; SGARBI; PLACERES, 1999, MAIA et al.,
2006). Estudos recentes em ratos inoculados experimentalmente evidenciaram que
antigeno de S. schenckii induz resposta humoral especifica com a presenca de 1gG1
e 1gG3. Altos niveis de IgG1 contribuem para que a imunidade humoral controle a
infeccdo, visto que essa € uma importante imunoglobulina na neutralizagdo do
antigeno, estando envolvido com a opsonizacdo e aumento da eficiéncia na
fagocitose (NASCIMENTO; ALMEIDA, 2005).

2.3 Tratamento da esporotricose
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Os farmacos antifungicos utilizados para o tratamento da esporotricose
compreendem o iodeto de potassio, anfotericina B, itraconazol, terbinafina e
fluconazol. A escolha terapéutica € dependente da forma clinica, extensdo das
lesbes cutaneas, efeitos colaterais e envolvimento sistémico da micose (NOBRE et
al., 2002b; LOPES-BEZERRA; SCHUBACH; COSTA, 2006).

Os iodetos, em especial o iodeto de potassio, foram as primeiras
substancias a serem utilizadas na terapia da esporotricose, representando
alternativa eficaz e de baixo custo. Porém, em Medicina Veterinaria teve seu uso
limitado, devido aos frequentes efeitos toxicos principalmente na espécie felina
(ZAPEDA et al., 1990; KELLY; KLARRK, 1991; FARIAS et al., 1997; COSKUN et al.,
2004).

A anfotericina B, por sua vez, foi introduzida em 1956 e permanece sendo
um farmaco muito utilizado para as formas sistémicas da enfermidade. No entanto,
devido a sua toxicidade, principalmente renal, tem seu uso restrito nos animais
domésticos (GALLIS; DREW; PICKARD, 1990; HOPPE-TICHY, 1997).

A terbinafina, antifingico do grupo das alilaminas, tem sido avaliada como
uma alternativa para o tratamento da esporotricose, sendo que estudos in vitro e in
vivo demonstraram boa atividade frente ao S. schenckii, assim como, boa
tolerabilidade e agdo no tratamento da esporotricose cutanea e cutédnea linfatica.
(KAUFFMAN; HAIJJEH; CHAPMAN, 2000; MORISHITA et al., 2001; ODDS, 2003;
COSKUN et al., 2004; TRILLES et al., 2005; KHOLER et al., 2006; MEINERZ et al.,
2007a).

Os antifungicos do grupo dos azbis sdo estruturalmente relacionados,
compondo farmacos de amplo espectro com similar mecanismo de acao, variando a
farmacocinética, toxicidade e wuso clinico. A estrutura quimica compreende
basicamente, um ou mais anéis de cinco atomos de carbono (anel azdélico), unidos
ao restante da molécula por ligacbes do tipo C-N. Os imidazbis contém dois atomos
de nitrogénio no anel azdlico e os triazois, por sua vez foi introduzido um terceiro
atomo de nitrogénio. A substituicdo do anel imidazélico por triazélico favoreceu o
amplo espectro de acao e seletividade para o citocromo P450 da célula fungica com
isso o itraconazol, antifungico triazol, se liga mais especificamente ao citocromo
celular fungico do que aqueles pertencentes aos mamiferos, diminuindo a interacao
com o sistema enzimatico humano e animal (PIERARD; ARRESE; PIERARD-
FRANCHIMONT, 2000; FARIAS; GILFFRIDA, 2002; CATALAN; MONTEJO, 2006).
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2.3.1 ltraconazol

Atualmente o itraconazol € o principal antifungico para uso em Medicina
Veterinaria, surgiu na década de noventa como uma alternativa terapéutica eficaz e
com menos efeitos colaterais em comparacao aos antifungicos normalmente
utilizados para o tratamento da esporotricose. No entanto o uso indiscriminado dos
azois tem ocasionado resisténcia, com isso falha terapéutica e recidiva da doenca
(KAUFFMAN; HAIJJEH; CHAPMAN, 2000; ROCHETTE; ENGELEN; VANDEN
BOSSCHE, 2003; KOHLER et al., 2004; SCHUBACH et al., 2004; CATALAN;
MONTEJO, 2006).

O mecanismo de agao do itraconazol baseia-se na capacidade do farmaco
de bloquear a sintese do ergosterol, um componente vital da membrana da célula
fungica. Isso ocorre através da inibicdo seletiva da enzima 14 alfa-demetilase,
dependente do citocromo P-450, que participa da conversdo de lanosterol a
ergosterol. Conseqlientemente ha um acumulo de uma série de precursores
metilados com a concomitante diminuigdo, ou mesmo a auséncia, do produto final da
via biossintética. Este bloqueio acarreta 0 aumento da permeabilidade da membrana
celular, desencadeando alteragdes morfolégicas que resultam em inibicdo do
crescimento fungico e necrose celular. A atividade é primariamente fungiostatica,
podendo ser fungicida em doses elevadas frente a determinadas espécies fungicas
(JAHAM; PARADES; PAPICH, 2000; FARIAS & GILFFRIDA, 2002; NOBRE et al.,
2002b).

