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RESUMO

Meinerz, Ana Raquel Mano. Avaliagdo da atividade in vivo e in vitro da terbinafina e
itraconazol frente ao Sporothrix schenckii
Orientador: Jodo Roberto Braga de Mello

Considerando a importancia do felino doméstico nos relatos zoono6ticos da esporotricose,
assim como os problemas relacionados a terapéutica da micose nessa espécie, o estudo
objetiva avaliar a atividade in vitro da terbinafina e itraconazol frente ao S. schenckii;
estudar a acdo desses farmacos no tratamento da esporotricose sistémica experimental;
analisar as enzimas hepaticas e hemograma dos animais submetidos ao tratamento
antifungico; estudar as possiveis alteragdes macroscépicas nos animais inoculados com S.
schenckii assim como realizar o retroisolamento do agente. Para o teste in vitro, foram
utilizados 10 isolados de S. schenckii (seis felinos, trés humanos e um de cdo), os quais
foram avaliados quanto a suscetibilidade frente aos farmacos através da técnica de
microdiluicdo em caldo de acordo com o CLSI para as fases leveduriforme e filamentosa do
agente. A leitura da CIM foi visual, correspondendo a menor concentracdao do antifingico
em que ndo houve crescimento visivel do S. schenckii quando comparado ao controle
positivo. O teste in vivo, foi realizado atraves da inoculacdo pelas vias intraperitonial e veia
lateral da cauda de células fangicas (2x10° cél/mL) de dois isolados de S. schenckii (felino
e canino) em 120 ratos norvergicus, divididos em quatro grupos: tratado terbinafina
(250mg/kg) e itraconazol (100mg/kg); diluente terbinafina (250mg/kg de solucdo de agua
destilada com 5% de DMSO e 1% de Tween 20) e itraconazol (100mg/kg de agua destilada
estéril), sendo administrados através de sondagem oral uma vez ao dia, durante 30 dias.
Paralelamente foram realizados hemogramas e avaliacdo das enzimas hepaticas (ALT e
FA), assim como o acompanhamento da evolucdo clinica e analise histopatoldgica de todos
animais experimentais. No final do periodo experimental os animais foram necropsiados e
realizado analise macroscopica com a coleta dos 6rgéos para a obtengdo do retroisolamento
do S. schenckii. A CIM para a terbinafina obtida entre todos os isolados na fase
leveduriforme de esporotricose felina variaram de 0,055ug/mL a 0,109ug/mL, engquanto
que para os isolados humanos e de cdo foi de 0,055ug/ml. Para o itraconazol, a CIM frente
aos isolados de esporotricose felina foi de 0,875ug/mL a 1,75ug/mL, ja para 0s casos
humanos foi de 0,219ug/mL e para o isolado de cdo de 1,75ug/mL. Para a fase filamentosa
do agente foi observada uma CIM para a terbinafina entre os isolados de felinos de 0,875
pg/mL, enquanto que os isolados humanos e de cdo a CIM foi de 0,219ug/mL. Para o
itraconazol os isolados felinos resultaram numa CIM de 3,5ug/mL, ja nos isolados de
esporotricose humana e em cdo a CIM foi de 1,75ug/mL. Quanto ao estudo in vivo, 0s
animais tratados com terbinafina e itraconazol resultaram em menor frequéncia de
alteragdes macroscopicas assim como na obtencao do retroisolamento do agente em relacéo
aos grupos controle. Nao foi detectada alteracfes nas enzimas hepéticas, hemograma e nas
avaliacbes macro e histopatoldgicas dos animais submetidos ao tratamento antiflngico.
Com esses resultados conclui-se que a terbinafina e itraconazol possuem atividade in vitro
frente ao S. schenckii e que as doses estudadas dos farmacos sao eficazes no tratamento da
esporotricose experimental sistémica, assim como ndo produzem alteragcbes das enzimas
hepaticas avaliadas e do hemograma.

Palavras-chave: S. schenckii, Suscetibilidade, Terbinafina, Itraconazol.



ABSTRACT

Meinerz, Ana Raquel Mano. Evaluation of the activity in vivo and in vitro of the
terbinafine and itraconazole against to the Sporothrix schenckii
Adviser: Jodo Roberto de Braga Mello

