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RESUMO

ANTUNES, Tatiana de Avila. Avaliagdo da capacidade imunogénica de células
leveduriformes de Sporothrix schenckii inativadas em modelo murino. 2010.
102f. Tese (Doutorado) - Programa de Pés-Graduagao em Veterinaria. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

Orientador: Mario Carlos Araujo Meireles

Co-orientador: Luiz Filipe Damé Schuch

Esporotricose € uma micose subcutdanea de carater zoonoético, cosmopolita de
evolugdo subaguda ou crbénica que tem como agente etiolégico o fungo dimorfico
Sporothrix schenckii afetando o homem e varias espécies de animais, principalmente
o felino domeéstico, sendo considerada de interesse para a Saude Publica.
Considerando as dificuldades terapéuticas no tratamento da micose nessa espécie
animal, incluindo toxicidade e o desenvolvimento de resisténcia aos antifungicos
tradicionalmente utilizados na terapia da enfermidade o estudo objetivou avaliar a
capacidade imunogénica de células leveduriformes de S. schenckii inativadas tanto
na imunoprofilaxia como na imunoterapia da esporotricose. Foram utilizados 160
ratos albinos wistar (Rattus norvergicus) com 70 dias (80 na imunoprofilaxia e 80 na
imunoterapia) sendo divididos em quatro grupos que receberam trés doses do
imunégeno a cada 14 dias. Os grupos foram divididos em: G1 (controle- éleo
mineral), G2 (Ag+ adjuvante incompleto de freund), G3 (Ag + adjuvante completo de
freund) e G4 (Ag + adjuvante incompleto de freund + propolis). Para preparagao da
vacina foi utilizado um isolado de S. schenckii na forma leveduriforme proveniente de
um caso de esporotricose cutdnea de felino doméstico. O fungo foi cultivado em
meio liquido (Brain-Heart broth®), incubado durante 10 dias a 37°C e mantido sob
agitacado constante para obtencédo da forma leveduriforme. A cultura foi filtrada em
dupla camada de gaze estéril, centrifugada, lavada duas vezes com solugao salina
tamponada (PBS), homogeneizada e padronizada em 10® células de S. schenckii/
ml. As células foram inativadas com thimerosal a 0,02% e posteriormente
emulsificadas com 6leo mineral, sendo as vacinas acondicionadas em frascos
estéreis fechados e mantidas a temperatura de 4°C durante todo o periodo
experimental. Foi utilizada uma dose de 0,1 ml/animal por via intramuscular. Os ratos
que receberem a vacina como imunoprofilaxia apos as trés doses foram desafiados,
sendo inoculados por via subcutdnea com 2X10° células/ml de S. schenckii e
avaliados durante 10 dias. Os animais tratados com imunoterapico foram inoculados
com o agente e apos 14 dias receberam trés doses do imundgeno. Apos o periodo
experimental todos foram eutanasiados e feita necropsia para realizagao de analise
micoldgica, histopatoldgica e contagem das Unidades Formadoras de Colonias.



Os resultados obtidos foram: na imunoprofilaxia as alteracbes anatomopatoldgicas
demonstraram diferenga estatisticamente significativa (P<0,05) dos grupos
vacinados (G2, G3 e G4) quando comparados ao grupo controle (G1) em relagao ao
ponto de inoculagdo, ndo havendo diferenca estatistica na avaliagdo dos 6rgéos
internos. Na imunoterapia a avaliagao clinica no ponto de inoculagao evidenciou que
nao houve diferenga estatistica entre os quatro grupos experimentais, porém ao final
do experimento os grupos G1, G2, G3 e G4 apresentavam respectivamente 8,3%,
58,3%, 41,7% e 50% das lesbes em processo de regressdo e cicatrizagdo. Em
relacdo a lesdes em outras areas corpéreas somente na ultima semana do
experimento os grupos G2 e G3 diferiram estatisticamente (P<0,05) do grupo
controle (G1). Alteragbes anatomopatolégicas foram encontradas nos 6rgaos
internos dos quatro grupos experimentais, porém com um maior numero de lesdes
nos animais do grupo CONT. Tanto na imunoprofilaxia quanto na imunoterapia o
retroisolamento do agente e Contagem das Unidades Formadoras de col6nias
demonstraram que houve crescimento do S. schenckii nos quatro grupos
experimentais, porém com menor frequéncia e quantificacdo de UFCs no ponto de
inoculagao e 6rgaos internos dos grupos G2, G3 e G4. Na avaliagao histopatoldgica
foi verificada a presenca de granulomas e piogranulomas focais e multifocais no
ponto de inoculagdo e 6rgaos internos dos quatro grupos, porém os animais que
receberam imunoprofilatico as alteracbes ficaram mais restritas ao ponto de
inoculacdo. Os resultados permitem concluir que as trés formulagdes de vacinas
(AIF, ACF e AIFP) utilizadas como imunoprofilatico e imunoterapico ndo foram
eficazes para a remissdo completa das lesdes de esporotricose cutanea
experimental.

Palavras-chave: S. schenckii, esporotricose, imunoprofilaxia, imunoterapia



ABSTRACT

ANTUNES, Tatiana de Avila. Evaluation of the immunogenic capacity of yeast
cells of Sporothrix schenckii inactivated in a murine model. 2010. 102f. Tese
(Doutorado) - Programa de P6s-Graduagédo em Veterinaria. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

Orientador: Mario Carlos Araujo Meireles

Co-orientador: Luiz Filipe Damé Schuch

Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis of zoonotic character, cosmopolitan
development subacute or chronic whose agent the dimorphic fungus Sporothrix
schenckii affecting man and various species of animals, especially the domestic cat,
being considered of interest to Public Healt. Considering the difficulties in the
therapeutic treatment of ringworm in this animal species, including toxicity and
the development of resistance to antifungal agents traditionally used to treat
disease the study aimed evaluate the immunogenic capacity of yeast cells of S.
schenckii inactivated both in immunoprophylaxis and immunotherapy of
sporotrichosis. We used 160 Wistar albin rats (Rattus norvegicus) at 70 days
(80 in immunoprophylaxis and 80 in immunotheraphy) were divided into four
groups that were immunized three times every 15 days. The groups were
divided as follows: G1 (control, mineral oil), G2 (Ag + incomplete freund
adjuvant), G3 (Ag + Freund's complete adjuvant) and G4 (Ag + incomplete
freund adjuvant + propolis). Preparation of the vaccine used was an isolate of
S. schenckii from yeast in the form of a case of cutaneous sporotrichosis of
domestic cat. The fungus was grown in medium liquid (Brain-Heart broth®),
incubated for 10 days at 37°C and kept under constant agitation to obtain the
yeast form. The culture was filtered through a double layer of sterile gauze,
centrifuged, washed twice with buffered saline (PBS), homogenized and
standardized in 10® cells of S. schenckii / ml. The cells were inactivated with
0.02% thimerosal and then emulsified with mineral oil, and vaccines packaged
in sterilized sealed and kept at a temperature of 4°C throughout the
experimental period. Was used a dose of 0.1 ml/animal intramuscularly. Rats
that received the vaccine as immunoprophylaxis after the three doses were
challenged, and inoculated subcutaneously with 2X10° cells / ml of S. schenckii
in the right footpad and evaluated for 10 days. Animals treated with
immunotherapy were inoculated with the agent after 14 days and received



three doses of immunogen. After the experimental period all were euthanized
and necropsy to mycological examination, histopathology and counting colony
forming units. The results were: immunoprophylaxis in the pathological
changes showed statistically significant differences (P <0.05) in the vaccinated
groups (G2, G3 and G4) compared to the control group (G1) to the point of
inoculation, with no statistical difference the evaluation of internal organs.
Immunotherapy clinical evaluation at the injection showed that there was no
statistical difference among the four experimental groups, but at the end of the
experiment the groups G1, G2, G3 and G4 had respectively 8.3%, 58.3%, 41.7
% and 50% of injuries in the process of regression and healing. In relation to
injuries in other body areas only in the last week of the experiment, the G2 and
G3 differ statistically (P <0.05) in the control group (G1). Pathological changes
were found in the internal organs of the four experimental groups, but with a
greater number of lesions in group CONT. Both in immunoprophylaxis and
immunotherapy the retroisolation of the agent and count of colony forming units
showed that there was growth of S. schenckii in the four experimental groups,
but with less frequency and quantification of CFU at the point of inoculation
and internal organs of the groups G2, G3 and G4. In histopathologic
evaluation to determine the presence of granulomas and pyogranulomas focal
and multifocal in the point of inoculation and internal organs of the four groups,
but the animals that received immunoprophylactic changes were more
restricted to the point of inoculation. The results indicate that the three vaccine
formulations (AIF ACF and AIFP) used as immunoprophylactic and
immunotherapy have not been effective for the remission of the lesions of
experimental cutaneous sporotrichosis.

Keywords: S. schenckii, sporotrichosis, immunoprophylaxis, immunotherapy
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1 INTRODUCAO

A esporotricose € uma micose subcutdnea cosmopolita de evolugao
subaguda ou crénica que tem como agente etiolégico o fungo dimérfico Sporothrix
schenckii afetando o homem e varias espécies de animais domésticos como caes,
gatos, cavalos, bovinos, camelos, cabras, suinos, ratos, camundongos, golfinhos,
chimpanzés e aves (KNOW-CHUNG; BENNETT, 1992; LACAZ et al., 2002). Esse
fungo vive em solo rico em matéria organica, vegetacao, cascas de arvores e em
locais de clima quente e umido, principalmente em regides de climas tropicais e
subtropicais (KNOW-CHUNG; BENNETT, 1992).

O Sporothrix schenckii foi isolado primeiramente em 1898 por Schenck de
uma lesdo em humano (ARENAS, 1993). No Brasil, a doenga € conhecida desde
1907 quando Lutz e Splendore relataram a infecgdo no homem e em ratos. Em
meados de 1950, a esporotricose foi descrita em cdes em Santa Catarina (SOUZA,
1957) e em gatos em Sao Paulo (FREITAS; MIGLIANO; ZANI NETO, 1956), sendo
atualmente considerada uma zoonose emergente de importancia para a Saude
Publica.

A esporotricose é adquirida pela inoculagdo traumatica do S. schenckii na
pele através do solo contaminado, plantas e pela arranhadura, mordedura ou
contato direto com lesdes dos felinos (MARQUES et al., 1993; WOLF; TRAY, 1997).
Além do gato, o tatu (Dasypus novencitus), por ser um animal que mantém um
contato permanente com a terra, também é apontado como fonte de infeccdo da
esporotricose ao homem (DIAZ, 1987).

Atualmente, vem sendo demonstrado que os felinos domésticos (Felis cattus)
tém um importante papel epidemiolégico na transmissdo da esporotricose pelos
habitos, de cavar buracos e cobrir seus dejetos com terra ou de afiar as garras em
troncos de arvores, podendo tornar-se portadores sadios ou enfermos. A infeccdo no

homem e em outros animais com o fungo ocorre através da arranhadura e
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mordedura ou pela contaminagao através de solugdo de continuidade. Estudos
demonstraram o isolamento de S. schenckii de unhas (SCHUBACH et al., 2000;
SCHUBACH et al., 2001; SOUZA, 2001) e cavidade bucal (SCHUBACH et al., 2001)
de felinos com a micose destacando o risco de inoculagbes do agente através de
mordidas e arranhaduras desses animais.

Outro fator que propicia a contaminacdo do S. schenckii pelos felinos
domeésticos é o fato das lesbes destes possuirem grande quantidade de células
fungicas, potencializando assim a capacidade infectante do agente para o homem
ou animais. Estes possuem uma aparente inabilidade para a resolugdo da
esporotricose, e nessa espécie a enfermidade se apresenta de forma mais intensa
em comparagado com as demais. Provavelmente esse fato seja atribuido a doencgas
imunossupressivas ou a deficiéncia especifica na resposta imunoldgica contra o
Sporothrix schenckii (DUNSTAN et al.,, 1986; SCHUBACH; SCHUBACH, 2000;
SCHUBACH et al., 2001). Estudos demonstram que o felino doméstico possa ter
uma deficiéncia na resposta imunologica contra o Sporothrix schenckii devido a uma
tolerancia imunolégica provocada por altos titulos de antigenos (CARLOS; SGARBI;
PLACERES, 1999).

Dentre os animais a maior frequéncia de casos ocorre em felinos domésticos
e nestes as lesdes ocorrem principalmente nas partes distais dos membros, face ou
base da cauda, caracterizadas por nédulos ulcerados e crostosos que drenam
exsudato purulento castanho-avermelhado, com zonas de necrose, muitas vezes
ocorrendo exposicao de musculos e ossos. Quando ocorre evolugdo para forma
sistémica, além das lesbes cutaneas, os felinos podem apresentar anorexia,
hipertermia e prostracdo. No homem, as lesdes se manifestam, principalmente, na
forma cutanea fixa podendo evoluir para linfangite ascendente ocorrendo raramente
a forma sistémica, sendo esta associada a doencgas imunossupressivas (LARSSON
et al., 1989; LACAZ et al., 2002; KNOW-CHUNG; BENNETT, 1992; JUSTA P. NETO
et al., 1999). Nos caes, a esporotricose apresenta-se principalmente na forma
cutanea localizada ou cutanea-linfatica (MIGLIANO; FREITAS; MORENO, 1963;
JUNGERMAN; SCHWARTZMAN, 1972; FIGUEIREDO; FERREIRA, 1998) e nos
equinos, a enfermidade possui carater crénico e ocorre principalmente na forma
subcutanea com formacdo de multiplos nédulos e Uulceras drenantes e forma
cutaneo-linfatica com  linfangite  ascendente  ulcerativa (JUNGERMAN;
SCHWARTZMAN, 1972; GREYDANUS et al., 1994; COPETTI et al., 2002).
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No Brasil os principais relatos de esporotricose ocorrem no Rio de Janeiro,
por ser uma regido litoranea de clima quente e umido, com mais de 1400 casos
descritos em humanos e animais, sendo descrita também em S&o Paulo, Rio
Grande do Sul, Mato Grosso, Parana e Minas Gerais (NOGUEIRA et al., 1995;
FIGUEIREDO; FERREIRA, 1999; BARROS et al.,, 2001; FLEURY et at.; 2001;
NOBRE et al, 2002; FERNANDES et al.; 2004; SCHUBACH et al.,, 2004;
SCHUBACH et al., 2006; GORGOZINHO et al., 2006; MEINERZ et al., 2007). Na
regido sul do Rio Grande do Sul foram diagnosticados nos ultimos anos varios casos
de esporotricose em felinos domésticos com e sem envolvimento zondtico e um
crescente aumento da micose em caninos (XAVIER et al., 2004; MADRID et al.,
2007; MEINERZ et al., 2007)

A esporotricose € uma micose de carater zoondtico, sendo considerada de
interesse para a Saude Publica devido atualmente haver um aumento na aquisicao
do felino doméstico como animal de companhia. Este convive diretamente com seu
proprietario podendo facilitar a transmissdo da doenga a partir de um animal
portador do S. schenckii (SOUZA et al., 2000; BARROS et al., 2001; XAVIER et al.,
2004). Entretanto, os farmacos utilizados no tratamento da enfermidade n&o
satisfazem completamente a necessidade médica e veterinaria, devido,
principalmente aos problemas relacionados a espectro, poténcia, seguranca e
propriedades farmacocinéticas dos antifungicos disponiveis (DE PAUW, 2000). Em
humanos, o crescente uso de farmacos imunossupressores, antibacterianos e
quimioterapicos, além de aumento no numero de pacientes transplantados e com
SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) resultaram no aumento de
susceptibilidade destes adquirirem esta enfermidade e consequentemente estarem
sujeitos a falhas terapéuticas, recidiva, assim como o desenvolvimento de
resisténcia aos antifungicos de uso corrente.