O itraconazol é altamente lipofilico apresentando baixa solubilidade em
solucbes aquosas e rapida absorcdo pela via oral, aconselhando-se a sua
administragcdao juntamente com refeicbes ricas em lipidios para sua melhor
biodisponibilidade. A absorcdo é dependente do pH gastrico, assim para melhores
resultados sugere-se que seja evitada a administragdo simultanea a farmacos que
provoqguem a diminuicdo da acidez estomacal como cimetidina e ranitidina. O
antifingico tem ampla distribuicdo tecidual, explicando a sua acdo em diferentes
sitios anatémicos de infeccdo, contudo apresenta pouca concentracdo no fluido
cérebro-espinhal, saliva e fluidos oculares. A sua metabolizagdo é hepatica, sendo
eliminado principalmente através das fezes e em menor quantidade na urina
(BUSTAMANTE; CAMPOS, 2004; CATALAN; MONTEJO, 2006).
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Devido as suas propriedades farmacoldgicas, o itraconazol vem sendo
amplamente empregado na terapéutica das micoses superficiais e sistémicas
inclusive em pacientes imunocomprometidos. Em especial para a esporotricose, 0
farmaco demonstrou grande atividade em estudos in vitro e in vivo, em pacientes
apresentando as formas cutaneas, linfocutdneas e extra-cutaneas da micose em
doses variando de 100 a 400mg/dia (WINN et al., 1993; BADLEY; VAN SCOQY, 1996;
MATSUMOTO et al., 2000; BONIFAZ et al., 2001; MCGINNIS et al., 2001;
STALKUP; BELL; ROSEN, 2002; BUSTAMANTE & CAMPQOS, 2004, ALVARADO-
RAMIREZ & TORRES-RODRIGUEZ, 2007; MEINERZ et al., 2007a).

Em Medicina Veterinaria, o itraconazol é indicado para o tratamento da
dermatofitose, blastomicose e aspergilose nasal em caes nas doses de 5 a 10mg/kg.
Em felinos é utilizado no tratamento das dermatofitoses e criptococose nas mesmas
doses prescritas para caes, sendo que para a esporotricose as doses podem variar
de 10 a 40mg/kg (NOBRE et al.,, 2002a; ROCHETTE; ENGELEN; VANDEN
BOSSCHE, 2003; SCHUBACH et al., 2004).

Mesmo sendo considerado um fédrmaco com reduzida toxicidade, s&o
descritos como os principais efeitos adversos anorexia, hipocalemia, nauseas,
vomitos, hipertenséo e cefaléia. Pode haver ainda aumento de enzimas hepéticas
como a fosfatase alcalina. O farmaco é contra-indicado na gravidez, lactacao e em
pacientes com doenca hepatica. Em felinos foram descrito efeitos como anorexia e
ocasionalmente  sinais gastrointestinais (AMICHAI; GRUNWALD, 1998;
KAUFFMANN; HAIJJEH; CHAPMAN, 2000; ROCHETTE; ENGELEN; VANDEN
BOSSCHE, 2003).

2.4 B (1-3) glucana

Os polissacarideos presentes na parede celular fungica apresentam a
capacidade de alterar a resposta imunolégica, sendo assim denominados
imunomoduladores. Farmacologicamente tém sido classificados como modificadores
de resposta biolégica (BRM) apresentando diversas aplicacées. Sao crescentes os
estudos envolvendo essas estruturas, se destacando os relacionados a ativacédo de
células do sistema imune assim como a avaliacao da atividade antitumoral frente a
diferentes modelos e ativagdo do sistema de coagulagdo. (SAITO et al.,1991;
ARINAGA et al.,, 1992; ADACHI; OHNO; YADOMAE, 1993; BOHN; BeMILLER,
1995; MULLER et al., 1996; YOSHIZAWA et al.,1996; Di LUZIO, 1999; MIZUNO et
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al., 1999; TZIABANOS,2000; COOK et al., 2001; HAN et al., 2001; PELIZON et al.,
2005; ARAUJO-FILHO et al., 2006; MARQUES et al., 2006; SILVA et al., 2006).

Entre os polissacarideos mais estudados estdo as B-glucanas, tanto
particuladas quanto as sollUveis em agua, as quais podem ser obtidas de diversas
espécies de plantas e microrganismos (WAKSHULL et al.,, 1999; TZIABANOS,
2000). Pesquisadores vém estudando desde 1940 um produto com atividade
imunomodulatéria derivado da parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae
denominado Zimosan (constituido de proteinas, lipidios e polissacarideos), sendo
que na década de 60 foi relatada que a substancia ativa deste produto era o
polissacarideo B - D - glucana (RIGGI; DI LUZIO, 1961; FITZPATRICK; DICARLO,
1964).

A parede celular do Saccharomyces cerevisiae € formada por trés
componentes principais, sendo o maior deles a glucana. Este polimero de glicose
possui ligacdes B(1-3) e PB(1-6) seguido de mananaproteinas constituidas de
polimeros de manose (20 -23%) e quitina um polimero de 3 (1-4) N-acetilglicosamina
(2%). As mananaproteinas se localizam na parte externa da parede celular,
enquanto as glucanas e a quitina na regido interna adjacente a membrana
plasmatica. As B (1-3) sdo sintetizadas a partir da membrana plasmatica pela enzima
B (1-3) sintetase, enquanto a B (1-6) € sintetizada no interior do reticulo
endoplasmatico. Cerca de 85% das glucanas encontradas na parede do S.
cerevisiae sao compostas por ligacdées B (1-3) enquanto somente 3% sao de
ligacdes B (1-6). As cadeias de B (1-3) glucana possuem uma estrutura helicoidal
tripla e as suas principais funcées sao manter a rigidez e a forma celular (SANDULA;
MACHOVA; HRIBALOVA, 1995; KLIS et al., 2002; KLIS; BOORSMA; DE GROOT,
2006).