Considering the importance of the domestic feline in the zoonotic reports of the
esporotrichosis, as well as the related problems the therapeutics of the mycosis in that
species, the study objective was evaluate the activity in vitro of terbinafine and itraconazole
against to S. schenckii; study the activity of those drugs in the treatment of the experimental
systemic esporotrichosis; analyze the hepatic enzymes and blood count of the animals
submitted to the antifungal treatment; study the possible macroscopic alterations in the
animals inoculated with S. schenckii as well as realized the agent retroisolament. For the
test in vitro, 10 isolated of S. schenckii were used (six felines, three humans and one
canine), which were performed as the susceptibility against to the drugs through the
microdiluicdo technique in broth in accordance with the CLSI for the phases yeast and
mycelial of the agent. The reading of CIM was visual, corresponding to smallest
concentration of the antifungal in that there was not visible growth of S. schenckii when
compared to the positive control. The test in vivo, was performed through the of the
inoculation intraperitonial and lateral vein of the tail of fungal cells (2x10% cél/mL) of two
isolated of S. schenckii (feline and canine) in 120 mice norvergicus, divided in four groups:
treaty terbinafine (250mg/kg) and itraconazole (100mg/kg); diluent terbinafine (250mg/kg
of solution of water distilled with 5% of DMSO and 1% of Tween 20) and itraconazol
(100mg/kg of water distilled sterile), being administered by gavage once a day, for 30 days.
Parallel blood counts and evaluation of the hepatic enzymes were accomplished (ALT and
F.A), as well as the accompaniment of the clinical evolution and analysis histopathologic of
all animal experimental. In the end of the experimental period the animals were autopsied
and performed macroscopic analysis with the collection of the organs for the obtaining of
the detected S. schenckii growth. CIM for the terbinafine obtained among all the isolated
in the phase yeast of feline esporotrichosis oscillated between 0,055ug/mL the 0,109ug/mL,
while for the isolated humans and canine was of 0,055ug/ml. For the itraconazole, the CIM
against of the isolated of feline esporotrichosis was from 0,875ug/mL to 1,75ug/mL, for the
human cases it went of 0,219ug/mL and for the isolated canine of 1,75ug/mL. For the
mycelial phase a CIM was observed for the terbinafine among the isolated of felines of
0,875 pg/mL, while the isolated humans and canine CIM was of 0,219ug/mL. For the
itraconazole the isolated felines resulted in a CIM 3,5ug/mL, in the isolated of human
esporotrichosis and canine CIM was of 1,75ug/mL. As for the study in vivo, the animals
treaties with terbinafine and itraconazole resulted in smaller frequency of macroscopic
alterations as well as in the obtaining of the detected agent growth in relation to the
groups control. It was not detected alterations in the hepatic enzymes, blood count and in
the evaluations macro and histopathologic of the animals submitted to the antifungal
treatment. With those results we are to report that the terbinafine and itraconazol apresent
activity in vitro against to S. schenckii and that the studied doses of the drugs are effective
in the treatment of the systemic experimental esporotrichosis, as well as they don't produce
alterations of the appraised hepatic enzymes and blood count.

Key Words: S. schenckii, Susceptibility, Terbinafine, Itraconazole.
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1 INTRODUCAO

A esporotricose, doenca micética de ocorréncia mundial, causada pelo fungo
dimdrfico Sporothrix schenckii afeta 0 homem e vérias espécies de animais domesticos,
especialmente a espécie felina. Os felinos representam importante papel na transmisséo
do agente para outros animais e ao homem, sendo crescente os relatos zoonoticos da
micose envolvendo, especialmente, felinos machos, ndo castrados e de livre acesso a
rua, devido aos habitos inerentes dessa espécie (LOPES et al., 1999; NOBRE et al.,
2002 (b); LOPES-BEZERRA et al., 2006).

O homem pode se contaminar com S. schenckii através de arranhadura,
mordedura, contaminacdo por solucdo de continuidade cutanea preexistente, ou contato
direto da pele levemente irritada com lesbes ulceradas e exsudativas de felinos
infectados. Estudos sugerem, que a transmissdo da esporotricose pelos felinos aos
humanos é facilitada devido ao grande nimero de microrganismos encontrados nas
lesbes desses animais enfermos (NOBRE et al., 2001; LOPES-BEZERRA et al., 2006).

O crescente uso de farmacos antibacterianos e imunossupressores, 0S avangos
das técnicas de transplantes de 6rgdos e tratamento do céncer, assim como a maior
sobrevida das vitimas da SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) resultaram
no aumento do numero de pacientes suscetiveis a esporotricose, consequentemente, de
individuos sujeitos a falhas terapéuticas, recidiva assim como o desenvolvimento de
resisténcia aos antiflngicos de uso corrente. Aliado a esses fatores, a aquisicdo, cada
vez mais frequente, do felino como animal de companhia, convivendo no mesmo
“nincho urbano” favorece a transmissdo da esporotricose ao homem a partir do animal
portador do S. schenckii (NETO et al., 1999; BONIFAZ et al., 2001).

Devido ao carater zoondtico, a esporotricose € considerada uma micose de
interesse para a saude publica, no entanto, os farmacos utilizados atualmente no
tratamento da enfermidade ndo satisfazem completamente a necessidade médica
humana e veterinaria, devido, principalmente aos problemas relacionados a espectro,
poténcia, seguranca e propriedades farmacocinéticas dos antifingicos disponiveis (DE
PAUW, 2000).

Até 1940 a terapia a base de iodo era a Unica substancia disponivel para o

tratamento das formas cutaneas e linfocutaneas da esporotricose, constituindo-se uma
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terapia de baixo custo e eficaz, tanto para os animais como para 0 homem. Porém,
devido aos frequentes efeitos colaterias, o seu uso foi limitado, principalmente na
especie felina, que é sensivel aos preparados contendo iodo (STERLING &
HEUMANN, 2000; NOBRE et al., 2002 (a); ROCHETTE et al., 2003). J& a anfotericina
B, antibidtico poliénico, € preconizada para as formas disseminadas da micose em
humanos, demonstrando boa atividade, no entanto s&o comuns os relatos de toxicidade
associado ao seu uso, principalmente nefrotoxicidade. O itraconazol, por sua vez,
emergiu nos anos noventa como uma alternativa terapéutica com reduzida toxicidade
em comparacdo aos farmacos tradicionalmente utilizados no tratamento da
esporotricose além de ter maior espectro de acdo. Porém, devido, ao seu uso
indiscriminado, observou-se o crescente numero de isolados resistentes, resultando em
falhas no tratamento da esporotricose humana e felina (NEGRONI & ARECHALAVA,
1993; KAUFFMAN et al., 2000; MATSUMOTO et al., 2000; BONIFAZ et al., 2001;
GHOSH et al., 2001; STALKUP et al., 2002; BUSTAMANTE & CAMPOS, 2004;
SCHUBACH et al., 2004).