Durante varios anos os medicamentos de eleicdo para esporotricose nas
formas cutanea e linfocutanea foram os iodetos inorganicos, principalmente o iodeto
de potassio. Porém, o seu uso terapéutico demonstrou ser ineficaz apresentando
toxicidade em felinos, que comumente apresentam sinais de iodismo (LARSSON,
1998). A acdo do iodeto de potassio ndo é demonstrada in vitro contra o S.
schenckii, sendo que a sua agao in vivo parece estar relacionada com o estimulo da
fagocitose (POLAK, 1999; NOBRE et al.,2002). J& a anfotericina B, antibiético

poliénico, foi introduzida em 1956 e desde entdo tem sido preconizada para as
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formas sistémicas da micose em humanos, apresentando boa atividade, no entanto
sdo comum relatos de nefrotoxicidade, com isso teve seu uso restrito nos animais
domésticos (HOPPE-TICHY, 1997). Outros antifungicos utilizados para o tratamento
desta micose sdo o cetoconazol e a terbinafina, sendo que estudos in vitro
demonstraram boa atividade frente ao S. schenckii, assim como, boa tolerabilidade e
acao no tratamento da esporotricose cutdnea e cutdnea linfatica (KAUFFMAN;
HAIJJEH; CHAPMAN, 2000; MORISHITA et al., 2001).

Na década de noventa o itraconazol, antifungico de eleicdo para as formas
cutanea e linfocutdnea da esporotricose, surgiu como uma opgao terapéutica eficaz
com menos efeitos colaterais em relagdo aos antifungicos tradicionalmente utilizados
para a esporotricose. Porém estudos demonstraram que sdo crescentes os casos de
resisténcia in vitro, assim como recidiva e falha terapéutica em individuos utilizando
este farmaco (RESTREPO et al, 1986; NOBRE et al., 2002; ROCHETTE;
ENGELEN; VANDEN BOSSCHE, 2003; BUSTAMANTE; CAMPOS, 2004;
SCHUBACH et al., 2004).

Neste contexto, varios estudos tém buscado novas alternativas terapéuticas
para a esporotricose e outras micoses de interesse humano e veterinario, devido ao
aumento da ocorréncia dessas doengas fungicas associadas a enfermidades
imunossupressoras. Portanto, estdo sendo realizadas pesquisas para o0
desenvolvimento de imundégenos tanto na prevengdo como tratamento dessas
infeccées. O desenvolvimento de vacinas contra organismos eucariotas representa
um desafio, pois a complexidade antigénica desses organismos dificulta a selegao
de componentes imunogénicos com potencial protetor. Porém, algumas vacinas
contra determinados fungos como Aspergillus fumigatus, Candida albicans,
Cryptococcus neoformans, Trichophyton sp, Microsporum canis, Blastomyces
dermatitidis, Histoplasma capsulatum e Paracoccidioides brasiliensis ja foram
testadas demonstrando bons resultados (GUDDING; LUND, 1995; GORDON;
BOND, 1996; DIXON et al., 1998; RYBNIKAR; VRZAL; CHUMELA ,1998; CUTLER;
DEEPE Jr.; KLEIN, 2007).

Em vista da importancia do felino doméstico na transmissao da esporotricose
para outros animais e para o homem, assim como as falhas terapéuticas e recidivas
envolvendo a terapia em alguns animais da espécie felina, o presente trabalho teve

como objetivo estudar e avaliar a capacidade imunogénica de células leveduriformes
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de Sporothrix schenckii inativadas utilizando diferentes adjuvantes, tanto na
prevencao (imunoprofilaxia) como no tratamento (imunoterapia) da esporotricose
experimental em ratos albinos (Rattus norvergicus) linhagem Wistar, para que
posteriormente os felinos domésticos tenham novas alternativas com menos efeitos

colaterais e menor custo do que os antifungicos de eleig¢ao.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Sporothrix schenckii

O fungo Sporothrix schenckii foi isolado pela primeira vez em 1898 nos
Estados Unidos, por Benjamin Schenck, em lesdo de paciente humano, sendo
denominado Sporotrichia. Em 1900, Hektoen & Perkins informaram o segundo caso
de esporotricose e denominaram o fungo isolado de S. schenckii. Em 1903, De
Beurman & Gougerot estudaram a esporotricose na Franga e em 1905 o fungo
isolado destes casos clinicos foi denominado Sporotrichum beurmanni, por ser
considerado diferente do S. schenckii, mas em 1921 as esporotricoses americana e
francesa foram consideradas idénticas e em 1963 foi proposto por Carmichael a
denominacédo do agente de Sporothrix schenckii (RIPPON, 1988; ARENAS, 1993;
LACAZ et al, 2002).

O agente etiologico da esporotricose é um fungo geofilico, sendo
considerado um saprobio de solo rico em celulose, crescendo em plantas, cascas de
arvores e musgos principalmente em locais de clima quente e umido (FINDLAY;
VISMER, 1986; DONADEL et al., 1993; SMILACK, 1993). Pertence a diviséo
Ascomycota, subclasse Euascomycetes, ordem Ophiostomatales, familia
Ophiostomataceae, género Sporothrix e espécie schenckii (KNOW-CHUNG,;
BENNETT, 1992; LACAZ et al.,, 2002). A forma teleomorfa do agente nao esta
totalmente definida, embora a analise molecular de rRNA ribossémico forneceu que
Ophiostoma stenoceras, relacionado aos Ascomycetes seja a provavel forma sexual
(KNOW-CHUNG; BENNETT, 1992; LACAZ et al.,, 2002; LOPES-BEZERRA;
SCHUBACH; COSTA, 2006).

Por ser um fungo dimérfico, o S. schenckii apresenta a forma micelial no
meio ambiente e in vitro em temperatura ao redor de 25°C formando hifas e conidios
e a forma leveduriforme in vivo e in vitro a 37°C. A temperatura ideal de crescimento

varia entre 25-27°C e a inibicdo do seu crescimento ocorre entre 39-40°C (LACAZ et
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al., 2002). A forma miceliana aparece microscopicamente como pequenos conidios
ovais hialinos ou dematiaceos, solitarios ao longo das hifas, semelhantes a uma
“‘margarida” nas extremidades de conidiéforos curtos e ndo ramificados (KERN;
BLEVINS, 1999). As hifas s&o finas, hialinas, septadas e ramificadas, com
conidiéforos delgados, em cujo apice forma-se uma pequena vesicula com
denticulos simpodialmente dispostos, do qual nasce o conidio. As colbnias escuras
produzem dois tipos de conidios: os hialinos com parede celular fina e os escuros
com parede celular espessa. Os primeiros sdo ovais, elipticos e piriformes, medindo
2 a 6 ym de didmetro e os de parede espessa, sao esféricos a ovais com 2 a 4 um
de diametro (LACAZ et al.,, 2002). A forma leveduriforme é caracterizada por
pequenas células esféricas, ovais ou alongadas, que se assemelham a “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 transicdo da
forma micelial para leveduriforme dura em torno de 13 dias, sendo que em
condigdes experimentais nas primeiras 48h apds a inoculagcdo 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 presenga de melanina estejam
envolvidos na patogenicidade do S. schenckii. Quanto a termotoleréancia, foi
observado que isolados incapazes de crescer a temperaturas superiores a 35 e
37°C, estariam associados a forma cutanea da micose, enquanto que o0s mais
termotolerantes estariam aptos a se desenvolver nos oOrgaos internos,
desenvolvendo a forma sistémica da esporotricose (KAUFFMAN, 1999;
TACHIBANA; MATSUYAMA; MITSUYAMA, 1999; KONG et al., 2006). Em relagao a
melanina, ja foi demonstrado que a sua presenga confere ao agente protegao celular
a danos quimicos e fisicos, provavelmente através do sequestro de radicais livres e
dificulta a agdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro (DIXON; DUCAN; HURD,
1992, ROMERO-MARTINEZ et al., 2000; NOBRE et al., 2004).



26

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

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

A camada externa da parede celular do S. schenckii contém muitos
polimeros com peptideos-ramnomananas e poucos com galactose. As fragdes
antigénicas como a peptideo-ramnomanana foram isoladas das células
leveduriformes do S. Schenckii e tém capacidade de estimular a atividade
mitogénica dos linfocitos, mas com baixa atividade (LLOYD; BITTON, 1971,
CARLOS; SGARBI; PLACERES, 1999). A peptideo-ramnomanana €& responsavel
pelo processo de adesao tanto dos conidios como das leveduras ao colageno tipo I,
fibronectina e laminina. O processo de aderéncia do patdgeno a tecidos do
hospedeiro € essencial para o desenvolvimento da infecgdo, assim como para a
disseminacgao do fungo (LIMA et al., 1999).

O meio de cultura utilizado para o isolamento do S. schenckii € geralmente
agar Sabouraud acrescido ou nao de nutrientes, antibacterianos (penicilina,
estreptomicina, cloranfenicol) ou de antifungicos como a cicloheximida. Também s&o
utilizados para cultivo outros meios como agar fuba, infusdo cérebro-coragao (BHI) e
agar batata crescendo bem de trés a cinco dias apds o cultivo (KNOW-CHUNG;
BENNETT, 1992; LACAZ et al., 2002). Quando cultivado em temperatura de 25°C a
35°C, apresenta-se como uma coldnia inicialmente de cor branca amarelada,
sedosa, membranosa, as vezes com micélio aéreo, posteriormente tornando-se
pregueada e escurecida. A 37°C o S. schenckii cresce na forma leveduriforme e
adota aspecto de colonia bacteriana cinza ou creme (ARENAS, 1993). O uso de 6leo
mineral estéril e agua destilada estéril sdo indicados para manutengéo dos isolados
(BORBA; SILVA; OLIVEIRA, 1992; CAPRILES et al., 1993).
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2.2 Esporotricose

A esporotricose € uma micose subcutdnea de evolugdo subaguda ou
cronica, produzida pelo fungo dimorfico Sporothrix schenckii afetando o homem e
uma grande variedade de animais como céaes, gatos, cavalos, bovinos, camelos,
golfinhos, cabras, mulas, suinos, ratos, chimpanzés e aves (LACAZ et al., 2002;
KNOW-CHUNG; BENNETT, 1992) sendo atualmente mais diagnosticada em gatos
do que em céaes (FARIAS et al., 1997; LARSSON, 1998; BARROS et al., 2001). A
enfermidade apresenta distribuicdo mundial, com maior frequéncia em zonas de
clima temperado e tropical, sendo a maioria dos casos descritos na América Central
e América do Sul (CONTI-DIAZ, 1989; KNOW-CHUNG; BENNETT, 1992;
SCHUBACH et al., 2002).

No Brasil, segundo reviséo bibliografica (FERREIRO, 1984), a esporotricose
€ conhecida desde 1907, quando foi relatada a infecgdo no homem e em animais
(ratos) no estado de Sao Paulo por Lutz e Splendore. Em meados de 1950, a
doenca foi descrita em cdes em Santa Catarina (SOUZA, 1957) e em gatos em S&o
Paulo (FREITAS; MIGLIANO; ZANI NETO, 1956). No Rio Grande do Sul o primeiro
caso ocorreu em dois caes (LONDERO; CASTRO; FISCHMAN, 1964). Almeida et al.
(1955) alertou pela primeira vez no Brasil a possivel transmissdo da esporotricose
felina ao homem.

A esporotricose era considerada uma doencga de ocorréncia rara no Brasil
até o ano de 1997 (MIGLIANO; FREITAS; MORENO, 1963; FISCHMAN;
ALCHORNE; PORTUGAL,1973; LARSSON et al., 1989; MARQUES et al., 1993),
sendo o0 maior numero de casos registrados em humanos. Estudos realizados por
Almeida et al. (1955) reuniram 344 casos da enfermidade em S&o Paulo e Freitas et

al. (1965) relataram oito casos em felinos e 12 em cées.

Atualmente a doenga tem sido diagnosticada na regido sudeste com
crescente numero de casos principalmente no estado do Rio de Janeiro com mais
de 1400 casos descritos em humanos e animais (COSTA et al., 2000; SHIAVO at al.,
2000; SCHUBACH; SCHUBACH, 2000; SOUZA et al.,, 2000; SCHUBACH et al.,
2001) e Sao Paulo (LARSSON et al, 1989; MARQUES; CAMARGO;
FAGUNDES,1997; LARSSON, 2000) e, em menor numero, em Minas Gerais
(NOGUEIRA et al., 1995; FIGUEIREDO; FERREIRA, 1998). Na regido sul,

principalmente no Rio Grande do Sul, a esporotricose foi relatada primeiramente em
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humanos moradores de areas rurais e atualmente vém ocorrendo casos envolvendo
felinos domésticos em areas urbanas e rurais (LONDERO; CASTRO; FISCHMAN,
1964; LOPES et al.,, 1999; SEVERO et al.,1999; MEINERZ et al., 2001; SOUZA,
2001; NOBRE et al.; 2002; XAVIER et al.,2004; MEINERZ et al., 2007).

No homem, a esporotricose € uma doenga que costuma ocorrer sob a forma
de casos isolados ou pequenos surtos familiares ou profissionais, envolvendo
pessoas expostas a vegetais ou solo rico em matéria organica, como agricultores,
floristas, jardineiros, mineiros e cacadores além de laboratoristas. Nos ultimos anos
essa enfermidade tem tido importancia em pacientes com a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), em proprietarios de felinos domeésticos,
veterinarios e enfermeiros (DIAZ, 1987; CARAVALHO et al., 1991; DONADEL et al.,
1993; LARSSON, 1997; MARQUES; CAMARGO; FAGUNDES , 1997; SCHUBACH,;
SCHUBACH, 2000; ROCHA et al., 2001).

Atualmente os casos zoondticos envolvendo felinos domésticos tém
aumentado, com isto os relatos de esporotricose humana descrevem principalmente
os felinos domésticos como transmissores da doenca. Esta micose € estabelecida
através da arranhadura por carrearem o agente em suas unhas, mordedura ou
contato direto da pele com escoreacdes e lesdes ulceradas e exsudativas dos gatos
afetados que possuem um grande numero de organismos fungicos (DUNSTAN et
al.,1986; MARQUES et al.,, 1993; FARIAS et al, 1997; MARQUES; CAMARGO;
FAGUNDES , 1997; SCHUBACH; SCHUBACH, 2000; Schubach et al, 2000; 2001;
SOUZA et al., 2000; NOBRE et al., 2002; ALMEIDA et al., 2009). Deve-se destacar o
papel epidemioldgico desses animais, principalmente machos, n&o castrados e de
livre acesso a rua, devido a seus habitos de esconder-se em plantas, rebolcar no
solo, cavar buracos, cobrir seus dejetos com terra, marcar territérios com as unhas
em cascas de arvores e arranharem-se entre si em lutas ou brincadeiras (LARSSON
et al., 1989; DONADEL et al., 1993; FARIAS et al., 1997; LARSSON, 2000).

A esporotricose é adquirida pelo hospedeiro através do implante traumatico
na derme por ferimentos punctiformes de felpas de madeiras, por espinhos de
roseiras e outros vegetais, arranhadura ou mordedura de animais como gatos,
roedores, tatus ou quando ocorre a contaminacao de feridas abertas ou da pele com
solucdo de continuidade por exudatos provenientes de animais infectados ou de
materiais laboratoriais (DIAZ, 1987; LARSSON, 1989; MARQUES et al.,, 1993;
FARIAS et al., 1997; MARQUES; CAMARGO; FAGUNDES , 1997; SCHUBACH et
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al., 2000). Raramente a contaminagdo ocorre por inalacdo do agente, podendo
resultar em esporotricose pulmonar ou sistémica (FARIAS et al., 1997; SCHUBACH,;
SCHUBACH, 2000).

Apods a inoculagdo com S. schenckii o sistema imunoldgico é ativado e a
infeccado ira desenvolver-se quando o individuo estiver com deficiéncia na resposta
imunoldgica, seja por uso continuo de corticdides, antibidticos ou doengas
imunossupressivas ou pela grande quantidade de unidades infectantes inoculadas
(JUSTA P. NETO et al., 1999; SEVERO et al., 1999). Portanto, o desenvolvimento
da infeccdo depende basicamente de trés fatores: resisténcia do hospedeiro,
quantidade do in6culo e a viruléncia do fungo (SIDRIM; MOREIRA, 1999).

As formas clinicas da esporotricose sao: cutanea fixa, disseminada e
linfatica raramente evoluindo para forma sistémica, sendo que os principais sintomas
clinicos e lesbes sao enfartamento ganglionar seguindo a cadeia linfatica nédulos,
ulceras e crostas. Em humanos, a enfermidade ocorre principalmente na forma
cutanea-fixa podendo evoluir para linfangite ascendente. Em pacientes com SIDA,
as osteoartrites e a forma disseminada da doencga sao frequentemente observadas
(DUNSTAN et al., 1986; LIMA et al., 1999; SEVERO et al., 1999; ROCHA et al.,
2001).