Ainda nao esta completamente elucidada qual a estrutura basica necessaria
para o desencadeamento da atividade biolégica das glucanas. Sabe-se que as
caracteristicas fisico-quimicas, entre elas solubilidade, peso molecular, conformacao
espacial e quantidade de ramificacdes B (1-6) presente na particula utilizada, podem
influenciar no tipo de estimulacao (BROWN; GORDON, 2003). Assim, as glucanas
com altos pesos moleculares e insoluveis, estimulam de forma eficaz o sistema
imune, porém podem causar diversos efeitos colaterais como formacdo de

abcessos, asma e em casos extremos toxicidade letal quando associada a
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determinados farmacos antiinflamatérios (BOHN; BeMILLER, 1995; OHNO et al.,
1995; MIZUNO, 1999; BROWN & GORDON, 2005).

As B (1-3) glucanas estimulam o sistema imune do hospedeiro frente a
diferentes microrganismos, além de serem moduladoras da resposta celular e
humoral. Estudos comprovam a sua agdo antitumoral e estimulante da
hematopoiese, assim como descrevem as suas propriedades antioxidantes e
hipocolesterémica (REYNOLDS et al., 1980; PATCHEN; MACVITTIE, 1985; CZOP;
AUSTEN, 1985; BOHN; BeMILLER, 1995; MEIRA et al., 1996; KELLOFF et al.,
1999; TOKUNAKA et al., 2000; TAKAHASHI et al., 2001; LEE et al., 2002; PELIZON,
et al., 2005; PICKA, et al., 2005; ARAUJO-FILHO et al., 2006; MARQUES et al.,
2006; Al et al., 2007, SENER; TOKLU; CETINEL, 2007).

As glucanas sao reconhecidas pelo sistema imune do hospedeiro através de
receptores de superficie, que auxiliam no reconhecimento e controle de patégenos
fungicos. Porém essa ativacao do sistema imune é prejudicada pela camada externa
da parede celular composta por mananas. Os receptores para D-manose, por sua
vez, ndo sao expressos em mondcitos circulantes e a sua expressao em macréfagos
€ regulada por glicocorticéides que aumentam sua expressao e pela liberacdo de
interferon gama (IFN-y) que age de forma inversa diminuindo sua expressao. Varias
células dos mamiferos possuem receptores capazes de reconhecer e interagir com a
B glucana principalmente leucécitos, incluindo macréfagos, mondcitos, neutréfilos e
Natural Killer (NK), assim como células endoteliais, e os fibroblastos (STAHL et al.,
1984; BROWN; GORDON, 2003; BORCHERS; KEEN; GERSHWIN, 2004; ROEDER
et al.,, 2004; NETEA; VAN DER MEER; KULLBERG, 2006; BROWN, 2006). Os
receptores de B -D-glucanas conhecidos sao CR3, lactosilceramida e dectin-1 sendo
que destes o Ultimo parece ter um papel essencial na ativacdo da defesa do
hospedeiro (TAYLOR et al., 2002; ADACHI et al., 2004; BROWN; GORDON, 2005;
BROWN, 2006).

O receptor de complemento CR3 é expresso em células mieldides, células
NK, e em alguns linfécitos, tem funcao de adeséao celular e de estimulo a fagocitose
em particulas de iC3b (molécula do sistema complemento) opsonizadas e nao
opsonizadas. Lactosilceramida é um glicoesfingolipideo encontrado em muitas
células entre elas os linfécitos. O receptor dectin-1 é considerado o de maior
importadncia na ativacdo das células imunes, possui dois ligantes um para
polissacarideos exdgenos e outro co-estimulatério de células T. Estes receptores
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localizam-se nas células dendriticas, células de Langerhans da pele,
mondécitos/macréfagos e neutrédfilos (ROSS et al., 1999; TAYLOR et al., 2002;
ZHANG et al.,, 2002; GANTNER et al.,, 2003; ADACHI et al., 2004; BROWN;
GORDON, 2005). Estudos evidenciaram que macrofagos peritoneais de
camundongos possuem receptores para B-glucanas, agindo através da ativagao
dessas células, caracterizada principalmente pela secrecao de IL-1, IL-6, TNF-q,
além da producao de NO, Oz, H202 e aumento da atividade fagocitica (ABEL; CZOP,
1992; SAKURAI; OHNO; YODAMAE, 1992; ADACHI; OHNO; YADOMAE, 1993;
OKASAKI et al., 1995; 1996).