Os frequentes relatos da resisténcia in vitro de S. schenckii a anfotericina B e aos
derivados azolicos, bem como os problemas relacionados a toxicidade desses farmacos,
apontam para a necessidade de mais estudos sobre o emprego de novos farmacos
antifangicos para o tratamento da esporotricose. Nesse contexto a terbinafina,
antifangico do grupo das alilaminas, se destaca por sua atividade in vitro primariamente
fungicida, frente a varias espécies de fungos filamentosos e dimérficos, inclusive o S.
schenckii, demonstrando ainda menor toxicidade em relacdo aos outros antifingicos
utilizados no tratamento da micose (HAY, 1999; PEREZ, 1999; RYDER, 1999; JAIN &
SEHGAL, 2000; JESSUP et al., 2000; DARKES et al., 2003; KOHLER et al., 2004;
CHAPMAN et al., 2004; COSKUN et al., 2004).

Em vista da importancia do felino doméstico na transmissdo da esporotricose
para outros animais e para 0 homem, assim como a problematica envolvendo a terapia
da esporotricose na espécie felina, o estudo tem como objetivo avaliar a suscetibilidade
in vitro do S. schenckii frente a terbinafina e itraconazol, assim como a atividade desses
farmacos no tratamento da esporotricose experimental sistémica, sendo esses
normalmente utilizados no tratamento das formas cuténea e cutinea-linfatica sem o
estabelecimento do protocolo terapéutico para a forma sistémica da micose; estudar as
possiveis alteracBes macroscdpicas nos animais inoculados com S. schenckii; além de

realizar o retroisolamento do agente.



14

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sporothrix schenckii

Segundo dados histdricos, descritos por Arenas (1993), Benjamin Schenck em
1898, nos Estados Unidos, definiu a esporotricose e seu organismo casual, denominando
Sporotrichia. Em 1900, Hektoen & Perkins descreveram o0 segundo caso de
esporortricose, atribuindo o fungo isolado de Sporothrix schenckii. De Beurman &
Gougerot, na Franca, realizaram estudos envolvendo inumeros casos clinicos da
enfermidade, atribuindo, em 1905 o nome de Sporotrichum beurmanni ao
microrganismo destes relatos, tendo sido o agente considerado diferente ao isolado por
Hektoen & Perkins. Mas, em 1921, foram consideradas idénticas as esporotricoses
americana e francesa, sendo que em 1963, Carmichael determinou o nome do agente
como Sporothrix schenckii.

Atualmente o S. schenckii pertence a divisdo Ascomycota, subclasse
Euascomycetes, ordem Ophiostomatales, familia Ophiostomataceae, género Sporothrix
e espécie schenckii. Varias outras espécies do género tém sido descritas, sendo a mais
recente conhecida como Sporothrix cynanescens, no entanto, o S. schenckii é a Unica
patogénica. A forma sexuada do agente ndo esta totalmente definida, embora a anélise
molecular de rRNA ribossdmico forneceu indiretamente como provavel forma sexual o
Ophiostoma stenoceras, que esta relacionado para o Ascomycetes (LACAZ et al., 1991;
KNOW-CHUNG & BENNETT, 1992; LOPES-BEZERRA et al., 2006).

O S. schenckii é considerado sapréfita de solo rico em matéria organica e
celulose tendo sido isolado a partir de cascas de arvores, musgo (Sphaganum) e
sementes de coniferas. Em temperatura ambiente ou em condi¢des in vitro a 25°C, o
agente tem rapido crescimento, apresentando-se como uma coldnia inicialmente branca
amarelada, sedosa, membranosa, as vezes com micélio aéreo, posteriormente tornando-
se pregueada e escurecida. Microscopicamente sdo observadas hifas finas, septadas,
ramificadas, medindo 1-2um de didmetro com conidioforos alongados, simpodiais,
contendo é&pices entumecidos, frutificando conidios hialinos, elipticos ou ovais
dispostos em rosetas. Na sua forma parasitaria ou quando cultivado a 37°C, a col6nia

adota forma leveduriforme, com aspecto de colonia bacteriana de coloracdo cinza ou
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creme. A micromorfologia do agente evidencia células leveduriformes, pequenas, ovais
ou no formato de “charutos”, com brotamento simples ou multiplo (LACAZ et al, 1991;
KNOW-CHUNG & BENNETT, 1992).