A esporotricose em gatos se apresenta habitualmente na forma cuténea- fixa
ou disseminadas a partir de lesdes cutdneas que se espalham via hematdégena ou
através da linfa, podendo evoluir para forma sistémica, embora o envolvimento
0sseo seja raro (IWASAKI et al.,1988; SCHUBACH et al., 2001). As lesdes se situam
preferencialmente nas regides cefalica, dos membros e da cauda, podendo, com
frequéncia, assemelhar-se aquelas decorrentes de criptococose. Inicialmente
caracterizam-se por abcessos, celulite ou com o aspecto fistuloso, evoluindo até
amplas areas necroticas, nodulares, ulceradas e crostosas (GONZALEZ- CABO et
al., 1989; BARONI et al., 1998; SCHUBACH; SCHUBACH, 2000; SCHIAVO et al.,
2000; SCHUBACH et al., 2001). Em casos graves de disseminagédo do agente, pode
haver comprometimento organico generalizado acompanhado de letargia, prostagao,
anorexia e hipertermia (LARSSON, 1997). No Brasil, apesar de terem sido relatados
casos de esporotricose em gatos com Virus da Leucemia Felina (FeLV) e/ou Virus
da Imunodeficiéncia Felina (FIV), ndo ha uma relacdo entre as enfermidades,
embora possam favorecer o aparecimento de quadros clinicos de maior gravidade
desta doenca (SCHUBACH et al 2001; SOUZA, 2001).
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Nos caes, a esporotricose apresenta-se principalmente na forma cutanea
localizada ou cutanea-linfatica (MIGLIANO; FREITAS; MORENO, 1963;
JUNGERMAN; SCHWARTZMAN, 1972; FIGUEIREDO; FERREIRA, 1998; MADRID
ET AL., 2007; WHITTEMORE; WEBB, 2007) e nos equinos, a enfermidade possui
carater cronico e ocorre principalmente na forma subcutdnea com formacido de
multiplos nodulos e Ulceras drenantes e forma cutaneo-linfatica com linfangite
ascendente ulcerativa (JUNGERMAN; SCHWARTZMAN, 1972; GREYDANUS et al.,
1994; COPETTI et al., 2002).

As lesbes papulares ou nodulares da esporotricose podem ser de natureza
linear; comumente indicativas de linfangite concomitantes. Normalmente as areas
envolvidas s&o indolores e n&o pruriginosas. O comprometimento sistémico pode
afetar os o0ssos, sistema nervoso central e pulmdes, sendo associado,
principalmente com individuos imunocomprometidos. A forma sistémica da doenca
pode resultar numa infecgdo pulmonar por inalagdo de conidios ou disseminacgao de
lesbes cutaneas ou subcutaneas (WOLF; TRAY, 1997).

No exame histopatologico os tecidos corados pelas técnicas histoquimicas
de hematoxilina-eosina (H.E), que demonstra lesdes histolégicas, (Periodic Acid
Schiffy PAS e metenamina argénica de Gomori permitem evidenciar a forma
leveduriforme do Sporothrix schenckii (FREITAS et al., 1965; GONZALEZ-CABO et
al., 1989; FARIAS et al., 1997; FIGUEIREDO; FERREIRA, 1998; FLEURY et al.,
2001). As formas parasitarias, as vezes nao sao visualizadas, mesmo em casos de
lesbes ativas, com cultura positiva. As formas parasitarias sao em geral
intracelulares, pequenas, ovaladas ou alongadas em forma de “charuto” podendo
apresentar exoesporulagdo unica ou multipla. O granuloma causado pelo S.
schenckii pode apresentar centro supurativo, necrotico, circundado por inflamagao
granulomatosa epitelidide, com grande numero de células gigantes, multinucleadas
e halo linfoplasmocitario com tecido de granulacéo e fibrose. As células epitelidides,
células gigantes e linfocitos constituem infiltrados celulares classicos no interior dos
granulomas e corpos asteréides podem estar presentes (GONZALEZ-CABO et al.,
1989; WOLF; TRAY, 1997; SIDRIM; MOREIRA, 1999).

Em felinos, o histopatologico das lesdes de esporotricose pode revelar
reagcdo piogranulomatosa envolvendo a derme, o paniculo e a musculatura
esquelética subjacente, associadas a ulceragdes superficiais cobertas por exsudato

purulento. Numerosos organismos fungicos podem ser observados pelas coloragdes
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H.E e PAS, dentro das areas inflamadas, sendo caracterizados de esféricos a ovais
com predominancia de brotamentos unipolares. A resposta inflamatéria em alguns
felinos podera ser tdo intensa que os organismos sao visualizados intra e
extracelularmente. Macréfagos, células gigantes, neutréfilos e linfocitos estédo
presentes nas respostas inflamatérias (DUNSTAN et al.,, 1986; LARSSON et al.,
1989; MARQUES et al., 1993).

O tratamento da esporotricose em pacientes nos quais a imunidade esta
preservada resulta, normalmente em uma boa resposta, em contraste com a terapia
em individuos imunocomprometidos, os quais sdo comuns as falhas terapéuticas,
casos de recidiva e o desenvolvimento de resisténcia as drogas de uso clinico
corrente (BAKER et al., 1989; BELKNAP, 1989; HELLER; FUHRER, 1991; DIAZ et
al., 1992; ODDS, 1993; JOHNSON; WARNOCK, 1995; JUSTA P. NETO ET AL,,
1999).

No inicio do século XX, por volta de 1900, o uso dos iodetos foi proposto por
Beurmann como efetivo para o tratamento da esporotricose cutanea ou cutanea-
linfatica, sendo utilizado com éxito até hoje, principalmente iodeto de potassio,
oferecendo uma forma de terapia com baixo custo no tratamento da esporotricose
humana (ZEPEDA et al.,, 1990; CABEZAS et al.,, 1996; MARQUES; CAMARGO;
FAGUNDES, 1997) e também para animais, embora haja o risco de iodismo em
gatos (DUNSTAN et al., 1986; GONZALEZ-CABO et al., 1989; CARAVALHO et al.,
1991; KELLY; CLARK, 1991; FARIAS et al., 1997; COSKUN et al., 2004 ). Os felinos
devem ser observados atentamente para evidéncias de intoxicacdo, que apresenta
sinais de epifora, aumento de secre¢ao nasal, depressao, descamagao aumentada
da pele, pélos secos, anorexia, emese, ictericia, tremores, insuficiéncia cardiaca e
hipertermia (FARIAS et al., 1997; LARSSON, 2000). Ainda ndo esta esclarecido com
exatiddo o mecanismo de acao dos iodetos, mas sabe-se que eles nao atuam in
vitro contra o S. schenckii, sendo que a sua acao in vivo parece estar relacionada
com o estimulo da fagocitose (POLAK, 1999).

Atualmente outros farmacos vém sendo utilizados para o tratamento da
enfermidade como os derivados azdlicos, especialmente o itraconazol, que
representa uma segura e efetiva terapia para esporotricose nas formas cutanea e
linfocutanea (FARIAS et al.,, 1997; COSTA et al., 2000; KAUFFMAN; HAIJJEH;
CHAPMAN, 2000; BUSTAMANTE; CAMPOS, 2001; SCHUBACH et al., 2001). O

itraconazol é o principal antifungico para uso em Medicina Veterinaria, surgiu na



32

década de noventa como uma alternativa terapéutica eficaz e com menos efeitos
colaterais em comparacdo aos antifungicos normalmente utilizados para o
tratamento da esporotricose. No entanto o uso indiscriminado dos azdis tem
ocasionado resisténcia, com isso falha terapéutica e recidiva da doenga
(KAUFFMAN; HAIJJEH; CHAPMAN, 2000; ROCHETTE; ENGELEN; VANDEN
BOSSCHE, 2003; SCHUBACH et al., 2004; WHITTEMORE; WEBB, 2007).

Também tem sido registrada a eficacia da terbinafina, droga antifungica do
grupo das alilaminas, no tratamento da esporotricose cutanea (HULL; VISMER,
1992; PAPPAS et al., 2000; SCHUBACH et al., 2001).

2.3 Resposta imune frente ao Sporothrix schenckii
Na resposta imune frente aos agentes fungicos os fagécitos sédo atraidos

quimiotaticamente para o local da infeccdo e se ligam ao fungo através de
numerosos receptores. Se a membrana for ativada pelo agente infeccioso ligado a
ela, este sera englobado pelo fagossoma com auxilio de pseudopodos que o
envolverdo. Dentro da célula, lisossomas se fundirdo ao fagossoma formando um
fagolisossoma destruindo o agente em uma sequéncia de mecanismos como pelo
sistema da mieloperoxidase, cuja enzima penetra no fagossoma atuando nos
peréxidos na presencga de halidios, preferencialmente o iodeto, gerando entéo,
outros oxidantes toxicos como hipo-halitos (HIO, HCIO) (MALE; ROIT, 1994; ROOK,
1994).

A regulacao da funcao dos fagécitos na resposta imune a infecgbes fungicas
esta ligada as citocinas como fator de estimulagdo de fagocitos e granulécitos (G-
CSF), fator de estimulagdo macréfago-granuldcito (GM-CSF), fator de estimulagao
de macréfagos (M-CSF), interferon (IFNy), interleucina (IL) e fator de necrose
tumoral (TNF-a). O GM-CSF e o G-CSF atuam aumentando a atividade fagocitica e
oxidativa dos polimorfos nucleares contra as estruturas fungicas; O M-CSF modula a
funcdo dos fagdcitos como a produgéo de H,O, e aumenta a produgéo de IL-1, IFNy
e TNF-a. O IFNy aumenta a fungao de polimorfos nucleares e mondcitos contra o
fungo, a IL-1 tem fungdes multiplas, induzindo a relagao das citocinas e o TNF-a
aumenta a producdo de outras citocinas e aumenta a funcdo dos polimorfos
nucleares (ROILIDES, et al., 1998).
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O receptor de antigeno da célula T reconhece os peptideos alojados na fenda
de ligacao das moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de
classe Il, determinando uma especificidade imunoldgica. A interagédo entre as células
T e B é um processo duplo, ja que as células B apresentam o antigeno para T e
recebem sinais destas para divisdo e diferenciacdo, e as células T secretam
citocinas que possuem efeito sobre as células B, como a interleucina-2, indutora de
proliferacdo nas células B e T, interleucina-4, que atua na fase inicial da ativacéo da
proliferacdo da célula B. A interleucina-6 que é o sinal mais potente para a
diferenciacao da célula B e as células T também produzem os fatores de necrose
tumoral alfa e beta, que aparentemente sao importantes para o crescimento das
células B (BARNESTON; GAWKRODGE, 1994; ROOK, 1994).

Vencendo a fase inicial de desafio com o sistema imune do hospedeiro o S.
schenckii desenvolve um quadro de hipersensibilidade tipo IV ou tardia, mediada por
células, caracterizada pelo desenvolvimento de reagdes granulomatosas que
ocorrem apos um periodo de algumas semanas. As citocinas (interferon, fator de
necrose tumoral e interleucinas) produzidas pelas células T CD4" atraem os
macrofagos, e assim os granulomas se desenvolvem por autoamplificagcdo, com
diferenciacdo dos macréfagos em células epitelidides, que secretam citocinas com
formagdo de mais células epitelidides que se fundem para formar células gigantes
(BARNESTON; GAWKRODGER, 1994).

Tachibana, Matsuyama e Mitsuyama (1999) demonstraram que a imunidade
adquirida contra S. schenckii é principalmente realizada pelos macrofagos ativados
por interferon-gama (IFN-y) produzido por Linfécito T CD4". Esses dados também
foram observados em estudos realizados por Fernandez et al. (2000) onde foi
descrito que macrofagos peritoneais de camundongos s&o capazes de eliminar o
agente apenas apés ativacdo celular com IFN-y e lipopolissacarideo com
concomitante producdo de oxido nitrico (NO). Nesse mesmo estudo foi observado
que e 0s 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 apds a observacdo de que animais infectados e tratados
com inibidor da NO sintase tinham uma menor sobrevivéncia (FERNANDEZ et al.,
2000).
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Estudos realizados demonstratam que a resposta imune celular € deprimida
entre a quarta e sexta semana de infec¢ao, quando é possivel observar um aumento
na multiplicagdo fungica, em animais experimentais, indicando um agravamento da
doenca. Essa depressdo na imunidade pode em parte ser devido a producgao
anormal de interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) pelos
macrofagos ativados, prejudicando assim a amplificagdo da resposta imune
(CARLOS et al.,, 1992; 1994; CARLOS; SGARBI; PLACERES, 1999, MAIA et al.,
2006).

Existe controvérsia em relacdo a importadncia da imunidade humoral na
protecao contra patégenos fungicos, mas recentes estudos indicaram que ambas as
respostas imunologicas, mediada por anticorpos e por células, contribuem na
protecdo contra Candida albicans, Sporothrix schenckii e Cryptococcus neoformans
(CASADEVALL et al., 1998; NASCIMENTO; ALMEIDA, 2005).

Nascimento e Almeida (2005) evidenciaram recentemente em ratos
inoculados experimentalmente que antigeno de S. schenckii induz resposta humoral
especifica com a presenca de IgG1 e IgG3. Altos niveis de IgG1 contribuem para
que a imunidade humoral controle a infeccédo, visto que essa é uma importante
imunoglobulina na neutralizagdo do antigeno, estando envolvido com a opsonizagao
e aumento da eficiéncia na fagocitose.

Na esporotricose humana o titulo de anticorpos contribui para diagnéstico e
para monitorar respostas ao tratamento (ROBERTS; HOWARD, 1971; WELSH,;
DOLAN, 1973; CASSERONE et al., 1983; DONADEL et al., 1993). Os titulos de
anticorpos variam entre esporotricose sistémica, articular, pulmonar e cutanea,
sendo maiores na forma pulmonar e articular, devendo-se levar em conta que no
caso da doenga sistémica os titulos podem ter variagbes diretamente ligadas a
capacidade imunolégica do paciente (ROBERTS; HOWARD, 1971; CASSERONE et
al., 1983; FISHER; COOK, 2001).

2.4 Imunoprofilaxia e imunoterapia

As respostas imunes adaptativas sdo, normalmente, dirigidas contra uma
resposta imune e é conhecida como imunizagdo. Qualquer substancia que
desencadeie uma resposta imune é considerada imunogénica (JANEWAAY et al.,
2002).
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A vacinacao foi comprovada ser o método mais eficiente no controle de
doencas infecciosas. Contudo, ndo é sempre um procedimento indécuo, e seu uso
deve ser acompanhado de uma avaliagdo cuidadosa dos riscos e beneficios do
procedimento (TIZARD, 2002).

As primeiras vacinagoes foram realizadas por Jenner e Pasteur nos séculos
XVl e XIX, porém, eram totalmente empiricas e se confundiram com o surgimento
da prépria imunologia como ciéncia (BAZIN, 2003). Com isso, as descobertas
relacionadas ao funcionamento do sistema imunoldgico foram fundamentais para o
desenvolvimento de vacinas, havendo desde entdo uma grande evolugao no seu
desenvolvimento (SCHATZMAYR, 2003).

As vacinas sado classificadas em vacinas vivas compostas de patdégenos
vivos atenuados, de organismos inteiros inativados ou de toxinas bacterianas
inativadas. Atualmente surgiram também as vacinas de subunidades, vacinas
recombinantes e vacinas de DNA (TIZARD, 2002).

Nas vacinas inativadas os principais inativantes utilizados sdo o alcool,
acetona e agentes alquilantes que incluem o Oxido de etileno, etileinoimina,
acetiletilenoimina, (- propiolactona, todos eles utilizados em medicina veterinaria
(TIZARD, 2002). Foram realizados estudos utilizando o Thimerosal a 0,02% como
inativante, causando completa inativacdo do Pythium insidiosum e Fusarium
verticillioides (SANTURIO et al., 2003; MEIRELLES et al., 2006).