Estudos in vivo, utilizando glucana por via intraperitoneal para tratamento de
peritonite por Escherichia coli, demonstraram resultados satisfatorios, onde o grupo
tratado apresentou bacteremia decrescente apds seis horas de inoculagao,
enquanto o controle apresentou bacteremia progressiva. Neste mesmo estudo foi
observada ainda uma reducdo significativa, de 81% para 9% na mortalidade dos
animais (WILLIANS; BROWDER; DI LUZIO, 1983). Outros autores verificaram que
animais experimentais tratados com a glucana e submetidos a sepse, tiveram maior
sobrevida, assim como menor quantificacdo nas unidades formadoras de colénias
bacterianas em detrimento dos grupos controle (DI LUZIO et al, 1979; CRISPIM;
MEDEIROS; SALES, 2004; ARAUJO-FILHO et al, 2006). Da mesma forma
Lahnborg, Kedstron e Nord (1982), ao produzirem sepse intra-abdominal em ratos,
obtiveram mortalidade de 80% no grupo controle, 40% no grupo ampicilina enquanto
que no grupo ampicilina com glucana todos os ratos sobreviveram. Em outro estudo,
com animais infectados por Staphylococcus aureus, foi demonstrado que a
associagao do imunoestimulante ao antibi6tico apresentou de oito a vinte vezes mais
eficadcia quando comparado aos animais que receberam somente o antibibtico
(KAISER; KERNODLE, 1998).

Em se tratando das doencas flngicas, recentemente Azevedo e
colaboradores (2005), relataram um caso de cromoblastomicose pelo fungo
Fonsecaea pedrosoi refratario ao tratamento com 400mg de itraconazol durante trés
anos. Foi instituida a terapia com a glucana associada ao antifungico, na dose de
5mg uma vez por semana via intramuscular, e apés um més de tratamento foi
possivel observar regressdo lenta das lesdes. A resposta imune também foi

modificada. Antes do tratamento com o imunoestimulante o paciente apresentava
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reducédo no numero de linfécitos, produgao preferencial de IL-10 e TNF-a, sem ser
detectado IFN-y e apdés a administracdo da glucana foi observad o aumento
significativo na linfoproliferacéo, diminuicdo de IL-10 e aumento significativo de IFN-y
e TNF-o.

O uso de glucana como tratamento preventivo das micoses foi avaliado por
Pelizon et al (2005), onde camundongos foram tratados com glucana pela via
intraperitoneal e posteriormente inoculados com o fungo Paracoccidioides
brasiliensis. Os resultados demonstraram que os macréfagos peritoneais do grupo B
glucana tiveram uma atividade microbicida maior do que o grupo nao tratado,
verificado pela menor quantidade de unidade formadora de colénia e uma maior
producgéo de IL-12 e TNF-a sob estimulo do S.aureus no grupo tratado previamente

com glucana.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Modelo experimental
Para a realizacdo do estudo foram utilizados 100 ratos albinos (Rattus

norvergicus), linhagem Wistar, cepa UFPel, machos, com oito semanas de idade e
peso variando de 320 a 380 gramas. Os animais foram alojados por um periodo de
oito semanas na sala de experimentacao do Biotério Central da Universal Federal de
Pelotas (UFPel) com controle de temperatura, umidade, ventilacdo, ciclo de claro e
escuro de 12 horas, recebendo dieta de acordo com o peso corporal e agua ad
libitum.

Este estudo foi previamente aprovado pela Comissdo de Etica e
Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade Federal de Pelotas-UFPel.

3.2 Grupos experimentais

Foram constituidos quatro grupos experimentais com 25 animais cada
sendo eles: Grupo controle (G1), grupo Itraconazol (G2), grupo Itraconazol
associado a 3 (1-3) glucana (G3) e grupo B (1-3) glucana (G4) (Tab. 1).
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Tabela 1- Grupos experimentais e seus respectivos tratamentos.

Grupos experimentais Tratamento
G1 Tratado com agua destilada estéril
G2 Tratado com 10 mg/Kg de ltraconazol
G3 Tratado com 10 mg/Kg de Itraconazol + 0,5 mg de B

(1-3) glucana

G4 Tratado com 0,5 mg de B (1-3) glucana

3.3 Isolado de Sporothrix schenckii

Foi utilizado isolado de S. schenckii pigmentado e termotolerante (MIC-116),
proveniente de um felino com esporotricose disseminada (Fig. 1). O fungo foi
armazenado na Micoteca do Setor de Micologia do Laboratério de Doencas
Infecciosas — Faculdade de Veterinaria/UFPel/RS, sendo mantido na sua fase
micelial a partir de subculturas em tubos contendo meio Agar Sabouraud dextrose
acrescido de cloranfenicol com cicloheximida e preservados sobre refrigeracdo em
temperatura média de 4°C, realizando subcultivos em intervalos de seis meses como
o recomendado por Kohler et al., (2004).

Figura 1- Colonia filamentosa de Sporothrix schenckii em Agar Sabouraud dextrose
acrescido de cloranfenicol e cicloheximida proveniente de esporotricose disseminada
felina (Setor de Micologia, FV-UFPel)
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3.4 Preparo do inéculo fungico

O in6culo fungico foi preparado a partir de colénia filamentosa do S.
schenckii cultivada em meio agar Sabouraud dextrose acrescido de cloranfenicol
com cicloheximida a 25°C por um periodo de 10 dias. Fragmentos da col6nia foram
removidos do meio de cultura com auxilio de lamina de bisturi estéril e transferidos
para um tubo contendo solugéo salina tamponada (PBS) (Fig. 2A e 2B), filtradas em
camada dupla de gaze estéril, centrifugadas (1500 rpm/ 15 minutos) e lavadas duas
vezes com PBS, homogeneizada e padronizadas em 2x10% células de S.
schenckii/ml (Fig. 2C e 2D).