A caracteristica dimorfica do S. schenckii € comprovadamente um dos fatores
relacionados a sua viruléncia, sendo que o dimorfismo Ihe confere maior capacidade de
protecdo frente ao sistema imune do hospedeiro. Outros fatores associados a viruléncia
do agente tém sido descritos, como a provavel correlacdo entre a termotolerancia e as
formas clinicas da micose, considerando que isolados incapazes de crescer a
temperaturas superiores a 35 e 37°C, estariam associados com lesGes cutaneas
caracteristicas com a forma cutanea fixa da micose, enquanto que isolados
termotolerantes estariam aptos a se desenvolver nos 6rgdos internos. Assim como a
presenca da melanina na parede fangica, a qual confere ao agente protecdo celular
contra danos quimicos e fisicos (TACHIBANA et al., 1999). Em relacdo ao tempo de
cultivo de conideos, foi observado que os cultivados por um periodo de sete dias séo
mais virulentos, quando comparados com aqueles cultivados ha 10 dias, sendo ainda
detectados diferencas entre a composicdo da parede celular desses conideos. Estudos
também observaram, que a forma leveduriforme é mais resistente frente ao peroxido de
hidrogénio (H20,) e neutrofilos em comparagdo a fase filamentosa do agente
(ROMERO-MARTINEZ et al., 2000; MORRIS-JONES et al., 2003; KAJIWARA et al.,
2004).

2.2 Esporotricose

A esporotricose € uma micose subcutanea, de evolugdo subaguda ou crénica, de
ocorréncia mundial, principalmente em regides tropicais e subtropicais. No Brasil, a
micose é conhecida desde 1907, quando foi relatada a infeccdo no homem e em animais
no estado de S&o Paulo por Lutz & Splendore. Posteriormente, Freitas et al. (1956)
descreveram a enfermidade em gatos e Souza (1957) relatou a esporotricose em cées.
No Rio Grande do Sul o primeiro relato de caso foi descrito por Londero et al. (1964),
que diagnosticaram a esporotricose em dois cdes, sendo que, atualmente, essa € a
micose subcutanea de maior ocorréncia no estado (LOPES et al., 1999; LOPES-
BEZERRA et al., 2006).
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A esporotricose acomete 0 homem e varias espécies de animais, sendo os felinos
os mais frequentemente infectados pelo agente. Normalmente, a infeccdo com S.
schenckii ocorre devido a inoculacdo acidental ou traumaética do agente na pele, por
espinhos ou material vegetal o que, provavelmente, justifica a maior freqiéncia da
enfermidade em jardineiros, agricultores, tratadores de animais, floristas e
manipuladores de sementes e mineiros, sendo considerada, portanto, uma micose
ocupacional. A infeccdo pode também ocorrer através da contaminacdo de feridas
abertas, ou da pele com solugéo de continuidade, por exsudatos provenientes de animais
infectados, ou, ainda, mais raramente, pela inalagdo de conidios resultando em infeccao
pulmonar (MORRIS-JONES, 2002; LOPES-BEZERRA et al., 2006).

Os relatos de esporotricose humana descrevem frequentemente, os felinos
domésticos como transmissores da doenga, especialmente machos, ndo castrados e de
livre acesso a rua, devido aos habitos caracteristicos desta espécie animal, sendo
crescentes os relatos zoonoticos em diversos paises (DUNSTAN et al., 1986; RAFAL &
RASMUSSEN, 1991; KELLY & CLARK, 1991; MORISHITA et al., 2001), assim
como no Brasil (LARSSON et al., 1989; FRANCO et al., 1993; MARQUES et al.,
1993; NOGUEIRA et al., 1995; BRUSTEIN et al., 2000; COSTA et al., 2000 (a);
SOUZA et al., 2000; CASTRO et al., 2001; FLEURY et al., 2001; MEINERZ et al.,
2001; NOBRE et al., 2001; CONCEICAO-SILVA et al., 2004; XAVIER et al., 2004;
SCHUBACH et al., 2005).

Os relatos zoondticos da esporotricose demonstram que o homem pode se
contaminar através de arranhadura, mordedura, contaminacdo por solucdo de
continuidade cutanea preexistente, ou contato direto da pele levemente irritada com
lesdes ulceradas e exsudativas dos animais enfermos. Estudos sugerem que a
transmisséo da esporotricose pelos felinos aos humanos, seja facilitada devido ao grande
numero de microrganismos encontrados nas lesdes de gatos infectados, sendo que o
agente foi isolado das unhas e cavidade bucal, destacando o risco de transmisséo do S.
schenckii através destas vias (SCHUBACH et al., 2000; LOPES-BEZERRA et al.,
2006; SOUZA et al., 2006).

A esporotricose caracteriza-se por uma diversidade de formas clinicas, tendo
apresentacdo nas formas cuténeas (fixa, linfocutanea e disseminada com o envolvimento
cuténeo) e extracutanea (pulmonar primaria e disseminada). Na forma fixa, a infeccéo
permanece no sitio de inoculacédo, o tipo linfocutaneo, por sua vez, se caracteriza por

uma lesdo primaria acompanhada pelo desenvolvimento de nodulos secundarios
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acompanhando a cadeia linfatica regional. J& a forma disseminada é caracterizada pela
extensdo das lesbes a grandes areas da pele, sendo, normalmente, associada, a um
quadro concomitante de imunodepressdo. A apresentacao extracutanea da micose é de
rara ocorréncia, porém a forma pulmonar decorrente da inalagdo de esporos fingicos, ou
de carater secundario, devido a disseminacdo hematdgena, sdo as mais relatas. A
disseminacdo hematdgena do agente, pode também resultar em osteoartrite, e mais
raramente endoftalmite e meningite (MORRIS-JONES, 2002; LOPES-BEZERRA et al.,
2006).