Este recente progresso no desenvolvimento de vacinas tem permitido a sua
utilizacao nao apenas de modo profilatico, mas também no tratamento do cancer,
desordens imunoldgicas e infecgdes crénicas (BLOM; HILGERS, 2004). Contudo,
apesar do grande avango tecnologico, muitas vacinas sdo pouco imunogénicas ou
nao conferem uma resposta imune capaz de prevenir a enfermidade, necessitando
da associagao com substancias adjuvantes (SINGH; O’'HAGAN, 2002).

O desenvolvimento de vacinas contra organismos eucariotas representa um
desafio, pois a complexidade antigénica desses organismos dificulta a selegdo de
componentes imunogénicos com potencial protetor. Nos ultimos 15 anos, devido ao
aumento mundial da ocorréncia das doencgas fungicas associadas a enfermidades
imunossupressoras, vem sendo cada vez mais estudado o desenvolvimento de
imundégenos para a prevengao e tratamento dessas infec¢gées (CUTLER; DEEPE;
KLEIN, 2007; HAMAD, 2008).
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Atualmente a utilizacdo de imunoprofilatico e imunoterapico contra fungos
como Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Coccidioides immitis; Cryptococcus
neoformans, Microsporum canis, Trichophyton sp, Blastomyces dermatitidis,
Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis estdo sendo estudados e ja
demonstraram bons resultados (NAES; SANDVIK, 1981; DIXON et al., 1998;
RYBNIKAR; VRZAL; CHUMELA, 1998; ABUODEH et al., 1999; CARDENAS et al.,
1999; DEEPE; GOBBONS, 2002; WUTHRICH et al., 2002; DINIZ et al.; 2004;
VERMOUNT et al., 2004; WUTHRISH; WARNER; KLEIN, et al., 2005;
NASCIMENTO et al.,, 2007; STEVENS, 2007). Um conjugado LAM- CRM (alga
marrom Laminaria digitata com toxdide diftérico CRM197) demonstrou capacidade
imunogénica e bons resultados na imunoprofilaxia de candidiase vaginal e sistémica
e aspergilose (Aspergillus fumigatus) em camundongos. Wathrish, Warner e Klein
(2005) produziram uma vacina de células T de memoria contra Blastomyces
dermatitidis para abordar o papel da interleucina 12 e demonstraram que células T
CD8 foram menos dependentes da IL-12. Estudo realizado por Deepe & Gobbons
(2002) demonstou que a vacinagcdo com Heat Shock Protein 60 (Hsp60) de
Histoplasma capsulatum induziu uma boa resposta imunolégica em camundongos.

Vermount et al. (2004) estudaram a producédo de uma vacina de subunidade
através de um recombinate purificado (Keratinolytic Melanoproteases- r-MEP3)
sendo testada experimentalmente em cobaias infectados com Microsporum canis.
Tanto a resposta imunitaria humoral como celular foram avaliadas. A vacina
produziu uma forte resposta imunitaria, mas uma resposta linfoproliferativa
transitéria, com isso esse protocolo ndo impediu a invasao e o desenvolvimento de
lesdes causadas pelo fungo. Os autores concluiram que os anticorpos produzidos
pelo r-MEP3 nao foram suficientes para produzir uma imunidade duradoura, sendo
necessarios mais estudos nessa area.

Uma vacina intranasal contra Candida albicans (HT-CA com LT R192G) foi
produzida e aplicada experimentalmente em camundongos ocorrendo uma
dimunuicdo da levedura apds o desafio por via endovenosa nos animais,
apresentando um boa imunidade humoral. Com isso esta nova abordagem oferece
novas possibilidades para o desenvolvimento de uma vacina eficaz contra a

candidiase para utilizacdo em seres humanos (CARDENAS et al, 1999).
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Duas cepas endogédmicas de camundongos (BALB / ¢ e C57BL / 6) foram
vacinadas com uma proteina recombinante de Coccidioides immitis, agente
etiologico da coccidioidomicose, ricos em monophosphoryl lipidico (rPRA) com
adjuvante oleoso e vacina de DNA. Quatro semanas apds a vacinagdo, 0s
camundongos foram infectados intraperitonealmente com artroconidios do fungo. Em
duas semanas, grupos de ratos que receberam soro fisioldgico ou plasmideos sem
PRA apresentaram significativa perda de peso, e as UFCs nos pulmdes variaram de
59 a 6,4 logi. Em contrapartida, os grupos de camundongos imunizados com
vacina de DNA ou rPRA tiveram diminuicao significativa das UFCs nos pulmdes
variando de 3,0 a 4,5 logqo. In vitro marcadores imunolégicos de proliferagao de
linfécitos e interferon gama foram estimuladas com rPRA correlacionados com
protecgdo. Além disso, as concentragbes plasmaticas de imunoglobulina G (IgG),
IgG1 e 1gG2, contra rPRA apresentaram aumententadas nos camundongos
vacinados. O autores concluiram que rPRA é uma vacina promissora para a
prevencao da coccidioidomicose (ABUODEH et al., 1999).

O Paracoccidioides brasiliensis é o agente da paracoccidioidomicose, uma
doencga fungica, crénica sistémica prevalente na América Latina. Varios estudos vém
sendo realizados na produgao de vacinas contra essa enfermidade (NASCIMENTO
et al., 2007; SOARES et al., 2008; BRAGA et al., 2009).

Nascimento et al. (2007) realizaram um estudo para avaliar a defesa
imunoldgica através da imunizagdo de camundongos BALB/c com leveduras
atenuadas de P. brasiliensis. A imunizagdo promoveu uma protecdo duradoura
contra levedura altamente infecciosa de P. brasiliensis e houve uma diminuicdo de
99,5% na contagem das UFCs apds 90 dias do desafio. Ao mesmo tempo, os niveis
de IgG2 e IFN-gama foram altas, enquanto uma baixa produgao de IL-10 e IL-5 foi
verificada, sugerindo que um padrao Th1 foi dominante. Este trabalho demonstrou o
potencial das células leveduriformes atenuadas para o desenvolvimento de vacinas
contra infec¢des por fungos.

Com relacdo a Pitiose, que é uma doenga granulomatosa causada pelo
oomiceto Pythium insidiosum e acomete equinos, caninos, bovinos, felinos e
humanos, ja vem sendo estudada a varios anos a produgédo e utilizacdo de
imunoterapico para espécie equina (MILLER,1983; MONTERO, 1999; SANTURIO et
al., 2003).
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Leal et al. (2002) estudaram a resposta soroldgica de coelhos imunizados
com antigenos de Pythium insidiosum associados a diferentes adjuvantes de
vacinas demonstrando que o adjuvante de Freud apresentou melhores resultados
seguido do 6leo mineral e hidroxido de aluminio. Santurio el al. 2003 utilizaram trés
tipos de imunoterapicos para tratamento de pitiose experimental em coelhos
demonstrando bons resultados.

Atualmente foi realizado um estudo com S. schenckii relacionado com a
imunidade passiva. Neste presente estudo, uma IgG1 MAB foi produzida contra uma
glicoproteina 70 kDa do S. schenckii a fim de compreender o efeito da imunizagao
passiva em camundongos infectados com o fungo. Os resultados mostraram uma
reducdo significativa no numero de Unidades Formadoras de Col6nias (UFCs) em
orgaos dos animais quando o MAB foi injetado antes e durante a infecgédo pelo S.
schenckii. Resultados similares foram observados quando ratos deficientes de
células T foram utilizados. Além disso, em um segundo tratamento, o MAB foi
injetado apos a infecgédo estabelecida, e uma vez mais, foi observada uma redugao
significativa na UFC associada com um aumento de produgéo de interferon gama.
Os autores concluiram que pela primeira vez foi estabelecido efeito protetor de um
anticorpo especifico contra S. schenckii (NASCIMENTO et al., 2008).

2.5 Adjuvantes

A maioria das proteinas sdo pouco ou nada imunogénicas quando
administradas sozinhas. As respostas imunes adaptativas fortes contra antigenos
protéicos quase sempre requerem que O antigeno seja injetado em uma mistura
conhecida como adjuvante, aumentando assim a imunogenicidade de outras
substancias (JANEWAY et al., 2002; TIZARD, 2002).

Os adjuvantes podem aumentar a imunogenicidade de duas formas
distintas, primeiramente convertendo os antigenos protéicos soluveis em material
particulado, que é mais facilmente ingerido pelas Células Apresentadoras de
Antigenos (CAA), como macrofagos (JANEWAY et al., 2002). O antigeno pode ser
absorvido por particulas do adjuvante, particulado por emulsificagdo em 6leos
minerais ou incorporados em particulas coloidias de Complexos imuno-
estimuladores (ISCOMs). Isso aumenta um pouco a imunogenicidade, mas esses
adjuvantes sao relativamente fracos, a menos que associados a bactérias ou

componentes bacterianos. Esses componentes bacterianos sdo a segunda maneira
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como os adjuvantes podem aumentar a imunogenicidade, sinalizando para que os
macrofagos ou células dendriticas se tornem CAA efetivas, induzindo producéo de
citocinas inflamatorias e respostas inflamatérias locais potentes (ROOK, 1994;
JANEWAY et al., 2002).

Os principais adjuvantes conhecidos séo o Adjuvante incompleto de Freund,
cuja composi¢cao € emulsdo de 6leo em agua, causando a liberagao lenta do
antigeno e ingestdo macrofagica. O Adjuvante completo de Freund também é
composto por emulsdo de 6leo em agua, porém com micobactérias mortas que age
aumentando a ingestao macrofagica e indugdo de co-estimuladores de macréfagos
(JANEWAY et al., 2002; TIZARD, 2002). Outros adjuvantes muito utilizados sao o
Adjuvante de Freund com muramildipeptideo, hidroxido de aluminio e Oleos de
parafinas (JANEWAY et al., 2002).

Recentemente, lipossomos, interferon, complexos imuno-estimulantes
(ISCOMS) e citocinas tém sido utilizados ou investigados como potenciais
adjuvantes (RESENDE et al., 2004).

Estudos foram realizados utilizando o extrato etandlico da prépolis verde
brasileira, cujos principais mecanismos adjuvantes seriam ativacdo de macroéfagos,
aumento da capacidade fagocitica e estimulagao de citocinas como fator de necrose
tumoral alfa e interferon gama, para avaliar a sua agdo imunomoduladora quando
associada a vacinas inativadas contra o contra o herpesvirus suino tipo 1 (SuHV-1)
ou herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5) em camundongos e bovinos (FISCHER,
2007; FISCHER et al., 2007).

Atualmente, com a utilizagdo de adjuvantes, a resposta imunoldgica pode
ser modulada seletivamente para o Complexo Principal de Histocompatibilidade
(MHC) Classe | ou MHC classe Il e resposta tipo T helper -1 (Th1), que € muito
importante para formacao de resposta protetora contra patégenos intracelulares,
como virus, parasitas e bactérias, ou Th2, que se direciona para antigenos e

microorganismos extracelulares (RESENDE et al., 2004).



3 MATERIAL E METODOS
3.1 Preparacgao do imunoprofilatico (vacina) e imunoterapico

3.1.1 Isolado de Sporothrix schenckii

Para preparagcao do imunoprofilatico e imunoterapico foi utilizado isolado de
Sporothrix schenckii na forma leveduriforme termotolerante e pigmentado,
proveniente de esporotricose cutdnea disseminada de felino doméstico (Felis
cattus). 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 (Mycosel®) e preservados sob
refrigeracdo em temperatura média de 4°C, realizando subcultivos em intervalos de

seis meses como o recomendado por Kohler et al. (2004) (Fig.1).

Figura 1- Col6onia filamentosa de Sporothrix schenckii proveniente de esporotricose
disseminada felina (Setor de Micologia, FV-UFPel).
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3.1.2 Cultivo do Sporothrix Schenckii para formulagao da vacina

O S. schenckii foi cultivado em meio liquido BHI (Brain-Heart broth®)
incubado durante dez dias a 37°C e mantido sob agitagao (100 ciclos/minuto) para
obtencdo da forma leveduriforme do S. schenckii. A cultura foi filtrada em camada
dupla de gaze estéril, centrifugada (1500 rpm/ 15 minutos), lavada duas vezes com
solucdo salina tamponada (PBS), homogeneizada e padronizada em 108 células de
S. schenckii/ ml (Fig. 2).

T —

—
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Figura 2- Forma leveduriforme do Sporothrix schenckii para formulagdo do
imunoprofilatico e imunoterapico. (A) Fungo em BHI liquido ap6s 10 dias de cultivo;
(B) S. schenckii apos ser filtrado em dupla camada de gaze estéril; (C) lavagem com
solucdo salina tamponada (PBS); (D) S. schenckii padronizado em 10® células/ml
(Setor de Micologia, FV-UFPel)

3.1.3 Inativagao do Sporothrix schenckii

As células leveduriformes do Sporothrix schenckii foram inativadas com
Thimerosal a 0,02%. Foi realizada uma curva de inativacdo para ver o menor tempo
que 10° células de S. schenckii/ml, em pH constante (7.0-7.2) seria inativada sem

prejudicar a estrutura do antigeno.
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3.1.4 Curva de inativagao do Sporothrix schenckii

Foi colocado Sporothrix schenckii na turbidez de acordo com tubo 4 da escala
de Mcfarland em 150 ml de meio liquido BHI (Brain-Heart broth®) incubado durante
10 dias a 37°C e mantido sob agitagdo (100 ciclos/minuto) para obtengdo da forma
leveduriforme do S. schenckii (Fig. 3).

Apods foi retirado 50 ml da cultura, lavado trés vezes com PBS e filtrado em
dupla camada de gaze, centrifugado e retirado o sobrenadante, sendo
ressuspendido em PBS e posteriormente colocado thimerosal a 0,02%. O material
foi semeado em Agar Sabouraud dextrose acrescido de cloranfenicol e cicloheximida
(Mycosel®) e incubado durante 10 dias. O fungo foi ressuspendido em PBS e
padronizado em 10® céls S. schenckii/ml.

A curva de inativagdo foi realizada durante 24 horas sendo feitas quatro
leituras a cada duas horas e meia e 24 horas apos a primeira (A, B, C, D e E). Foram
realizadas diluicdes até 107, e a inativagdo do Sporothrix schenckii foi feita com
thimerosal a 0,02% (Fig. 4).

As amostras foram semeadas em agar Sabouraud dextrose acrescido de
cloranfenicol e cicloheximida (Mycosel®) até diluicido 107 e incubadas a 37°C

durante 10 dias.

Figura 3- Sporothrix schenckii no meio BHI liquido sob agitacdo constante de 100
rpm a 37°C (Setor de Micologia, FV-UFPel)



43

Figura 4- Procedimento para realizagdo da curva de inativagdo do Sporothrix
schenckii (Setor de Micologia, FV-UFPel)

3.1.4 Formulagoes das vacinas (imunoprofilatico e imunoterapico)

As formulagdes das vacinas foram feitas utilizando o antigeno fungico
Sporothrix schenckii inativado e suspenso em solugéo salina tamponada (PBS)
estéril juntamente com adjuvante oleoso.

A emulsificagédo foi realizada no Laboratério de Virologia da Faculdade de
Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas utilizando um emulsificador
confeccionado no Laboratério de Virologia. Primeiramente foi colocado o adjuvante
oleoso (50%) e posteriormente o antigeno (50%) (Tab.1) (Fig. 5; 6). Na formulacéo
4 juntamente com o Adjuvante incompleto de Freund foi adicionado 5 mg/dose de
extrato etandlico de propolis brasileira (Fig. 7).

As vacinas foram acondicionadas em frascos estéreis fechados e mantidas a
temperatura de 4°C durante todo o periodo experimental (Fig. 8).