Figura 2- Preparo do inéculo fungico. (A) Retirada de fragmentos da colénia de
Sporothrix schenckii do meio de cultura com auxilio de l[amina de bisturi estéril; (B)
Transferéncia dos fragmentos fungicos para tubo de ensaio contendo solucao salina
tamponada estéril (PBS); (C) Inéculo fungico a?és filtragem e lavagem em PBS; (D)
In6culo de S. schenckii padronizado em 2x10° células/ml (Setor de Micologia, FV-
UFPel)
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3.5 Inoculacao experimental

Os animais foram inoculados pela via subcutanea no coxim plantar direito,
utilizando seringa de insulina contendo 0,1 ml de suspenséao do inéculo fungico com
2X10° células de S. schenckii/ml (Fig. 3).

Figura 3- Inoculagdo subcutanea no coxim plantar direito com a suspenséo fungica
contendo 2x10° células de S. schenckii/ml (Setor de Micologia, FV-UFPel)

3.6 Tratamento dos animais experimentais com esporotricose cutanea
O tratamento dos animais experimentais foi iniciado doze dias apds a
inoculagédo, quando estes apresentavam lesdes caracteristicas de esporotricose

cutanea, como nédulos e ulceras.

Os animais foram tratados conforme o protocolo a seguir:

- G1: receberam 0,5ml de agua destilada estéril, por via oral (VO) e 0,25 ml
de salina estéril por via subcutanea (SC);

- G2: receberam 10mg/kg de itraconazol VO e 0,25 ml de salina estéril SC;

- G3: receberam 10mg/kg de itraconazol VO associado a 0,5mg de 8 (1-3)
glucana SC;

- G4: receberam 0,5 ml de agua destilada estérii VO e 0,5 mg B (1-3)
glucana SC.
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A agua destilada estéril e o antifungico foram administrados por via oral
diariamente com auxilio de sonda orogastrica (Fig. 4A), enquanto a 8 (1-3) glucana e
a solugéao salina foram administradas uma vez por semana por via subcutanea (Fig.
4B).

O itraconazol (Sporanox®' — Janssen-Cilag) foi primeiramente macerado
com auxilio de gral e pistilo e diluido em agua destilada estéril. Posteriormente o
farmaco foi homogeneizado em agitador (Vortex), sendo este procedimento
realizado diariamente, obtendo-se assim a dose padrédo de acordo com o peso de

cada animal.

A B (1-3) glucana foi utilizada na forma comercial injetdvel com o nome de
Imuno-glucan®.

Figura 4- Administracdo dos farmacos; (A) animais experimentais tratados por via
oral com auxilio de sonda orogastrica; (B) animais experimentais tratados por via
subcutéanea (Setor de Micologia, FV-UFPel)

! Sporanox®— Janssen-Cilag Farmacéutica Ltda - Rua Gerivatiba, 207 - 112 andar Butanta, Sao Paulo-
SP, CEP 05501-900 e-mail: sac@janbr.jnj.com

? Imuno-glucan® - Laboratério Hebron Farmacéutica — Rodovia BR 232, Km136, Bairro Agamenom
Magalhaes, Caruaru-PE, CEP: 55034-540. Farmacéutica Responsavel: Rosa Lucia Carneiro da Silva
hebron@hebron.com.br
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3.7 Acompanhamento clinico

Foram escolhidos aleatoriamente 10 animais de cada grupo experimental
para serem avaliados semanalmente quanto a evolugdo da esporotricose cutanea
durante seis semanas de tratamento. Em todos os animais foi avaliado o local de
inoculagéo, o desenvolvimento de lesGes em outras areas corporeas e o estado
geral de cada animal. A evolucéo clinica da esporotricose foi classificada conforme a
formacao de nédulos, presenca de Ulceras, exsudato e crostas assim como, pela
regressao e cicatrizagao das lesdes no ponto de inoculacao.

3.8 Necropsia dos animais experimentais

Semanalmente foi realizada necropsia de trés animais de cada grupo
experimental, sendo a primeira realizada apés uma semana de tratamento. Os
animais foram eutanasiados com administracdo de Thiopental intraperitonial
conforme resolucéo do CFMV n°714/2002.

Na necropsia foi avaliada a presenca de lesées anatomopatolégicas, bem
como realizada a colheita do coxim plantar direito de cada animal para avaliacao
histopatolégica, contagem de unidades formadoras de colénia (UFC) e
retroisolamento do agente. Orgéos internos (figado e baco), testiculos e linfonodos
popliteos foram colhidos para retroisolamento do S. schenckii e avaliagao
histopatoldgica.

O mesmo procedimento anteriormente descrito foi realizado no restante dos

animais no final do periodo experimental.