Essa variabilidade de sintomas clinicos, bem como a regressdo ocasional
espontanea da esporotricose pode estar associado a capacidade de resposta imune do
animal infectado frente ao agente. A forma linfocutdnea esta, provavelmente,
relacionada com a menor exposi¢do prévia do individuo ao S. schenckii. A exposi¢do
prolongada com pequenas quantidades de antigenos fungicos, pode conferir,
gradualmente, imunidade do hospedeiro frente ao fungo, o que sugere que a forma
localizada da micose seria uma forma de reinfeccdo, em pacientes que desenvolveram a
imunidade contra o fungo, enquanto que a forma linfocutanea ocorreria em pacientes
sem o contato prévio com o agente. J& a forma extracutanea ocorre, principalmente, em
individuos imunossupremidos, sendo demonstrado que os linfécitos CD4 sdo
importantes na imunidade contra o agente em humanos. Em felinos, estudos procuram
relacionar a coexisténcia de enfermidades imunossuepressoras, como as retroviroses
felinas, com a esporotricose. No entanto, essa relacdo ainda ndo estd comprovada, mas
estudos demonstraram que animais portadores do Virus da Leucemia Felina (FeLV) ou
da Imunodeficiéncia Felina (FIV) podem desenvolver as formas mais graves da micose
(MANCIANTI et al., 1992; COURCHAMP et al., 2000; SIERRA et al., 2000;
MEINERZ et al., 2002; KAJIWARA et al., 2004).

Nos animais, especialmente em cées e gatos, a esporotricose ocorre na forma de
trés sindromes clinicas, sendo elas: forma cutdnea, onde a lesdo cutdnea permanece
localizada, com a formacdo de nodulos alopécicos que tendem a ulcerar; a forma
linfocutanea, onde os nddulos se desenvolvem no ponto de inocula¢do com a progressdo
da infeccdo para os tecidos subcutaneos e linfaticos; e a forma disseminada, relatada
mais frequentemente nos felinos quando comparado a outras espécies. A forma
sistémica é causada pela disseminacdo da infecgdo, por via hematdgena ou pela difuséo
tecidual a partir do local de inoculagdo, para ossos, articulacBes, pulmdes e outras

visceras, estando associada, normalmente, a animais com a sistema imune
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comprometido, principalmente a resposta celular. Embora seja rara, a inalacdo do agente
pode resultar na forma pulmonar da doenca, ou na sua disseminacdo sistémica
(MORRIS-JONES, 2002; LOPES-BEZERRA et al., 2006).

A esporotricose felina pode mimetizar outras infeccbes granulomatosas e
neoplasias cuténeas. As lesbes se concentram, principalmente na regido cefalica,
membros e cauda, podendo ser semelhantes aquelas decorrentes de criptococose, ou,
inicialmente, se assemelham a lesdes provocadas por brigas, na forma de abcesso,
podendo evoluir para lesbes necroticas, erosivas, ulceradas e crostosas. As areas
lesadas, normalmente, sdo indolores e ndo pruriginosas, dessa forma é imprescindivel,
para o estabelecimento de um diagnostico definitivo, recorrer a exames complementares
(LAPPIN, 1993; SCHUBACH et al., 2003; GADEA & CUENCA-ESTRELLA, 2004).

A cultura micoldgica de exsudatos, tecidos ou aspirados de lesdes, permite a
confirmacdo do diagndstico para a esporotricose, sendo rara a visualizagdo direta do
microrganismo em exsudato humano, devido a pequena quantidade do agente fungico
presente. Ao passo que em felinos o exame citoldgico frequentemente revela a presenca
do agente, normalmente esses sdo polimorfos, podendo estar intra ou intercelularmente.
Para o diagnostico de certeza, o exame micoldgico é indispensavel, sendo que o S.
schenckii se desenvolve bem no meio de cultura &gar Sabouraud dextrose com
cloranfenicol acrescido de cicloheximida, podendo, também, ser cultivado nos meios
agar fubd, infusdo cérebro-coracdo (BHI) e &gar batata. O dimorfismo do agente pode
ser demonstrado quando este € cultivado a 25°C e a 37°C (LACAZ et al, 1991; KNOW-
CHUNG & BENNETT, 1992; GADEA & CUENCA-ESTRELLA, 2004).

Outros exames podem auxiliar no diagndstico da esporotricose, como as provas
bioquimicas, sendo as mais realizadas, a prova de hidrélise da uréia; resisténcia para
cicloheximida e a tolerancia a adi¢do de cloreto de s6dio no meio de cultivo. Assim
como o hemograma, sendo que humanos com esporotricose demonstram, normalmente
a presenca de leucocitose, eosinofilia e indice de sedimentacdo eritrocitaria aumentada.
A inoculagéo experimental de S. schenckii pelas vias intraperitonial, intratesticular ou
no coxim plantar de animais laboratoriais, como o camundongo, rato ou hamster pode
ser atil na demonstragdo da patogenicidade do microorganismo. A inoculacdo do
microrganismo pela via intraperitonial ou intraescrotalmente em roedores, resulta dentro
de duas a trés semanas, na deteccdo do agente no figado, bago ou testiculos. A
esporotricose experimental também pode ser Gtil na observacdo da resposta imune do

hospedeiro, assim como, na obtencdo do retroisolamento do agente (POLANIA et al.,



19

1990.; DIXON et al., 1992., MUJICA et al., 1992; TACHIBANA et al., 1999;
TACHIBANA et al., 2001; LIMA et al., 2003; NOBRE et al ., 2003; NOBRE et al.,
2004; NOBRE et al., 2005).