Foram administradas trés doses das vacinas em intervalos de 14 dias por via

intramuscular na dose de 0,1 ml.
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Tabela 1- formulagdes das vacinas utilizadas como imunoprofilatico e imunoterapico
e seus respectivos adjuvantes

Vacinas Formulagdes Adjuvantes
1- Controle 50% PBS estérii e 50% Adjuvante Incompleto de
CONT adjuvante oleoso (90% odleo Freund
mineral Marcol 52 e 10% do
emulsificante Montanidi
888)
2 50% antigeno e 50% Adjuvante Incompleto de
AIF adjuvante oleoso (90% oleo Freund
mineral Marcol 52 e 10%
do emulsificante Montanidi
888).
3 50% antigeno e 50% Adjuvante Completo de
ACE adjuvante oleoso (90% 6leo Freund ©'
mineral Marcol 52 e 10% do
emulsificante Montanidi
888) mais Mycobacterium
tuberculosis morto e
dessecado
4 50% antigeno e 50% Adjuvante Incompleto de
AIFP adjuvante oleoso (90% odleo Freund mais propolis

mineral Marcol 52 e 10% do
emulsificante Montanidi
888) mais prépolis

CONT- controle; AIF- adjuvante incompleto freund; ACF- adjuvante completo Freund; AIFP- adjuvante
incompleto de Freund mais propolis

! Sigma Life Science- USA
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Figura 5- Preparacao vacina com adjuvante incompleto de Freund. (A) Emulsificador
com o6leo mineral; (B) Sporothrix schenckii inativado sendo colocado juntamente com
o Oleo para realizacdo da emulsificagao (Laboratério Virologia, FV-UFPel)

Figura 6- Preparacédo da vacina com adjuvante completo de Freund. (A) adjuvante
completo de Freund; (B) emulsificador; (C) colocagdo do Sporothrix schenckii
inativado juntamente com ACF para emulsificagado; (D) realizagdo da emulsificagao
(Laboratério Virologia, FV-UFPel)
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Figura 7- Preparagao da vacina com adjuvante incompleto de Freund mais proépolis.
(A) colocagdo do Sporothrix schenckii inativado juntamente com AIF para
emulsificacdo; (B) colocacdo do extrato etandlico de prépolis brasileira para
emulsificagcao (Laboratério Virologia, FV-UFPel)

Figura 8- Acondicionamento das vacinas em frascos estéreis (Setor de Micologia,
FV-UFPel)

3.2 Imunoprofilaxia (vacinagao)
3.2.1 Modelo experimental

Para realizagcdo do estudo foram utilizados 80 ratos albinos (Rattus
norvergicus) linhagem Wistar/Cepa UFPel, machos, com idade de 70 dias e peso
variando de 285 a 420 gramas. Os animais foram acomodados em caixas, mantidos

em condi¢des controladas de umidade, temperatura e ciclo de claro e escuro de 12
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horas, recebendo dieta e agua ad libitum durante nove semanas, na sala de
experimentacao do Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas.

Este estudo ja foi previamente aprovado pela comissdo de ética e
experimentagédo animal (CEEA) da Universidade Federal de Pelotas-UFPel.

Os animais experimentais foram divididos em quatro grupos de 20 animais,
sendo eles: grupo 1 controle (G1CONT) que recebeu trés doses da formulagao 1,
grupo 2 (G2AIF) que recebeu por via intramuscular trés doses da vacina obtida pela
formulacdo 2. Os ratos dos grupos 3 (G3ACF) e 4 (G4AIFP) receberam

respectivamente as vacinas obtidas pelas formulagcoes 3 e 4.

3.2.2 Preparo do inéculo fungico

O in6culo fungico foi preparado a partir de colbnia filamentosa do S.
schenckii cultivada em meio agar Sabouraud dextrose acrescido de cloranfenicol
com cicloheximida (Mycosel®) a 25°C por um periodo de 10 dias. Fragmentos da
colonia foram removidos do meio de cultura com auxilio de lamina de bisturi estéril e
transferidos para um tubo contendo solugdo salina tamponada (PBS), 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. 9).

Figura 9- Preparo do indculo fungico: retirada de fragmentos da colbnia de
Sporothrix schenckii do meio de cultura com auxilio de lamina de bisturi estéril (Setor
de Micologia, FV-UFPel)
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3.2.3 Inoculacao Experimental

Apds o periodo de vacinagdao todos os animais foram inoculados por via
subcutanea no coxim plantar direito utilizando seringa graduada em 1 ml com 0,2 mli
de suspensdo do indculo contendo 2X10° células de S. schenckii /ml. Os animais
foram previamente anestesiados com anestesia profunda de acordo com o comité

de ética de bem estar animal (Fig.10).

Figura 10- Inoculagdo subcutédnea no coxim plantar direito de rato wistar com a
suspensao fungica contendo 2x10° células de S. schenckii/ml (Setor de Micologia,
FV-UFPel)

3.2.4 Necropsias dos animais experimentais

Apés a administragdo da segunda dose da vacina imunoprofilatica foi
realizada eutanasia e necropsia de dois animais de cada grupo para comprovagao
gue a vacina estava realmente inativada, sendo colhidas amostras do figado, bago e
testiculos para cultivo fungico. Dez dias apds a inoculagao experimental o restante
dos animais foram necropsiados. Os animais foram eutanasiados com administracao
de Thiopental intraperitonial conforme resolugdo do CFMV n° 714/2002.

Na necropsia foi avaliada a presenca de lesbes anatomopatologicas e
coletado amostra do coxim plantar direito de cada animal para avaliagéo
histopatolégica e retroisolamento do agente. Orgdos internos (figado e baco) e
testiculos foram colhidos para retroisolamento do S. schenckii e avaliagao

histopatolégica. Em cinco animais de cada grupo foram colhidas amostras do coxim
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plantar direito e figado para realizacdo da contagem das Unidades formadoras de

colbnias.

3.2.5 Retroisolamento do Sporothrix schenckii

A técnica para o retroisolamento do agente foi realizada a partir de
fragmentos teciduais coletados durante as necropsias provenientes do coxim plantar
direito, figado, bago, testiculo e demais érgéos caso fosse observado a presencga de
lesdes caracteristicas da micose. As amostras foram cultivadas em placas de Petri
contendo agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol e cicloheximida (Mycosel®)
mantidos a 25°C durante dez dias para caracterizagdo macro e micromorfolégica do
S. schenckii.

As colbnias caracterizam-se por coloragao inicialmente branca amarelada
membranosa e posteriormente tornando-se pregueadas e escuras variando de cinza
claro a cinza escuro; foram submetidas a exame direto coradas com Lactofenol azul
de algodéo, para observacdo da micromorfologia do S. schenckii com a presencga de
hifas finas, septadas, com conidios piriformes distribuidos ao longo destas, ou na
extremidade, dispondo-se em forma de “margaridas”.

Para caracterizagdo do dimorfismo do agente, foram realizados repiques em
placas contendo agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol e cicloheximida
(Mycosel®) e incubadas a 37°C durante quatro dias sendo posteriormente realizado
esfregaco em lamina de microscopia, fixada e corada pelo método de Gram, sendo
visualizadas ao microscoépio 6ptico células leveduriformes com ou sem brotamento,

ovaladas ou arredondadas.

3.2.6 Contagem de Unidades Formadoras de Colénias (UFCs)

Para a realizagdo da contagem das UFCs, fragmentos do coxim plantar
direito e figado foram coletados. Posteriormente foram desinfetados com alcool 70%,
macerados em gral com auxilio de pistilo (Fig. 11). Posteriormente 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>, 10*) pela técnica de
espalhamento sobre placa (em duplicata) em agar Sabouraud dextrose acrescido de

cloranfenicol e cicloheximida (Mycosel®), incubados a 25°C durante seis dias. Apos o
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periodo de incubacéo foi realizada a contagem das UFCs das quatro dilui¢des (Fig.

12).

Figura 11- Maceragao do fragmento de lesao do figado com o auxilio de gral e pistilo
para realizagcdo da contagem das Unidades Formadoras de Col6nias (UFCs) (Setor

de Micologia, FV-UFPel)

Figura 12- Procedimento para contagem das unidades formadoras de colbnias
(UFC). (A) diluigdes seriadas da suspensao fungica; (B) transferéncia da suspensao
fungica para placas; (C) e (D) suspenséao fungica semeada através da técnica de
espalhamento com alga de Drigalski
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3.3 Imunoterapia

3.3.1 Inoculagao experimental

Os animais foram inoculados por via subcutanea no coxim plantar direito
utilizando seringa graduada em 1 ml com 0,2 ml de suspensdao do inoculo
previamente preparados conforme descrito no item 3.2.2.

O tratamento dos animais experimentais com o imunoterapico foi iniciado
duas semanas apdés a inoculagdo, quando todos ja apresentavam lesdes
caracteristicas de esporotricose cutanea, com a presenca de lesbes gomosas e

exsudato purulento castanho-avermelhado no ponto de inoculagao.

3.3.2 Animais experimentais

No presente estudo foram utilizados 80 ratos albinos (Rattus norvergicus)
linhagem Wistar cepa/UFPel, machos, com idade de 70 dias divididos em quatro
grupos de 20 animais, sendo submetidos as mesmas condigdes previamente

descritas no item 3.2.1.

Os animais experimentais do grupo 1 controle (G1CONT) foram tratados com
trés doses da formulagdo 1, o grupo 2 (G2AIF) recebeu por via intramuscular trés
doses da vacina (imunoterapico) obtida pela formulagdo 2. Os ratos dos grupos 3
(G3ACF) e 4 (G4AIFP) receberam respectivamente o tratamento dos imunoterapicos

obtidos pelas formulacdes 3 e 4 (Fig. 13).

As formulagbes, intervalos de aplicagao, dose e vias de administragao foram

previamente descritos no item 3.1.4.
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Figura 13- Aplicagao de 0,1 ml do imunoterapico por via intramuscular em rato albino
wistar (Setor de Micologia, FV-UFPel)

3.3.3 Acompanhamento clinico

Os animais experimentais foram observados diariamente durante o
tratamento com imunoterapico, sendo realizada semanalmente a avaliagdo clinica
da enfermidade, na qual foi observada a presenca de eritema e nédulos (escore 1),
presenca de Ulceras, exsudato e formacgédo de crostas (escore 2), linfangite
ascendente (escore 3) e regressao e cicatrizagéo das lesbes (escore 4) no coxim
plantar direito. Foi verificada também a presengca de multiplas lesbes de
esporotricose em outras areas corporeas, assim como durante todo o experimento
foi observado o estado geral de cada animal. Foram feitas planilhas da avaliagéo

clinica para realizagdo da analise estatistica.

3.3.4 Necropsias dos animais experimentais

Durante o experimento foram realizadas necropsias nas semanas trés, seis
e nove em respectivamente, quatro, quatro e 12 animais de cada grupo, sendo
colhidas amostras da pata inoculada, de 6rgaos internos (figado e bago), testiculos e
de outros locais e 6rgdos quando existiam lesbes compativeis com esporotricose
disseminada ou sistémica. O material foi encaminhado para analise micoldgica e

histopatoldgica.

Todos os animais foram eutanasiados através de elevadas doses de

Thiopental intraperitonial conforme resolugédo do CFMV n° 714/2002.
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3.3.5 Retroisolamento do Sporothrix schenckii

Apés a realizagao das necropsias, os materiais obtidos (coxim plantar direito,
figado, baco e testiculos) foram cultivados em placas de Petri contendo agar
Sabouraud acrescido de cloranfenicol e cicloheximida (Mycosel®) mantidos a 25°C e
37°C durante 10 dias para caracterizagdo macro e micromorfoldgica do S. schenckii

e confirmacgao do dimorfismo (Fig. 14).

Figura 14- Cultivo do bago para retroisolamento do Sporothrix schenckii (Setor de
Micologia, FV-UFPel)

3.3.6 Contagem das Unidades Formadoras de Col6nias (UFCs)

Nas trés necropsias realizadas foram escolhidos aleatoriamente dois, dois e
trés animais, respectivamente, de cada grupo experimental. Fragmentos do coxim
da pata inoculada e figado foram colhidos, desinfetados com alcool 70°C e
macerados em gral com auxilio de pistilo, lavados com agua destilada estéril (10 ml)
e filtrados em dupla camada de gaze estéril. O filtrado (0,1 ml) foi cultivado em
diluicdes seriadas (107", 102, 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 quatro diluigdes. Nas duas primeiras necropsias além do figado foram

colhidas amostras do bago e testiculo para realizagdo da contagem das UFCs.
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3.4 Avaliagao histopatolégica

Para a avaliagao histopatolégica foram escolhidos aleatoriamente quatro
animais de cada grupo experimental e colhidas amostras do coxim plantar direito,
testiculo e 6rgaos internos como figado e baco.

Os materiais colhidos apds a realizagao da imunoprofilaxia e imunoterapia
foram acondicionados em formol a 10%, sendo posteriormente incluso em parafina e
processado, utilizando-se coloragdo de Hematoxilina-eosina (HE) e Acido Periédico-
Schiff (PAS). Apds foram observados ao microscépio 6tico para pesquisa do agente

e de lesdes caracteristicas de esporotricose.

3.5 Analise estatistica

Na imunoprofilaxia e imunoterapia, a analise das Unidades Formadoras de
Colbnias (UFCs) foi realizada através de féormula logaritmica log10 (n+1) e os
valores de log foram analisados utilizando analise de variancia (ANOVA) e as
médias comparadas pelo método de Tukey. No caso da imunoterapia, a analise
considerou os diferentes 6rgdos analisados e ponto de inoculagdo como blocos e a
analise foi realizada como blocos casualizados. Os dados de frequéncia de
isolamento fungico e de alteragdes anatomopatoldgicas foram analisados pelo qui-
quadrado. Para a analise adicional das alteracbes macroscopicas, foi construido um
escore que € a soma dos indices (0 — auséncia de lesao; 1 — presenga de lesdo) nos
orgaos analisados e o ponto de inoculagdo (edema e ulcera) por unidade
experimental (animal) na imunoprofilaxia. Assim, o escore variou de 0 (auséncia de
lesdo nos pontos de analise) a 5 ou 4 (lesdo em todos os locais analisados) e feita
analise de variancia e comparacdo entre médias Kruskall-wallis para dados nao
paraméticos ou ordinais. Escore semelhante foi construido com os dados de
frequéncia de retroisolamento, atribuindo 1 ou O para presenca/auséncia de
retroisolamento, nos 6rgéos analisados.

Para a avaliacido clinica no experimento de imunoterapia, construiu-se um
escore de presenga de sinais clinicos no ponto de inculagdo (0- sem lesao; 1-
edema e eritema; 2- nddulo, ulcera ou crosta; 3- linfangite ascendente; 4- regressao
e cicatrizacdo) e efetuou-se a analise segundo Kruskall-wallis para dados n&o

parameétricos ou ordinais, assim como para lesdes em outras areas corpéreas.



4 RESULTADOS

4.1 Caso clinico de esporotricose

Foi atendido numa clinica veterinaria particular na cidade de Pelotas-RS um
felino domeéstico, macho, ndo castrado, 2 anos de idade pesando 3,5 kg,
apresentando comprometimento do estado geral e sinais respiratérios. O animal
vivia em um sitio no distrito de Monte Bonito, com livre acesso a rua. As lesdes
apresentavam-se na face, pavilhdo auricular, regido periocular esquerda, plano
nasal e membro anterior esquerdo e eram nodulares, exsudativas e com presenca
de crostas. O diagnostico presuntivo foi de esporotricose (Fig. 15).

As amostras das lesdes foram colhidas com Swabs estéreis e encaminhadas
ao Laboratério Regional de Diagndstico (LRD/UFPel) para realizagao de analises
micoldgicas e histopatoldgicas.

As amostras foram cultivadas em agar Sabouraud dextrose acrescido de
cloranfenicol e cicloheximida (Mycosel®) e incubadas a 25° C e a 37°C durante 10
dias para confirmagao do dimorfismo. Apds o periodo de incubacao foi realizada a
avaliacdo macroscopica e microscopica do agente confirmando o Sporothrix
schenckii.

Na avaliagcao histopatolégica também foi confirmado presenga de células
leveduriformes compativeis com Sporothrix schenckii.

Foi prescrito o protocolo terapéutico com itraconazol (10mg/kg, PO, SID). O
paciente foi hospitalizado, tendo a medicacdo administrada por 60 dias. Apds a
melhora clinica das lesdes o proprietario decidiu concluir o tratamento no domicilio.
O proprietario foi orientado a continuar com a medicagdo por quatro semanas
adicionais apds o desaparecimento total das lesbes. Houve contaminagdo de dois
familiares e de outro gato macho de trés anos (Fig. 16). O felino doméstico acabou

evoluindo para o 6bito.
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A cepa de Sporothrix schenckii foi acondicionada na micoteca do Laboratério

de Doencas Infecciosas da Faculdade de Veterinaria- UFPel- setor Micologia.