3.9 Retroisolamento do Sporothrix schenckii

O retroisolamento do agente foi obtido a partir de fragmentos teciduais
coletados durante as necropsias provenientes do figado, baco, testiculo, linfonodo e
demais Orgaos caso fosse observado a presenca de lesdes caracteristicas da
micose. As amostras foram cultivadas em duplicata em placas contendo agar
Sabouraud acrescido de cloranfenicol e cicloheximida a 25°C e 37°C por até 10 dias

para a caracterizacao macro e micromorfolégica.
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3.10 Contagem de Unidades Formadoras de Col6nias (UFCs)

Para a realizacao da contagem das UFCs, fragmento do coxim plantar direito
coletado foi desinfetado com alcool 70%, dissecado e macerado em gral com auxilio
de pistilo. Posteriormente esse foi lavado com agua destilada estéril (10 ml) e filtrado
em camada dupla de gaze estéril. O filtrado (0,1 ml) foi cultivado em diluicdes
seriadas (107", 102, 10 pela técnica de espalhamento sobre placa (em duplicata)
em agar Sabouraud dextrose acrescido de cloranfenicol e cicloheximida, incubados
a 25°C durante seis dias quando foi realizada a contagem das UFCs das trés
diluicoes, e apos foi calculada a média final o resultado final (Fig. 5).

Figura 5- Procedimento para contagem das unidades formadoras de colénias (UFC);
(A) maceracdo do fragmento de lesdo com o auxilio de grau e pistilo; (B) diluigbes
seriadas da suspensao fungica; (C) transferéncia da suspenséao fungica para placas;
(D) suspenséao fungica semeada através da técnica de espalhamento com algca de
Drigalski (Setor de Micologia, FV-UFPel)
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3.11 Avaliacao histopatolégica

As amostras de fragmentos teciduais obtidas a partir das necropsias foram
fixadas em formol a 10%. Posteriormente foram incluidas em parafina. Os cortes
histolégicos foram corados através da coloracdo de hematoxilina-eosina (HE) e
acido periédico de schiff (PAS). Apds as laminas histolégicas foram observadas ao

microscépio para pesquisa do agente e de lesbes caracteristicas da esporotricose.

3.12 Analise estatistica

A avaliacdo estatistica foi realizada utilizando o programa Statistix 8.0
através da distribuicdo de freqliéncias semanais dos sinais clinicos e grau de
evolugédo clinica. Para estimar as diferengas entre os tratamentos utilizou-se a
analise variancia e comparagao entre as médias pelo método de Kruskal-Wallis e

teste qui-quadrado, com significancia minima de 95%.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao clinica dos animais experimentais

4.1.1 Lesoes no ponto de inoculacao

Doze dias apés a inoculacao experimental a avaliacdo clinica revelou que
todos 0s animais apresentavam lesdes caracteristicas da esporotricose com a
presenca de ndédulos, Ulceras e exsudato no coxim plantar direito (Tab. 2).

No decorrer do estudo as avaliagdes clinicas semanais demonstraram que,
na segunda semana de tratamento, todos os animais do grupo controle (G1), 90%
do grupo ltraconazol (G2), 80% do grupo ltraconazol + B glucana (G3) e 100% do
grupo B glucana (G4) apresentavam o ponto de inoculagéo ulcerado. Nas semanas
trés e quatro 100% dos animais apresentavam ulceras com exsudato e presenca de
crostas no ponto de inoculagdo (Fig. 6A, 7A, 8A, 9A).

A partir da quinta semana os grupos experimentais comegaram a se
diferenciar, sendo visualizadas Ulceras com exsudato e crostas em 50% do grupo G3
(p<0,05), enquanto nos grupos G1, G2 e G4 foi observada a presenga de Ulceras
ativas em 100%, 90% e 80% dos animais respectivamente. O restante dos animais,
10% do G2, 50% do G3 e 20% do G4 apresentavam processo cicatricial com inicio
de regressao das lesées no ponto de inoculagao.

Foi observada diferenca estatistica (p<0,05) entre os trés grupos tratados
em relacdo ao controle na sexta semana do experimento, onde todos os animais
pertencentes ao grupo controle apresentavam lesdes ativas enquanto no grupo G3
70% dos animais apresentavam regressao das lesdes e 20% ponto de inoculacéo
cicatrizado, no grupo G2 e G4 40% dos animais em processo de cicatrizacao e 10%
cicatrizado. Na sétima semana experimental apenas 10% dos animais do grupo G3
apresentavam ulceras ativas no ponto de inoculacao, 60% estavam em processo de
regressao das lesdes e 30% apresentavam-se cicatrizados (Fig. 8B). No grupo G2

50% dos animais permaneciam com lesdes ativas, 40% estavam em cicatrizacao
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(Fig. 7B) e 10% cicatrizados. No grupo G4 60% permaneciam com Uulceras, 30% em
regressao (Fig. 9B) e 10% cicatrizados. Enquanto no grupo G1 somente 20% dos
animais apresentavam processo de cicatrizacdo e 80% permaneciam com lesdes
ativas no ponto de inoculagao (Fig. 6B).