O exame histopatolégico pode complementar o diagndstico da esporotricose,
sendo que os tecidos afetados corados pelas técnicas histoquimicas de hematoxilina-
eosina (H.E.), Acido Periodico de Schiff (P.A.S.) e metenamina argéntica de Gomori
permitem evidenciar a forma leveduriforme do S. schenckii. Em H.E. as células fangicas
se apresentam pleomorficas, com corpos celulares pequenos, medindo
entre 3 a 5um envoltos por um halo. Quando corados em P.A.S. apresentam corpo
celular basofilico, halo claro e rima periférica vermelha. Corados pela prata metenamina
de Gomori, observam-se formas de naveta, arredondadas com brotamento simples,
claviformes e/ou brotamentos arredondados. As leveduras podem ainda estar revestidas
por imunoglobulinas, assumindo aspecto de corpusculos asterdides (fenémeno de
Splendore- Hoeppli), sendo este achado sugestivo da infeccdo pelo agente. No entanto,
as formas parasitarias do agente podem néo ser visualizadas, mesmo em casos de lesdes
ativas, com cultura positiva.. A reacdo inflamatoria observada no exame histopatolédgico
resultante de todas as formas clinicas de esporotricose é do tipo mista purulenta e
granulomatosa (FLEURY et al., 2001; LOPES-BEZERRA et al., 2006).

A formacdo de granulomas com microabcedacgdo central pode ser observada na
epiderme, derme, tecido subcutdneo ou outros tecidos, caso esteja na forma
disseminada. O granuloma causado pelo S. schenckii pode apresentar centro supurativo,
necrotico, circundado por inflamagédo granulomatosa epitelidide, com grande nimero de
células gigantes, multinucleadas e halo linfoplasmocitario com tecido de granulacdo e
fibrose. Células epitelidides, células gigantes e linfonodos encapsulados por tecido
conjuntivo fibroso séo infiltrados celulares classicos no interior dos granulomas
(MORRIS-JONES, 2002; LOPES-BEZERRA et al., 2006).

Os achados histopatoldgicos para as espécies canina e felina, se caracterizam por
uma epiderme acantotica e ulcerada com crostas e excudacgdo varidvel, sendo freqiiente
a presenca de abcessos na epiderme hiperplésica. Nos felinos pode ser observada uma
intensa inflamacdo composta por macrofagos e alguns neutréfilos em um padrdo
piogranulomatoso nodular a difusa na derme superficial e profunda. Ocasionalmente
podem estar presentes linfécitos e plasmaécitos. O que diferencia a esporotricose felina
das demais espécies é a grande quantidade de elementos fungicos, os quais séo

facilmente visualizados, mesmo em coloracGes de rotina (MORRIS-JONES, 2002;
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SCHUBACH et al., 2003).

2.3 Tratamento da esporotricose

Até 1940 os iodetos eram as unicas substancias disponiveis para a esporotricose
cutanea ou cuténea linfatica. Sugere-se que o mecanismo de acao seja devido a atuacdo
desses compostos sobre a resposta imune do hospedeiro, realgando o sistema halogénio-
peroxidase dos polimorfosnucleares, porém estudos in vitro ndo confirmaram a
atividade do iodo frente ao S. schenckii (DE PAUW, 2000; NOBRE et al., 2002 (a);
LUMBRERAS et al., 2003; BUSTAMANTE & CAMPQOS, 2004).

Atualmente o uso do iodo, na forma de iodeto de sddio e potassio € uma
alternativa terapéutica de baixo custo no tratamento da esporotricose de cdes, eqlinos e
para o préprio homem, sendo administrado normalmente, como solucéo saturada, pela
via oral, na concentracdo de 20%. Em cées de grande porte, sdo indicadas solu¢Ges nas
doses de 40mg/kg de 8/8 ou 12/12 horas e em gatos o iodeto deve ser administrado em
doses inferiores, aconselhando-se 10mg/kg a cada 12 horas, sendo que o tratamento
deve prosseguir por pelo menos um més apos a obtencdo da cura clinica. No entanto, o
esquema terapéutico é frequentemente interrompido devido ao aparecimento de reacfes
alérgicas e toxicas, especialmente em felinos que apresentam maior sensibilidade aos
preparados contendo iodo. Os principais sintomas de intoxicacdo observados nessa
especie animal sdo, a presenca de secrecdes Oculos-nasais, seborréia seca e
ressecamento da pelagem, vOmito, anorexia e depressdo, sendo recomendado a
suspensdo do tratamento (LUMBRERAS et al., 2003; CATALAN & MONTEIRO,
2006).

A anfotericina B, antibiotico poliénico, foi introduzida em 1956, representando o
primeiro antifingico de administracdo sisttmica comercialmente disponivel e desde
entdo tem sido o tratamento de escolha para a esporotricose nas formas extracutaneas,
cuténeas recalcitrantes e disseminadas em humanos. O farmaco atua se ligando ao
ergosterol da membrana da célula fangica, induzindo mudancas na permeabilidade de
membrana com conseqiente extravasamento de componentes e morte celular. Quando
administrada pela via oral possui baixa distribuicdo, com menos de 5% de
biodisponibilidade, sendo necesséria administragdo endovenosa para alcancar e manter
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concentragbes adequadas no plasma (POLAK, 1999; ODDS, 2003; CATALAN &
MONTEIRO, 2006).