Figura 16- Proprietario com lesdo cuténea fixa de esporotricose, demonstrando
envolvimento zoondético (Setor de Micologia, FV-UFPel)

4.2 Inativagao do Sporothrix Schenckii
A curva de inativacdo demonstrou que apo6s cinco horas ndo houve mais
crescimento do Sporothrix schenckii, sendo que o thimerosal a 0,02% inativou

totalmente o fungo neste periodo (Tabela 2) (Fig. 17; 18).



57

Tabela 2: Contagem das Unidades Formadoras de colénias (UFCs) apés cultivo das
amostras inativadas com Thimerosal a 0,02% num periodo de 24 horas

Tempo 0 -1 -2 -3 -4 -5 -6 -7
(UFCs) (UFCs) (UFCs) (UFCs) (UFCs) (UFCs) (UFCs) (UFCs)

Oh incontaveis 1991 1014 331 45 14 7 1

(A)

2,5h incontaveis 114 34 3 1 S/C S/C S/C

(B)

5h S/IC S/C S/C S/C S/C S/C S/C S/C

(®)

7,5h S/IC S/C S/C S/C S/C S/C S/C S/C

(D)

24h S/IC S/C S/IC S/C S/C S/C S/C S/C

(E)

S/C: sem crescimento fungico

Figura 17- Sporothrix schenckii apds cultivo no tempo zero de inativagao (Setor de
Micologia, FV-UFPel)

Figura 18- Cultivo ap6és 24 horas de inativagdo, sem crescimento de Sporothrix
schenckii (Setor de Micologia, FV-UFPel)
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4.3 Imunoprofilaxia

4.3.1 Alteragdes anatomopatolégicas dos animais experimentais

Na semana trés do experimento foi realizada necropsia em dois animais de
cada grupo experimental para comprovagao da inativagdo completa do Sporothrix
schenckii. Nao foram observadas alteragbes anatomopatolégicas nos animais
experimentais.

Apds o término do experimento o restante dos animais foram eutanasiados e
necropsiados, sendo feita a analise macroscopica dos 6rgaos internos, testiculo e
ponto de inoculagcédo de todos os animais a fim de avaliar a evolugéo da doenca e o
comprometimento sistémico em cada grupo experimental. Foram coletados figado,
baco, testiculos e coxim plantar direito sendo encaminhados para o retroisolamento
do agente e analise histopatoldgica.

As principais alteracbes anatomopatolégicas observadas foram edema e
ulcera no coxim plantar direito com presenca de exsudato e lesdes puntiformes
esbranquicadas, localizada e/ou disseminada, no baco e figado (Tab. 3) (Fig. 19).

A anadlise estatistica evidenciou que os animais pertencentes aos grupos
tratados (G2, G3 e G4) diferiram (P<0,05) em relacdo ao grupo controle (G1),
demonstrando menor frequéncia ou auséncia de ulceras do coxim plantar direito. No
entanto ndo houve diferenga significativa entre estes trés grupos. Em relagdo a
presenca de edema no coxim plantar direito e lesées macroscépicas no bacgo, figado
e testiculos, ndo houve diferenga estatisticamente significativas entre os quatro
grupos experimentais (P>0,05) (Fig. 21; 22).

O escore das alteragdes anatomopatoldgicas observado na analise estatistica
evidenciou que o grupo controle (G1) diferiu estatisticamente (P<0,05) do G3 (AIFP),
porém nao houve diferenga estatistica significativa do G1 (CONT) em relagdo aos
demais grupos (P>0,05) (Fig. 20).
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Tabela 3- Frequéncia de lesdes anatomopatolégicas encontradas no ponto de
inoculagdo, em o6rgaos internos e testiculo apds imunoprofilaxia nos quatro grupos
experimentais e média dos escores

% lesdes anatomopatoldgicas

Grupos UCPD ECPD Baco Figado Testiculo Escore
G1 50° 94,4 11,1 0 0 1,52
(CONT)
G2 0? 72,2 5,6 5,6 0 0,832°
(AIF)
G3 5,62 61,1 0 0 0 0,66°
(ACF)
G4 0? 88,8 16,6 5,6 0 1,11%
(AIFP)

G1 (CONT): controle; G2 (AIF): vacina com adjuvante incompleto de Freund; G3(ACF): vacina com
adjuvante completo de Freund; G4(AIFP): vacina com adjuvante incompleto de Freund mais prépolis;
UCPD: ulcera coxim plantar direito; ECPD: edema coxim plantar direito. Letras iguais indicam que n&o
houve diferenga significativa entre as colunas (p>0,05), escore analisado pelo método de Kruskall
Walllis e os demais por qui-quadrado.

100 -
90 -
80
70
60
50 A
40 -
30 A
20 A
10 A

®G1(CONT)

B G2 (AIF)

G3 (ACF)

® G4 (AIFP)

UCPD ECPD Baco Figado

Figura 19- Frequéncia de lesbes anatomopatolégicas encontradas no ponto de
inoculagao, figado e baco apds imunoprofilaxia nos quatro grupos experimentais
(Setor de Micologia, FV-UFPel)
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Escore

0,4 A
0,2 A

G1 (CONT) G2 (AIF) G3 (ACF) G4 (AIFP)

Grupos

Figura 20- Escore de alteragdes anatomopatoldgicas observadas nos quatro grupos
experimentais apos imunoprofilaxia (Setor de Micologia, FV-UFPel)

Figura 21- Presengca de edema e Uulcera no coxim plantar direito de animal
pertencente ao grupo controle (G1) (Setor de Micologia, FV-UFPel)
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Figura 22- Figado de animal do Grupo 3 (ACF) sem alteragdes anatomopatolégicas
(Setor de Micologia, FV-UFPel)

4.3.2 Retroisolamento do Sporothrix schenckii

Ao final do experimento o retroisolamento do S. schenckii no ponto de
inoculacao foi obtido em 94, 4% dos animais pertencentes ao grupo controle (G1),
enquanto nos grupos G2 (AlF), G3 (ACF) e G4 (AIFP) o agente foi retroisolado em
44.4%, 38,9% e 38,9% respectivamente, sendo que o G1 diferiu estatisticamente
(P<0,05) em relagao aos demais grupos experimentais (Tab. 4).

O S. schenckii foi retroisolado do figado, bago e testiculos dos animais
pertencentes aos grupos G1, G2 e G3, porém ndo houve crescimento do fungo
desses orgaos nos animais do grupo G4 (Tab. 4) (Fig. 23).

Em relagcdo ao escore do retroisolamento fungico observado na analise
estatistica, o grupo controle (G1) diferiu estatisticamente (P<0,05) do G3 (ACF) e G4
(AIFP), porém nao houve diferenga estatistica significativa do G1 (CONT) (P>0,05)
em relacdo ao G2 (AlF) (Fig. 24).
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Tabela 4- Frequéncia de retroisolamento fungico no ponto de inoculagao, 6rgaos
internos e testiculos dos quatro grupos experimentais apds imunoprofilaxia e meédia
dos escores

% retroisolamento fungico

Grupos CPD (%) Figado (%) Baco (%) Testiculo (%) Escore

G1 (CONT) 94,4° 27,8° 22,28 38,9° 0,45°
G2 (AIF) 44 4° 5,6° 22,2° 16,7%° 0,222
G3 (ACF) 38,9° 5,6° 22,2° 11,12 0,19°
G4 (AIFP) 38,9° 0° 0° 0° 0,09°

CPD: Coxim plantar direito; G1 (CONT): controle; G2 (AlF): vacina com adjuvante incompleto de
Freund; G3(ACF): vacina com adjuvante completo de Freund; G4(AIFP): vacina com adjuvante
incompleto de Freund mais prépolis. Letras iguais indicam que nao houve diferenga significativa entre
as colunas (p>0,05), escore analisado pelo método de Kruskall Wallis e os demais por qui-quadrado.

Retroisolamento fungico

100 -
30
60 A B G1(CONT)
i
BG2(AF
40 -
G3 ACF)
20 A mG4(ATP)
0
CPD Figado Baco Testiculo
amostras

Figura 23- retroisolamento fungico no coxim plantar direito, érgéos internos e
testiculo dos quatro grupos experimentais apos utilizagdo do imunoprofilatico (Setor
de Micologia, FV-UFPel)
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Escore
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Escore
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Figura 24- Escore de retroisolamento fungico observados nos quatro grupos
experimentais apos imunoprofilaxia (Setor de Micologia, FV-UFPel)

4.3.3 Contagem das Unidades Formadoras de Colonias (UFCs)

Na quantificacado fungica do ponto de inoculagéo foi observado que dentre os
grupos experimentais os animais pertencentes ao G4 que receberam
imunoprofilatico com adjuvante incompleto de Freund mais propolis apresentaram
menor quantidade de UFCs em relagdo aos demais grupos, porém nao houve
diferenca estatisticamente significativa entre os quatro grupos experimentais
(P>0,05) (Tab. 5) (Fig. 25).

Em relacdo a contagem das Unidades Formadoras de Colbénias do figado,
foram observadas nos grupos G1, G2 e G3 a presenga de 3,02 UFC/ml, 0,39
UFC/ml e 0,53 UFC/ml respectivamente, sendo que no G4 nao houve crescimento
de unidade formadora de colonia do S. schenckii. O grupo controle (G1) diferiu
estatisticamente (P<0,05) em relagdo aos demais grupos, ndo havendo diferencga
estatistica significativa entre G2, G3 e G4 (Tab. 5) (Fig. 25; 26).
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Tabela 5- Quantificagcdo das Unidades Formadoras de Colbnia de Sporothrix
schenckii referentes ao ponto de inoculagdo e figado dos animais conforme os
grupos experimentais

Grupos Coxim plantar direito Figado
(UFC/ml) (UFC/ml)
G1 (CONT) 6,07° 3,02°
G2 (AIF) 5,66° 0,39°
G3 (ACF) 5,002 0,53°
G4 (AIFP) 4,91° 0,00°

G1 (CONT): controle; G2 (AlIF): vacina com adjuvante incompleto de Freund; G3(ACF): vacina com
adjuvante completo de Freund; G4(AIFP): vacina com adjuvante incompleto de Freund mais propolis;
UFC/ml: Unidades Formadoras de Colbnias/ml. Letras iguais indicam que n&o houve diferenga
significativa entre as colunas (p>0,05).

Unidades Formadoras de ColGnias

v,
=
3 - m Coxim plantar direito
9 B Figado

GL(CONT)  G2(AIF)  G3(ACF)  GA4(AIFP)
Grupos
Figura 25- Contagem das Unidades Formadoras de Colbnias de Sporothrix schenckii

nos quatro grupos experimentais apos imunoprofilaxia (Setor de Micologia, FV-
UFPel)
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Figura 26- Unidades Formadoras de Colonias de Sporothrix schenckii do figado de
animal pertencente ao grupo controle (G1) apds imunoprofilaxia (Setor de Micologia,
FV-UFPel)

4.3 4 Avaliagao Histopatolégica

No grupo G1 (CONT) todos os animais apresentaram lesdes no local de
inoculagao (coxim) caracterizada por uma dermatite piogranulomatosa focalmente
extensa que por vezes variou na intensidade da lesdo de moderada a acentuada.
Um dos animais além das lesdes no ponto de inoculagdo apresentou granulomas
multifocais no figado.

Nao foram observadas alteragdes histoldgicas nos 6rgaos examinados de
um animal do grupo G2 (AlF). Dois animais apresentaram lesbes apenas no coxim
plantar direito caracterizada por uma dermatite piogranulomatosa multifocal a
coalescente que variou de moderada a acentuada (Fig 27). Em um rato foi
observado lesdo no local de inoculagdo e figado, no coxim havia uma dermatite
piogranulomatosa focalmente extensiva acentuada e no figado granulomas
multifocais.

No grupo G3 (ACF) similar ao grupo G2 um animal ndo apresentou
lesdes histologicas. Os demais animais apresentaram lesdes apenas no local de
inoculagao caracterizada por uma dermatite piogranulomatosa multifocal que variou
de moderada a acentuada.

No grupo G4 (AIFP) as lesbes restringiram-se a pele; dois animais
apresentaram dermatite granulomatosa multifocal que variou de discreta a moderada

e dois animais apresentaram dermatite piogranulomatosa multifocal acentuada.
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Figura 27- Corte histolégico pertencente a rato do G2: coxim plantar direito
demonstrando presengca de célula gigante tipo corpo estranho com células
leveduriformes de Sporothrix schenckii intracitoplasmatico. P.A.S, objetiva 40X
(Laboratério de Histoquimica, FV-UFPel)

4.4 Imunoterapia
4.4.1 Avaliagao clinica dos animais experimentais

4.4.1.1 Lesdes no ponto de inoculagao

Dez dias apds a inoculacdo experimental a avaliacdo clinica revelou que
todos os animais dos quatro grupos experimentais apresentavam lesdes
caracteristicas da esporotricose com eritema e nédulos no coxim plantar direito.

Na semana dois a presenca de ulcera, exsudato e crostas foram observadas
em 80%, 75%, 50% e 75% nos grupos G1 (CONT), G2 (AIF), G3 (ACF) e G4 (AIFP)
respectivamente. Nas semanas trés e quatro a maioria dos animais dos quatro
grupos experimentais evoluiu as lesdes para linfangite ascendente com presenca de
Ulceras e crostas (Tab.6) (Fig.29; 30).

Na semana cinco alguns animais dos grupos G2, G3 e G4 ja apresentavam
regresséo das lesbdes, chegando a ultima semana do experimento com 58,3%,
41,7% e 50% das lesdes regredidas e em processo de cicatrizagédo (Tab. 6).

Em relagdo a média dos escores das avaliagdes clinicas durante as seis
semanas do experimento nao houve diferenga estatistica nos quatro grupos

experimentais (P>0,05), conforme descrito na tabela 7 e figura 28.
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Tabela 6- Frequéncia semanal da avaliagao clinica no ponto de inoculagéo durante
tratamento com imunoterapico nos quatro grupos experimentais

GRUPOS

G1 (CONT)% G2 (AIF)% G3 (ACF)% G4 (AIFP)%

SEM EN UEC LA RC EN UEC LA RC EN UEC LA RC EN UEC LA RC

1 100 - - - 100 - - - 100 - - - 100 - - -
2 10 80 10 - 25 75 - - 50 50 - - 25 75 - -
3 - 125 875 - - 455 545 - 63 63 874 - - 125 875 -
4 - 6,3 93,7 - - 455 545 - - 125 813 6,2 - - 100 -
5 - - 100 - - - 875 125 - - 93,7 6,3 - - 93,7 6,3
6 - - 91,7 83 - - 41,7 58,3 - - 58,3 41,7 - - 50 50

SEM: semana; G1 (CONT): controle; G2 (AIF): vacina com adjuvante incompleto de Freund;
G3(ACF): vacina com adjuvante completo de Freund; G4(AIFP): vacina com adjuvante incompleto de
Freund mais propolis; EN: eritema e nédulo; UEC: ulcera, exsudato e crostas; LA: linfangite
ascendente; RC: regressao e cicatrizagao

Tabela 7: Média dos escores da avaliagdo clinica semanal no ponto de inoculagao
durante imunoterapia nos quatro grupos experimentais

Grupos Sem1 Sem2 Sem3 Sem4 Sem5 Sem6
1 (CONT) 1 2 2,88 3,19 3,0 3,08
2 (AIF) 1 1,75 2,69 2,69 3,12 3,58
3 (ACF) 1 1,5 2,75 2,94 3,06 3,42
4 (AIFP) 1 1,75 2,88 3 3,06 3,50

Sem:semana; G1 (CONT): controle; G2 (AIF): vacina com adjuvante incompleto de Freund; G3(ACF):
vacina com adjuvante completo de Freund; G4(AIFP): vacina com adjuvante incompleto de Freund
mais prépolis. Nao houve diferengas significativas entre os tratamentos na analise pelo método de
Kruskall-Wallis.
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Figura 28- Média dos escores da avaliagdo clinica semanal durante tratamento com
imunoterapico nos quatro grupos experimentais (Setor de Micologia, FV-UFPel)

Figura 29- Lesbes de esporotricose no coxim plantar direito na semana 4 do
experimento com imunoterapico: (A) G1- presenca de ulceras e crostas; (B) G2-
presenga de Ulceras e crostas; (G3)- ulcera iniciando processo de regressédo das
lesdes; (G4) presencga de Ulcera e exsudato (Setor de Micologia, FV-UFPel)



69

Figura 30- Rato wistar pertencente ao grupo controle (G1) apresentando ulcera,
crosta e linfangite ascendente no membro posterior direito durante imunoterapia
(Setor de Micologia, FV-UFPel)

4.4.1.2 Lesoes em outras areas corporeas

Em relagao as lesbdes de esporotricose em outras areas corpéreas nas duas
primeiras semanas experimento nenhum animal apresentou alteragdes. Na semana
trés 18,75% dos ratos do grupo 1 (CONT) apresentavam nddulos e ulceras em
outros locais corporeos como cauda, membro posterior esquerdo, membros
anteriores e face.