Entre os tratamentos, foi observado que o grupo de animais tratados com o
itraconazol associado a 8 (1-3) glucana apresentou 0 menor tempo de permanéncia
com lesbes ativas no ponto de inoculacdo (3,7semanas) (p<0,05), seguido pelo
grupo tratado com o antifungico (5,2 semanas), grupo tratado com a glucana (5,3
semanas) e por ultimo o grupo controle com 6,2 semanas (Fig.10). No final do
periodo experimental mesmo sendo observada diferenca biolégica entre os animais
do grupo G3, em relacdo aos outros dois tratamentos, nao foi verificado, diferenca

estatisticamente significativa (p = 0,054) Fig. 11,12,13).

Tabela 2 - Freqliéncia de animais com esporotricose cutanea apresentando nédulos,
Ulceras e exsudato, regressao e cicatrizacdo das lesdes no ponto de inoculacao
conforme 0s grupos experimentais

GRUPOS

CONT ITRA ITRA+GLUCANA GLUCANA
(G1) (G2) (G3) (G4)

SEMN UE R C N UE R C€C N UE R C N UE R C
o % P B P B B o B B B P P N B R

I 70 30 - - 60 40 - - 70 30 - - 40 60 - -
2 - 100 - - 10 9 - - 2 8 - - - 100 - -
3 - 100 - - - 100 - - - 100 - - - 100 - -
4 - 100 - - - 100 - - - 100 - - - 100 - -
5 - 100 - - - 9 10 - - 50 40 10 - 80 20 -
6 - 100 - - - 60 40 - - 10 70 20 - 60 40 -
7 - 8 20 - - 50 40 10 - 10 60 30 - 60 30 10

SEM- semanas; N- nodulos; UE- Ulcera e esxudato; R- regressao das lesdes; C- cicatrizado; G1-
grupo controle; G2- grupo tratado com de itraconazol; G3- grupo tratado com itraconazol € B (1-3)
glucana; G4- grupo tratado B (1-3) glucana; * Primeira avaliagcdo doze dias apds inoculagéo e inicio de
tratamento.
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Figura 6- Animais pertencentes ao G1: (A) Les&o ulcerada e exsudativa no ponto de
inoculacado no inicio do periodo experimental (semana trés); (B) Edema da pata
inoculada envolvendo articulagao tibiotarsica e presenca de uUlcera no ponto de
inoculacao no final do periodo experimental (semana sete) (Setor de Micologia, FV-

UFPel)

Figura 7- Animais pertencentes ao G2: (A) Lesao ulcerada no coxim plantar direito
no inicio do periodo experimental (semana trés); (B) lesdo em processo de
cicatrizacao no final do periodo experimental (semana sete) (Setor de Micologia, FV-

UFPel)
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Figura 8- Animais pertencentes ao G3: (A) Leséo ulcerada e exsudativa no ponto de
inoculacao no inicio do periodo experimental (semana trés); (B) Cicatrizacao no sitio
de inoculagao no final do periodo experimental (semana sete) (Setor de Micologia,

FV-UFPel)

Figura 9- Animais pertencentes ao G4: (A) Leséo ulcerada e exsudativa no inicio do
periodo experimental (semana trés); (B) Lesdo em processo de regressao no final do
periodo experimental (semana sete) (Setor de Micologia, FV-UFPel)
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Figura 10- Periodo experimental correspondente a permanéncia de Ulceras ativas no
ponto de inoculacdo dos animais com esporotricose cutdnea, conforme 0s grupos
experimentais (Setor de Micologia, FV-UFPel)
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Figura 11— Evolucao clinica da esporotricose cutdnea em relagcao a permanéncia de
Ulceras e exsudato no ponto de inoculacdo. (G1)- grupos controle; (G2)- grupo
itraconazol; (G3)- grupo itraconazol + B (1-3) glucana e (G4) grupo B (1-3) glucana
(Setor de Micologia, FV-UFPel)
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Figura 12- Freqléncia de regressbes e cicatrizacdo das lesdes no ponto de
inoculacao dos animais com esporotricose cutanea experimental em sete semanas
(Setor de Micologia, FV-UFPel)
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Figura 13- Freqiiéncia de animais com esporotricose cutdnea em processo de
regressao e cicatrizada no ponto de inoculagdo conforme grupo experimental ao
término do periodo experimental (Setor de Micologia, FV-UFPel)
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4.1.2 Presenca de multiplas lesdes cutaneas

A partir da segunda semana de avaliagédo clinica, foram observadas lesdes
em outras areas corporeas nos animais experimentais. As regides mais
freqlientemente afetadas foram o dorso e articulagéo tibiotarsica correspondente ao
membro inoculado, membro anterior direito e cauda. As lesGes eram caracterizadas
pela presenca de eritema, edema, nédulos e Ulceras com presenca de exsudato.

No grupo G1, na quinta e sexta semanas de experimento foram observadas
multiplas lesbes em todos os animais. Estas se apresentavam inicialmente
nodulares, evoluindo para ulceras, principalmente no dorso da pata, articulacao
tibiotarsiana, membro anterior direito e cauda (Fig. 14A e 14B), permanecendo 80%
dos animais com lesdes até o término do periodo experimental.

Quanto ao grupo G2, na quarta semana 80% dos animais desenvolveram
lesbes nodulares no dorso da pata inoculada e edema com posterior formacéao de
nédulos e ulceras na articulacdo tibiotarsica no mesmo membro inoculado (Fig.
14C). A partir da quinta semana houve regressao dessas lesdes, chegando ao final
do tratamento com 20% dos animais com permanéncia de lesao.