A anfotericina B além de se ligar ao ergosterol também pode, embora em menor
extensdo, se ligar a outros esterdis, como ao colesterol, o que justifica, em grande parte,
a magnitude da toxicidade associada ao seu uso. Assim, mesmo com boa atividade
sobre o S. schenckii, os frequentes efeitos adversos limitam o seu uso, sendo que 0s
efeitos colaterais mais descritos sdo a hipocalemia e hipertermia. Outros efeitos séo
observados com relativa freqiiéncia, sendo os principais a anorexia, nauseas, vomito,
cefaléia, mialgia e flebite. Reagdes anafilaticas podem ocorrer em 1% dos usuérios,
aconselhando-se a interrupcdo do esquema terapéutico. A nefrotoxicidade, um dos
efeitos adversos mais importantes, ocorre, geralmente, no inicio da terapia,
normalmente reversivel, sendo decorrente da diminuigdo na taxa de filtracdo glomerular
e do fluxo sanguineo renal, resultando em azotemia e oligiria (BUSTAMANTE &
CAMPQOS, 2004).

Buscando minimizar os efeitos adversos da anfotericina B e aumentar a sua
eficécia terapéutica, foram desenvolvidas novas formula¢bes do farmaco, surgindo os
analogos do composto como o éster metilico da anfotericina B, que demonstrou ser
menos toxico, apresentando, no entanto, efeitos relacionados ao sistema nervoso central.
Os complexos lipossomais de anfotericina B sdo outra nova opgdo, indicados para
maximizar a penetracdo do farmaco, porém, com a desvantagem de elevar muito os
custos do tratamento (LYMAN & WALSH, 1992; ODDS, 2003; BUSTAMANTE &
CAMPQOS, 2004;).

A anfotericina B tem uso restrito em animais devido, principalmente, aos seus
efeitos nefrotoxicos. Para cdes a forma convencional do fA&rmaco (desoxicolato) deve ser
administrado 0,25 a 0,5mg/kg, endovenoso, dissolvido em 500mL a 1L de solugédo
dextrose a 5%, durante seis a oito horas, trés vezes por semana, por um periodo de dois
a quatro meseses. Ja a forma lipossomal deve ser administrada na dose de 2,25mg/kg,
endovenosa a cada 72 horas. Em felinos a forma convencional da anfotericina B deve
ser utilizada nas doses de 0,25 a 0,5mg/kg, nas mesmas condic¢des descritas para caes
(ROCHETTE et al., 2003).

Os antiflngicos do grupo dos triazois, especialmente o itraconazol, emergiram
como uma alternativa terapéutica eficaz e com reduzidos efeitos colaterais em relagéo
aos farmacos tradicionalmente utilizados na terapia da esporotricose, sendo atualmente

o farmaco de eleicdo para o tratamento das formas cuténeas e linfocutaneas da micose.
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No entanto devido, principalmente, ao seu uso indiscriminado sdo cada vez mais
freqiientes os relatos de resisténcia e falhas terapéuticas no tratamento da micose em
animais e humanos (LUMBRERAS et al., 2003; ODDS, 2003; SCHUBACH et al.,
2004).

A acdo de outros antifungicos mais recentes, como a terbinafina, antifungico do
grupo das alilaminas, tem sido avaliada como uma alternativa para o tratamento da
esporotricose. Este farmaco vem demonstrando uma boa atividade in vitro frente ao S.
schenckii, assim como, boa tolerabilidade e a¢do no tratamento da esporotricose cutanea
e cuténea linfatica (PETRANYI et al., 1987; HULL & VISMER, 1992; HAY, 1999;
RYDER, 1999; PEREZ, 1999; KAUFFMAN et al., 2000; JAIN & SEHGAL, 2000;
JESSUP et al., 2000; MORISHITA et al., 2001; TANUMA et al., 2001; ODDS, 2003;
BUSTAMANTE & CAMPOS, 2004; CHAPMAN et al., 2004; COSKUN et al., 2004;
KHOLER et al., 2004; TRILLES et al., 2005; KHOLER et al., 2006), necessitando, no

entando, mais estudo a fim de avaliar sua eficacia no tratamento da esporotricose felina.

2.3.1 Terbinafina

As alilaminas pertencem a um grupo de antiflngicos sintéticos descobertos
acidentalmente durante estudos de um produto com a atividade sobre o sistema nervoso
central, que resultou em um derivado ciananil chamado naftifina. Essa classe de
antifingico € composta por farmacos com grande afinidade pelas enzimas fungicas,
existindo duas alilaminas disponiveis no mercado, a naftifina e terbinafina. A primeira
estd disponivel apenas na apresentacdo tdpica e a terbinafina além de varias
apresentacdes topicas, ainda esta disponivel na formulac&o oral (JESSUP et al., 2000;
DARKES et al., 2003).