Nas semanas quatro e cinco varios animais dos quatro grupos experimentais
(G1, G2, G3 e G4) tinham lesbes em outras areas, entretanto, ndo houve diferenca
estatistica significativa (P>0,05) entre eles nas cinco primeiras semanas do
experimento.

Na ultima semana o G3 (ACF) foi o grupo que demonstrou menor frequéncia
de animais com lesGes em outras areas corpéreas (16,7%), diferindo
estatisticamente dos grupos G1 (CONT) e G4 (AIFP) (P<0,05). Os grupos G1, G2
(AIF) e G4 apresentaram 81,81%, 41,7% e 83,3% dos animais com esporotricose
em outros locais (Tab. 8) (Fig.31; 32).
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Tabela 8- Frequéncia semanal de lesGes em outras areas corporeas durante
tratamento com imunoterapico nos quatro grupos expeimentais
Grupos (%)
Semanas G1 (CONT) G2 (AIF) G3 (ACF) G4 (AIFP)
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 18,75 0 0 0
4 18,75 6,25 6,25 18,75
5 68,75 37,5 50 50
6 81,81° 41,7% 16,7° 83,3°

G1 (CONT): controle; G2 (AIF): vacina com adjuvante incompleto de Freund; G3(ACF): vacina com
adjuvante completo de Freund; G4(AIFP): vacina com adjuvante incompleto de Freund mais proépolis.
Letras iguais indicam que nao houve diferenga significativa entre as linhas (p>0,05) ao teste do qui-

quadrado.
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Figura 31- Frequéncia de lesbes em outras areas corpéreas nos quatro grupos
experimentais durante imunoterapia (Setor de Micologia, FV-UFPel)
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Figura 32- Rato wistar pertencente ao grupo 4 (AIFP) apresentando ndédulo no
membro anterior esquerdo durante imunoterapia (Setor de Micologia, FV-UFPel)

4.4.2 Alteragoes anatomopatoldgicas dos animais experimentais

Apods a realizagdo das necropsias 0s animais experimentais apresentaram
lesdes principalmente no baco, figado, linfonodos e testiculos, sendo que 91,7% dos
animais do grupo G1 (CONT) demonstravam lesdes esbranquicadas, puntiformes
localizadas ou disseminadas no baco, diferindo estatisticamente (P<0,05) do grupo
G2 (Tab. 9) (Fig.33).

No figado as lesées foram observadas em 58,3%, 41,7%, 50% e 33,3% dos
animais dos grupos G1, G2, G3 e G4, respectivamente (Fig.35).

Foram observadas lesdes macroscépicas nos linfonodos popliteos em
58,3% dos animais do grupo 1 (CONT), diferindo estatisticamente dos demais
grupos experimentais (P<0,05).

Em relagéo ao escore realizado na analise estatistica o grupo G1 (CONT)
diferiu somente do grupo 4 (P<0,05) (Tab. 9) (Fig.34).



72

Tabela 9- FrequUéncia de lesbes anatomopatoldgicas encontradas em oOrgaos
internos, linfonodo popliteo e testiculo apds tratamento com imunoterapico nos
quatro grupos experimentais e média dos escores

% lesdes anatomopatoldgicas

Grupos Bacgo Figado Linfonodo Testiculo Escore
G1(CONT) 91,7° 58,3 58,3° 6,7 2,252
G2 (AIF) 41,72 41,7 8,32 0 0,912°
G3 (ACF) 83,3" 50 0,3? 25 1,66%°
G4 (AIFP)  83,3° 33,3 0? 8,3 1,25°

G1 (CONT): controle; G2 (AlIF): vacina com adjuvante incompleto de Freund; G3(ACF): vacina com
adjuvante completo de Freund; G4(AIFP): vacina com adjuvante incompleto de Freund mais prépolis.
Letras iguais indicam que ndo houve diferenga significativa entre as colunas (p>0,05), escore
analisado pelo método de Kruskall Wallis e os demais por qui-quadrado.
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Figura 33- Frequéncia de alteragbes anatomopatoldgicas nos érgaos internos,
linfonodo popliteo e testiculo nos quatro grupos experimentais apds imunoterapia
(Setor de Micologia, FV-UFPel)
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Figura 34- Escore de alteragdes anatomopatolégicas observadas nos quatro grupos
experimentais apos imunoterapia (Setor de Micologia, FV-UFPel)

Figura 35- Figado de animal do grupo 3 (ACF) apresentando lesdes puntiformes
esbranquicadas disseminadas apds realizagcao de necropsia

4.4.3 Retroisolamento do Sporothrix schenckii

O retroisolamento do S. schenckii no ponto de inoculagao foi obtido em 100%
dos animais pertencentes ao grupo controle (G1), enquanto nos grupos G2 (AlF), G3
(ACF) e G4 (AIFP) o agente foi retroisolado em 85%, 60% e 95% respectivamente,
ndo havendo diferenga estatistica significativa entre os grupos experimentais
(P>0,05) (Tab. 10).
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O S. schenckii foi retroisolado do figado, bago e testiculos dos animais
pertencentes aos grupos G1, G2, G3 e G4, sendo que no grupo G1 (CONT) o
agente foi retroisolado do figado e bago em 75% e 85% dos animais
respectivamente, diferindo estatisticamente dos demais grupos (P<0,05) (Fig. 36).

Em relagcdo ao escore do retroisolamento fungico observado na analise
estatistica, o grupo controle (G1) diferiu estatisticamente (P<0,05) do G2 (ACF) e G4
(AIFP), porém nao houve diferenga estatistica significativa do G1 (CONT) (P>0,05)
em relacdo ao G3 (AIFP) (Fig. 37).

Tabela 10- Frequéncia de retroisolamento fungico no ponto de inoculagédo, 6rgaos
internos e testiculos dos quatro grupos experimentais e média dos escores
% retroisolamento fungico

Grupos CPD (%) Figado (%) Baco (%) Testiculo(%) Escore

G1 (CONT) 1002 75° 85° 80° 3,4°
G2 (AIF) 85° 25° 35° 55 2°
G3 (ACF) 60° 40° 55 60° 2,552°
G4 (AIFP) 95° 35° 35° 50° 2,15°

CPD: Coxim plantar direito; G1 (CONT): controle; G2 (AlF): vacina com adjuvante incompleto de
Freund; G3(ACF): vacina com adjuvante completo de Freund; G4(AIFP): vacina com adjuvante
incompleto de Freund mais prépolis.

Retroisolamento fungico

100 A
80 ~
60 B G1(CONT)
kS
B G2 (AIF)
40
G3 (ACF)
20 A B G4 (AIFP)
0
CPD Figado Baco Testiculo

Amaostras

Figura 36- retroisolamento fungico no coxim plantar direito, érgéos internos e
testiculo dos quatro grupos experimentais apoés utilizacdo do imunoterapico (Setor
de Micologia, FV-UFPel
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Figura 37- Escore de retroisolamento fungico observados nos quatro grupos
experimentais apos imunoterapia (Setor de Micologia, FV-UFPel)

4.4.4 Contagem das Unidades Formadoras de Coldnias (UFCs)

Em relagdo a quantificacdo do Sporothrix schenckii foi observado que no
ponto de inoculagao, figado, bacgo e testiculo, dentre os grupos experimentais, os
animais pertencentes ao grupo 2 (AIF) que receberam a formulagdo do
imunoterapico com adjuvante incompleto de Freund apresentaram menor Unidades
Formadoras de Colbdnias (UFCs). A analise estatistica evidenciou que o0s grupos
tratados (G2, G3 e G4) diferiram estatisticamente p<(0,05) em relagdo ao grupo
controle (G1) (Fig. 38).
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Figura 38- Contagem das Unidades Formadoras de Colénias de Sporothrix schenckii
nos quatro grupos experimentais apos imunoterapia (Setor de Micologia, FV-UFPel)
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4.4.5 Avaliagao histopatolégica

No grupo G1 (CONT) todos os animais apresentaram lesdes no sitio de
inoculagdo; em um animal a lesdo caracterizou-se por dermatite piogranulomatosa
multifocal a coalescente moderada os demais animais diferiram na distribuicdo da
lesdo, que foi focalmente extensiva com ulceragdo moderado a acentuado. Nos
demais 6rgaos examinados em um rato nao foram observados lesdes. Dois animais
apresentaram granulomas multifocais no figado e bago; em um rato foi observado
periorquite granulomatosa multifocal.

Todos os animais do grupo G2 (AIF) apresentaram lesbées no coxim
caracterizadas por uma dermatite piogranulomatosa focalmente extensa com
ulceragcdo que por vezes variou na intensidade da lesdo de moderado a acentuado.
Um dos animais as lesdes ficaram restritas a pele nos demais animais havia
granulomas multifocais no figado e baco.

Os animais do grupo G3 (ACF) apresentaram uma dermatite
piogranulomatosa multifocal a coalescente acentuada com ulceragdo, apenas num
animal a lesdo era moderada. Ao exame dos demais 6rgdos um animal n&o
apresentou alteragdes. Em dois animais havia piogranulomas e granulomas
multifocais no figado e baco (Fig. 39). Outro animal apresentou periorquite
piogranulomatosa multifocal a coalescente acentuada (Fig. 40).

No grupo G4 (AIFP) todos os animais apresentaram lesdes na pele, dois
animais demonstraram dermatite piogranulomatosa multifocal a coalescente
acentuada com ulceracdo. Esta lesao foi menos intensa em outro animal, no qual foi
observada uma dermatite granulomatosa moderada. As lesdes ficaram restritas ao
coxim num dos animais. Em outro foi observado granulomas multifocais no figado e
baco. Em um animal havia periorquite piogranulomatosa multifocal a coalescente

acentuada e granulomas multifocais no bago.
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Figura 39- Corte histologico pertencente a rato G3 (ACF): Hepatite piogranulomatosa
focal rodeada por capsula fibrosa. H.E, objetiva 40X (Laboratorio de Histoquimica,
FV-UFPel)

Figura 40- Corte histolégico pertencente a rato do G3 (ACF): Periorquite
piogranulomatosa multifocal a coalescente. H.E, objetiva 10X (Laboratério de
Histoquimica, FV-UFPel)



5 DISCUSSAO

Para a formulacdo da vacina e inoculagao experimental foi utilizada uma cepa
de Sporothrix schenckii proveniente de um caso de esporotricose disseminada em
um felino doméstico que apresentava lesbes na face, pavilhdo auricular, regiao
periocular esquerda, plano nasal e membro anterior esquerdo e eram nodulares,
exsudativas e com presenga de crostas. Segundo a literatura, a esporotricose em
felinos se apresenta habitualmente na forma cutanea- fixa ou disseminadas a partir
de lesdes cutdneas que se espalham via hematogena ou através da linfa, podendo
evoluir para forma sistémica, embora o envolvimento ésseo seja raro (IWASAKI et
al.,1988; SCHUBACH et al., 2001). As lesdes se situam preferencialmente nas
regides cefalica, dos membros e da cauda, podendo, com freqiéncia, assemelhar-se
aquelas decorrentes de criptococose. Inicialmente caracterizam-se por abcessos,
celulite ou com o aspecto fistuloso, evoluindo até amplas areas necroticas,
nodulares, ulceradas e crostosas (GONZALEZ- CABO et al., 1989; BARONI et al.,
1998; SCHUBACH; SCHUBACH, 2000; SCHIAVO et al., 2000; SCHUBACH et al.,
2001).

Em relacdo a esporotricose experimental, varios estudos prévios foram
realizados, os quais utilizaram as formas de inoculagbes intraperitonial,
intratesticular ou subcutanea em animais experimentais como camundongo, rato ou
hamster para demonstragdo da patogenicidade do microrganismo, assim como a
resposta imune do hospedeiro e o retroisolamento do agente (MUJICA et al., 1992;
YOSHIIKE et al., 1993; NAKAMURA et al., 1996; FARIAS et al., 1997; TACHIBANA;
MATSUYAMA; MITSUYAMA,1999; FLEURY et al.,, 2001). No presente estudo o
modelo experimental e o sitio de inoculacgao utilizado sao considerados preferenciais
para a reproducdo da esporotricose cutanea. Diversos autores demonstraram a
suscetibilidade de ratos ao Sporothrix schenckii, assim como evidenciaram que o

coxim plantar reproduz lesdes semelhantes as decorrentes da forma espontanea da
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esporotricose (DIXON; DUCAN; HURD, 1992; MUJICA et al.,1992; YOSHIIKE et al.,
1993; NOBRE et al., 2003; KONG et al., 2006).

Levando em consideracdo que n&o ha diferenga significativa entre a
utilizacdo da fase micelial e leveduriforme para o desenvolvimento da esporotricose
cutanea experimental (NOBRE et al., 2003) o indculo utilizado neste estudo foi
desenvolvido a partir da fase filamentosa do microrganismo.

A esporotricose €& geralmente adquirida pela inoculagdo da forma
filamentosa do Sporothrix schenckii encontrada no ambiente. As lesbes da
enfermidade sao decorrentes da transformacdo do microrganismo para forma
leveduriforme, que ocorre em aproximadamente 13 dias, e posterior multiplicagdo no
tecido do hospedeiro (CORREA et al., 1991). Neste estudo as lesbes no ponto de
inoculacdo como nédulos e ulceras foram observadas dez dias apds a inoculagao
dos animais experimentais coincidindo com o periodo de transformacgéo do fungo da
forma filamentosa para fase leveduriforme. Esses achados foram semelhantes aos
descritos na literatura onde estudos in vivo utilizando animais experimentais
resultaram na presenca de nddulos e ulceras no ponto de inoculagéo entre o sétimo
e décimo quarto dia de infeccao (POLANIA; ALZATE; SARAVIA, 1990; MUJICA et
al.,1992; YOSHIIKE et al., 1993; NOBRE et al., 2003; KONG et al., 2006).

Neste experimento, os ratos que utilizaram imunoprofilatico e imunoterapico
foram inoculados com 2X10° células de S. schenckii/ml para a reproducdo da
enfermidade. Varios estudos foram realizados utilizando esse padrdo de indculo
para inoculagdo dos animais experimentais, demonstrando ser eficaz para produzir
lesdes caracteristicas de esporotricose como nédulos, ulceras, exsudato, crostas e
linfangite ascendente (NOBRE et al., 2003; ANTUNES, 2004; MADRID, 2007).

Para a imunoprofilaxia dos animais, assim como para o tratamento da
esporotricose experimental foram utilizadas formulagdes de vacinas preparadas a
partir do agente Sporothrix schenckii inativado com a utilizagdo de adjuvante oleoso.
Diversos autores tém estudado a importdncia da utilizacdo de vacinas tanto na
prevengdo como no tratamento de doengas fungicas com um aumento cada vez
maior pelo interesse nessa area de conhecimento, com a produ¢ado de vacinas
recombinantes, atenuadas, inativadas, vacinas de subunidades, entre outras (NAES;
SANDVIK, 1981; DIXON et al.,, 1998; RYBNIKAR; VRZAL; CHUMELA, 1998;
ABUODEH et al.,, 1999; CARDENAS et al.,, 1999; DEEPE; GOBBONS, 2002;
WUTHRICH et al., 2002; SANTURIO et al., 2003; DINIZ et al.; 2004; VERMOUNT et
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al., 2004; WUTHRISH; WARNER; KLEIN, et al., 2005; NASCIMENTO et al., 2007;
STEVENS, 2007; BRAGA et al., 2009).