Em relacdo ao grupo G3, observou-se que 70% dos animais na quarta
semana experimental apresentavam lesGes multiplas de esporotricose
principalmente no dorso da pata e articulacdo (Fig. 14D). Na quinta semana foi
observado o inicio de regressdo dessas lesdes, chegando ao final do periodo do
estudo com somente 10% dos animais apresentando lesées multiplas.

Em se tratando do grupo G4, o maior nimero de animais com lesdes
multiplas ocorreu na quarta semana, correspondendo a 70% dos animais. As lesdes
estavam localizadas no dorso e articulagdo do membro inoculado e cauda (Fig. 14E).
No final do tratamento 30% dos animais mantiveram multiplas lesdes.

A andlise estatistica demonstrou que o0s animais pertencentes aos grupos
tratados (G2, G3 e G4) apresentaram diferencas (p<0,05) em relacdo ao grupo
controle, sendo que esses grupos tiveram menor freqliéncia de animais com

multiplas lesdes no final do estudo (Fig. 15).
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Figura 14- Animais experimentais apresentando lesées em outras areas corporeas:
(A) animal do grupo G1 com lesbdes ulceradas localizadas no dorso da pata
inoculada na quinta semana experimental; (B) animal do grupo G1 com lesao
ulcerada localizada na cauda ao término do periodo experimental; (C) animal do
grupo G2 com lesdes ulceradas na articulagao do membro inoculado; (D) animal do
grupo G3 com edema na articulagao tibiotarsiana na terceira semana experimental;
(E) animal do grupo G4 com lesdo nodular localizada no dorso da pata inoculada
(Setor de Micologia, FV-UFPel)
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Figura 15- Freqiéncia semanal de animais com esporotricose cutdnea apresentando
lesbes em outras regides corpéreas além do ponto de inoculagdo conforme os
grupos experimentais (Setor de Micologia, FV-UFPel)



50

4.2 Alteracoes anatomopatoldgicas dos animais experimentais

Semanalmente foram realizadas necropsias, sendo feita a analise
macroscopica dos 06rgaos internos de todos os animais a fim de avaliar o
comprometimento sistémico em cada grupo experimental. Foram coletados figado,
baco, testiculos, linfonodo popliteo e pulméo, sendo encaminhados para o
retroisolamento do agente e analise histopatoldgica.

As principais alteracées anatomopatolégicas observadas foram aumento do
linfonodo popliteo e lesdes puntiformes esbranquicadas, localizada e/ou
disseminada, no bago, figado e pulmao (Fig. 16).

A andlise estatistica evidenciou que o0s animais pertencentes aos grupos
tratados (G2, G3 e G4) diferiram p<(0,05) em relacdo ao grupo controle (G1),
demonstrando menor freqiéncia ou auséncia de alteracdes anatomopatolégicas nos
grupos tratados, no entanto ndo houve diferencga significativa entre estes trés grupos
(tab. 3).

Tabela 3- Freqiéncia de animais com alteragdes anatomopatoldgicas observadas
durante as necropsias realizadas no decorrer do periodo experimental conforme
cada grupo de tratamento (n=25).

Orgaos G1 (%) G2 (%) G3 (%) G4 (%)
Baco 24 4 4 8
Figado 40 12 8 16
Testiculos - - - -

Linfonodo
popliteo 92 68 64 72
Pulmé&o 4 - - -

G1- grupo controle; G2- grupo ltraconazol; G3- grupo ltraconazol + 8 (1-3) glucana;
G4- grupo B (1-3) glucana.
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Figura 16- Alterac6es anatomopatologicas observadas na necropsia do grupo G1;
(A) membro inoculado apresentado lesdo com exsudato purulento no ponto de
inoculacdo e articulacdo tibiotarsiana; (B) presenca de lesdes puntiformes
esbranquigadas no figado (C) presenca de lesdes puntiformes esbranquicadas no
baco (Setor de Micologia, FV-UFPel)

4.3 Retroisolamento do Sporothrix schenckii

Ao final do experimento o retroisolamento do S. schenckii foi obtido em 54%
(12/22) dos animais pertencentes ao G3. Nos grupos G1, G2 e G4 obteve-se,
respectivamente, 95% (21/22), 86% (19/22) e 77% (17/22) dos érgaos com o cultivo
positivo para o agente (Figura 17).

Os 6rgaos dos quais foram obtidos a maior freqiéncia de retroisolamento de
S. schenckii foram os linfonodos popliteos, seguidos de testiculos, figado e bago
(Fig. 18), e em um caso do grupo controle foi obtido o isolamento do tecido
pulmonar.
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Figura 17- FreqUéncia de retroisolamento positivo para Sporothrix schenckii obtido a
partir dos 6rgaos internos conforme o grupo experimental (Setor de Micologia, FV-
UFPel)

Figura 18- Retroisolamento positivo para o Sporothrix schenckii (A) Colbnias
filamentosas de S. schenckii apresentado coloragao inicialmente creme passando a
enegrecidas com o envelhecimento da col6nia; (B) aspecto microscépico do agente
apresentando hifas finas hialinas com conidiéforos simpodiais frutificando conidios
dispostos ao redor (Setor de Micologia, FV-UFPel)
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