No presente estudo o inativante utilizado foi o thimerosal a 0,02%
demonstrando bons resultados, concordando com outros autores que também o
utilizaram para a inativagdo completa do Pythium insidiosum e Fusarium
verticillioides (SANTURIO et al., 2003; MEIRELLES et al., 2006).

Os animais que receberam o imunoprofilatico foram desafiados e
necropsiados 10 dias apds, quando a maioria dos ratos dos quatro grupos
experimentais ja apresentava lesdes caracteristicas de esporotricose no ponto de
inoculacdo como a presenga de nodulos e ulceras, sendo que nas alteragdes
anatomopatologicas 50% dos animais do grupo 1 (CONT) demonstravam ulceras
diferindo estatisticamente dos demais grupos (G2, G3 e G4). Neste estudo foi
evidenciado presenca de pontos brancos puntiformes localizados ou disseminados
no figado e baco. Estes resultados foram similares aos descritos na literatura em
experimentos que também utilizaram animais experimentais para inoculagdo do S.
schenckii (MUJICA et al., 1992.; YOSHIIKE et al., 1993; NAKAMURA et al., 1996).

Quanto ao retroisolamento do Sporothrix schenckii e a quantificacdo das
Unidades Formadoras de Colbnias o presente estudo evidenciou que os animais que
receberam as diferentes formulagdes de vacinas (G2, G3 e G4) apresentaram uma
reducao no crescimento fungico quando comparado ao grupo controle (G1) tanto no
coxim plantar direito quanto nos 6rgaos internos, demonstrando que houve alguma
resposta imunoldgica contra o S. schenckii. Em outros estudos realizados, os
autores descreveram que a imunidade contra o Sporothrix schenckii é
principalmente a mediada por células (BARNESTON; GAWKRODGE, 1994; ROOK,
1994; ROILIDEs, et al.,, 1998, TACHIBANA, MATSUYAMA; MITSUYAMA, 1999).
Tachibana, Matsuyama e Mitsuyama (1999) demonstraram que a imunidade
adquirida contra S. schenckii € principalmente realizada pelos macrofagos ativados
por interferon-gama (IFN-y) produzido por LT CD4". Porém estudos recentes
demonstram que as respostas imunolégicas tanto mediadas por anticorpos e por
células, contribuem na protegdo contra fungos como S. schenckii (NASCIMENTO;
ALMEIDA, 2005).

Nascimento e Almeida (2005) evidenciaram recentemente em ratos
inoculados experimentalmente que antigeno de S. schenckii induz resposta humoral

especifica com a presenca de IgG1 e IgG3. Altos niveis de IgG1 contribuem para
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que a imunidade humoral controle a infeccdo, visto que essa é uma importante
imunoglobulina na neutralizagdo do antigeno, estando envolvido com a opsonizagao
e aumento da eficiéncia na fagocitose.

O retroisolamento do S. schenckii de 6rgaos internos e sitio de inoculagao ja
foram evidenciados em estudos in vivo demonstrando a ocorréncia da disseminagao
do agente uma semana apds a inoculagdo subcutanea (POLANIA et al, 1990;
ANTUNES, 2004; MADRID, 2007). Outros estudos realizados demonstraram uma
diminui¢cao na quantificacdo das Unidades Formadoras de Colbnias apds a utilizagao
de vacinas para fungos (ABUODEH et al., 1999; NASCIMENTO et al., 205).

A avaliagcao histopatolégica dos animais que receberam imunoprofilatico
demonstrou que no grupo G1 (CONT) todos os animais apresentaram lesdes no
local de inoculagdo (coxim) caracterizada por uma dermatite piogranulomatosa
focalmente extensa que por vezes variou na intensidade da lesdo de moderada a
acentuada. Um dos animais além das lesbes no ponto de inoculagdo apresentou
granulomas multifocais no figado. No grupo G2 dois animais apresentaram lesdes
apenas no coxim plantar direito caracterizada por uma dermatite piogranulomatosa
multifocal a coalescente que variou de moderada a acentuada. Um animal observou-
se lesdo no local de inoculagcdo e figado, no coxim havia uma dermatite
piogranulomatosa focalmente extensiva acentuada e no figado granulomas
multifocais. Os ratos gos grupo G3 apresentaram lesbes apenas no local de
inoculagao caracterizada por uma dermatite piogranulomatosa multifocal que variou
de moderada a acentuada. No grupo G4 (AIFP) as lesdes restringiram-se a pele;
dois animais apresentaram dermatite granulomatosa multifocal que variou de
discreta a moderada e dois animais apresentaram dermatite piogranulomatosa
multifocal acentuada.

As lesbes histopatolégicas demonstradas no presente estudo foram
semelhantes as descritas na literatura por outros autores (DUNSTAN et al., 1986;
FINDLAY; VISMER, 1986; LARSSON et al., 1989; DIXON; DUNCAN; HURD, 1992;
YOSHIIKE et al., 1993; NAKAMURA et al., 1996; FARIAS et al., 1997; SCHUBACH,;
SCHUBACH, 2000; SCHUBACH et al., 2001).

Os animais que receberam o imunoterapico demonstraram durante o
periodo experimental que, a partir da semana um apos inoculacdo com 2X10°
células de S. schenckii/ml, o quadro clinico e as lesées nos quatro grupos

experimentais (CONT, AlIF, ACF e AIFP) foram similares aos descritos na literatura
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em experimentos que também utilizaram animais experimentais como ratos,
camundongos e hamsters para inoculagdo do S. schenckii (POLANIA et al., 1990;
DIXON et al., 1992; MUJICA et al., 1992.; YOSHIIKE et al., 1993; NAKAMURA et al.,
1996) destacando neste estudo a presenga de nodulos nos grupos G1 (CONT), G2
(AIF), G3 (ACF) e G4 (AIFP) que evoluiram para ulceras, exsudatos, necrose e
crostas, sendo que em alguns animais ocorreu envolvimento linfatico e
disseminagao do agente com aparecimento de lesdes em outras areas corporeas. A
infeccdo por S. schenckii em animais experimentais € produzida com facilidade,
sendo os ratos especialmente suscetiveis a este microrganismo (MUJICA et
al.,1992).

Em um estudo experimental em hamsters, Polania et al. (1990)
demonstraram que nédulos e eritema foram observados nove dias apds receberem
0 in6culo com posterior aparecimento de ulceras e necrose no sitio de inoculagao
em todos os animais, mas alguns apresentaram lesdes disseminadas principalmente
nas patas mesmo sendo utilizado 2,5X10° células de S. schenckii/ ml, que seria para
promover uma infeccéo localizada.

Este estudo demonstrou que as lesbes de esporotricose observadas nos
animais experimentais também foram semelhantes as descritas na literatura em
humanos e animais que iniciam com presenc¢a de nodulos que ulceram e drenam
exsudato castanho-avermelhado com formacgdo de crostas e lesbes necréticas
podendo ser localizada ou com envolvimento de vasos linfaticos e em felinos pode
ocorrer disseminacdo do agente e esporotricose sistémica (DUNSTAN et al., 1986;
DIAZ, 1987; GONZALEZ-CABO et al., 1989; LARSSON et al., 1989; NAKAMURA et
al., 1996; FARIAS et al.,, 1997; BARONI et al., 1998; FIGUEIREDO; FERREIRA,
1998; SCHUBACH; SCHUBACH, 2000; NOBRE et al., 2002).

No grupo CONT a evolugao clinica da enfermidade foi conforme a relatada
em outros trabalhos inclusive com regress&o das lesdes no ponto de inoculagdo em
alguns animais ao final do experimento (POLANIA et al., 1990; DIXON; DUNCAN;
HURD, 1992; MUJICA et al.,, 1992.; YOSHIIKE et al., 1993; NAKAMURA et al.,
1996). Esta consideravel diminuicao das les6es em alguns ratos pode ser explicada
pelo fato destes, no decorrer do periodo experimental, terem adquirido imunidade
contra o S. schenckii, com isso ocorreu uma redugcao das lesdes provocadas pelo
agente. Este fato foi relatado por Mujica et al. (1992) que observaram que ratas

inoculadas com S. schenckii apresentaram uma boa resposta tanto na imunidade
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humoral como na mediada por células, ocasionando uma regressao da enfermidade
aos 30 dias de infecgado. Isto também pbdde ser observado em felinos, pois de acordo
com revisao bibliografica realizada por Farias et al. (1997), em um estudo realizado
por McDonald et al. (1980), 25% dos gatos inoculados com o S. schenckii
apresentaram resolugdo espontanea da doenca, indicando que atualmente a
esporotricose € uma doenga mais freqlente e deve ser considerada em todos os
casos de lesdes granulomatosas e ulceradas.

No tratamento da esporotricose cutanea experimental com diferentes
formulagbées dos imunoterapicos, os animais dos grupos G2 (AlF), G3 (ACF) e G4
(AIFP) apresentaram regressao e cicatrizacdo das lesdes no sitio de inoculagao,
sendo que no grupo 2 (AIF) 58,3% dos animais apresentavam lesdes regredidas e
em processo de cicatrizacdo, entretanto em relacdo as lesbes em outras areas
corporeas o grupo G3 (ACF) chegou ao final do experimento com somente 16,7%
dos animais com multiplas lesdes de esporotricose. Os resultados obtidos no
presente estudo embora apresentem uma pequena melhora clinica nos animais
tratados com imunoterapico, discordam da literatura quando comparados aos
tratamentos convencionais que tem como antifungico de eleicdo o itraconazol
(RESTREPO et al., 1986; KAUFFMAN; HAJJEH; CHAPMAN, 2000; SCHUBACH et
al., 2000; ROCHETTE; ENGELEN; VANDEN BOSSCHE, 2003; SCHUBACH et al.,
2004).

Dentre os tratamentos alopaticos, o iodeto de potassio continua sendo um
dos tratamentos efetivos para a esporotricose em humanos e animais, mas tem se
mostrado ineficaz em felinos, podendo desenvolver iodismo (LARSSON, 2000).

Na avaliagao clinica os grupos que apresentaram melhor resultado foram os
Grupos G2 e G3, os quais foram tratados com imunoterapicos com Adjuvante
incompleto de Freund e Adjuvante Completo de Freund, respectivamente. Estes sao
adjuvantes oleosos que atuam liberando o antigeno lentamente e aumentando a
ingestdo macrofagica, sendo que o Completo de Freund possui micobactérias
mortas potencializando a resposta imunologica (JANEWAY et al., 2002; TIZARD,
2002). Os animais do G4 (AIFP) foram tratados com imunoterapico composto por
Adjuvante Incompleto de Freund mais prépolis que possui uma agéo
imunomoduladora. Porém, os resultados deste estudo n&do concordaram com o
descrito na literatura por Fischer (2007) que estudou a capacidade adjuvante de um

extrato etandlico de propolis verde em camundongos imunizados contra o
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herpesvirus suino tipo 1 (SuHV-1) e observaram aumento significativo das respostas
imunes humoral e celular.

As alteragbes anatomopatologicas de orgaos internos demonstraram
diferencas estatisticas significativas dos grupos tratados em relagdo ao grupo
controle, evidenciando um menor numero de animais apresentando lesdes
macroscopicas compativeis com esporotricose. As alteragdes macroscopicas
encontradas no presente estudo ja foram descritas por outros autores que utilizaram
animais experimentais para produzirem esporotricose cutanea e sistémica (MUJICA
et al., 1992; NOBRE et al., 2003; ANTUNES, 2004; MADRID, 2007; MARTINS,
2008).

No presente estudo o fungo Sporothrix schenckii foi retroisolado dos coxins
plantares dos animais dos grupos G1 (CONT), G2 (AlIF), G3 (ACF) e G4 (AIFP) ndo
apresentando diferenga estatistica entre eles. O fungo foi retroisolado de 6rgaos
internos dos quatro grupos experimentais, porém com menor freqliéncia de
retroisolamento dos grupos tratados quando comparados ao grupo controle (G1). As
coldnias isoladas a 25°C foram caracterizadas por coloracdo inicialmente branca
amarelada membranosa e posteriormente tornando-se pregueada e escura variando
de cinza claro a cinza escuro com a presencga de hifas finas, septadas, com conidios
piriformes distribuidos ao longo destas, ou na extremidade, dispondo-se em forma
de “margaridas”. O cultivo a 37°C demonstrou células leveduriformes ovaladas ou
arredondadas. A macromorfologia e micromorfologia do Sporothrix schenckii neste
estudo foram semelhantes ao descrito na literatura por diversos autores (DIAZ,
1987; LARSSON et al.,, 1989; POLANIA et al., 1990; CARAVALHO et al., 1991;
MUJICA et al.,1992; YOSHIIKE et al., 1993; NAKAMURA et al., 1996; FARIAS et al.,
1997; SCHUBACH et al., 2000; LACAZ et al., 2002).

Em relagdo a quantificacdo do Sporothrix schenckii foi observado que no
ponto de inoculagéo, figado, baco e testiculo, dentre os grupos experimentais, os
grupos tratados (G2, G3 e G4) diferiram estatisticamente do grupo controle (G1),
evidenciando uma redugdo no numero de células fungicas nos animais tratados. O
presente estudo demonstra que os ratos pertencentes aos grupos tratados estédo
respondendo imunologicamente ao imunoterapico. Estudos prévios com tratamentos
antifungicos demonstraram uma redugéo nas UFC (s) apds o periodo experimental,
porém ainda apresentando crescimento de células de Sporothrix schenckii
(ANTUNES, 2004; MARTINS, 2008).
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De acordo com Farias et al. (1997) mesmo sendo realizada terapia
medicamentosa os organismos fungicos podem permanecer no local da lesdo por
até seis meses.

Neste estudo, o periodo de tratamento dos animais com imunoterapico foi de
seis semanas e ao final do experimento estes ainda apresentavam lesdes no sitio de
inoculagao (coxim plantar direito) e em outras areas corpéreas. Segundo a literatura,
o tratamento da esporotricose com agentes antifungicos deve ser realizado por um
periodo minimo de trés meses para reducao completa das lesdes, porém, nio foi o
evidenciado no presente estudo (RESTREPO et al., 1986; KAUFFMAN; HAJJEH;
CHAPMAN, 2000; SCHUBACH et al., 2000; ROCHETTE; ENGELEN; VANDEN
BOSSCHE, 2003; ANTUNES, 2004; SCHUBACH et al., 2004;).

As alteragbes histopatolégicas observadas no presente estudo foram
semelhantes as descritas em outros trabalhos que descrevem a presenca de
granulomas com centros necréticos, infiltrado inflamatério de macréfagos e
neutréfilos e presenca de capsula de tecido fibroso circundando a lesdo (MIYAJI;
NISHIMURA,1982; DIXON; DUNCAN; HURD, 1992; ANTUNES, 2004). As les6es
granulomatosas caracteristicas da esporotricose ocorrem devido a resposta imune
ser mediada por linfécitos T CD4 e macréfagos, que caracterizam a
hipersensibilidade tardia com formagao de granulomas (MIYAJI; NISHIMURA, 1982;
TACHIBANA; MATSUYAMA; MITSUYAMA, 1999; KAJIWARA et al., 2004).



6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitem concluir que as trés formulacdes de vacinas
(AIF, ACF e AIFP) utilizadas como imunoprofilatico e imunoterapico ndao foram
eficazes para a remissdo completa das lesdes de esporotricose cutanea
experimental, entretanto houve uma diminuicdo nas lesdes do ponto de inoculagao,
em orgaos internos e uma diminui¢gao na frequéncia do retroisolamento do agente e
quantificacdo das Unidades Formadoras de Colénias quando comparadas ao grupo

controle.



7 PERSPECTIVAS

Em vista desses resultados, surge a necessidade de aprofundar os estudos
para elucidar o exato mecanismo de acao das vacinas sobre o sistema imune dos
animais com esporotricose. Pesquisas devem ser realizadas para purificagdo do
fungo Sporothrix schenckii e suas proteinas, avaliacdo de diferentes doses,
intervalos e duragcdo de administracdo dos imunoprofilaticos e imnunoterapicos
quanto a estimulagao da resposta imune frente a esta micose. Devem ser estudados
outros adjuvantes vacinais, assim como futuramente a produgdo de outros tipos de
vacinas contra a esporotricose. O avancgo destes estudos possibilitara o alcance de
uma alternativa preventiva da doenga e terapéutica para os casos graves de

esporotricose, bem como casos refratarios ao tratamento antifungico.
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