A terbinafina age inibindo a enzima esqualeno epoxidase e blogueia a conversao
da esqualeno para lanosterol, e desse modo, eliminando o ergosterol dentro da
membrana celular fangica alterando a biossintese dos esterdis fungicos, acarretando a
deficiéncia do ergosterol, ocasionando a morte da célula fungica. A inibicdo da enzima
ndo é mediada através do citocromo P-450, o que a diferencia dos azdis, ndo afetando os
niveis de cortisol e testosterona mesmo quando administrada em altas doses (ODDS,
2003; BUSTAMANTE & CAMPOS, 2004).

A terbinafina é bem absorvida por via oral, sendo que cerca de 70-80% no
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sistema gastrintestinal e somente uma fracao deste farmaco é absorvida por via topica.
A sua biodisponibilidade é discretamente alterada pela ingestdo de alimentos,
demonstrando uma alta disponibilidade quando administrada junto a refei¢cbes com alto
teor de lipidios. A sua lenta redistribuicdo no sangue assim como o acimulo no tecido
periferico sdo fatores que provavelmente influenciem na longa meia-vida de eliminagéo
do farmaco. O agente sofre metabolizacdo hepatica e aproximadamente 80% é
excretado na urina e o restante nas fezes (POLAK, 1999; CATALAN & MONTEIRO,
2006).

A natureza lipofilica e queratofilica da terbinafina leva ao seu acimulo no tecido
adiposo e queratinizado, sendo por essas caracteristicas, o farmaco de primeira escolha
para o tratamento das dermatofitoses e onicomicoses. Estudos demonstraram que seu
espectro de acdo in vitro e in vivo pode ser ampliado para uma gama de fungos
patogénicos responsaveis por micoses superficiais e infeccbes sistémicas, como a
histoplasmose, pneumocistose e aspergilose (HAY, 1999; JAIN & SEHGAL, 2000;
WALZER & ASHBUGH, 2002).

Com relacdo ao uso da terbinafina no tratamento da esporotricose, varios autores
confirmam a boa atividade utilizando o farmaco nas formas cuténeas e linfocutaneas da
micose com doses variando de 125mg a 1000mg (HULL & VISMER, 1992;
MORISHITA et al., 2001; TANUMA et al., 2001; CHAPMAN et al., 2004; COSKUN
et al., 2004). Quanto ao uso do antifingico na Clinica Veterinaria, estudos
administrando o farmaco em felinos nas doses de 10 a 40mg/kg nao observaram efeitos
colaterais, sendo incluida, além do iodeto de potéssio e itraconazol, na terapéutica de
felinos com esporotricose, porém sdo ainda escassos as analises que confirmem a sua
acdo no tratamento da esporotricose felina e em cdes (MANCIANTI et al.,1999;
KOTNIK et al., 2001; ROCHETTE et al., 2003).

Assim como os estudos clinicos, as analises referentes a suscetibilidade in vitro
do S. schenckii frente a terbinafina também resultaram na boa atividade do farmaco,
sendo que demonstraram atividade fungicida frente ao agente, com valores de CIM
iguais ou menores aos antiflngicos tradicionalmente utilizados no tratamento da
esporotricose (PETRANYI et al., 1987; HULL & VISMER, 1992; HAY, 1999;
RYDER, 1999; PEREZ, 1999; JESSUP et al., 2000).

Os efeitos colaterais devido ao uso da terbinafina, quando ocorrem, sédo pouco
intensos e temporarios. Os sinais de intoxicacdo mais comuns incluem: anorexia,

nauseas, vomitos, diarréia, urticaria e exantema, quando administrados pela via oral ou
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topica. Com o0 uso topico pode ocorrer eritema, prurido ou sensacao de ardor no local da
aplicacdo. Raramente, podem ser observadas reacdes cutaneas graves, alteracdo do
paladar, perda do apetite e alteracdes hepatobiliares. A hepatotoxicidade associada a
terbinafina é de rara ocorréncia, sendo poucos os relatos desse efeito (BALFOUR &
FAULDS, 1992; LAZAROS et al., 1996; AMICHAI & GRUNWALD, 1998;
FERNADES et al., 1998; SULLIVAN, 1999).

2.3.2 Itraconazol

Os antifungicos do grupo dos azdis sdo estruturalmente relacionados, compondo
farmacos de amplo espectro com similar mecanismo de acdo, variando a
farmacocinética, a toxicidade e uso clinico. A estrutura quimica compreende,
basicamente, um ou mais anéis de cinco atomos de carbono (anel azélico), unidos ao
restante da molécula por ligacdo do tipo C-N. Os imidazdis contém dois atomos de
nitrogénio no anel azélico enquanto que, para os triazélicos, um terceiro &tomo de
nitrogénio foi introduzido na estrutura (POLAK, 1999; JAHAM et al., 2000).

Embora haja diferencas estruturais entre os azdis, sugere-se que os farmacos
pertencentes ao grupo compartilhem semelhantes mecanismos de agdo, atuando através
da inibicdo da biossintese do ergosterol, que é o produto final da via metabolica de
dependente do citocromo P-450, que participa da sequéncia de eventos envolvida na
conversdo de lanosterol a ergosterol. Consequentemente, ocorre um acumulo de uma
série de percursores metilados com a concomitante diminuigdo, ou mesmo a auséncia,
do produto final da via biossintética. Com a substituicdo do ergosterol por precursores
metilados ha a formacdo de membranas plasmaticas defectivas, com permeabilidade
alterada. A atividade antifungica é primariamente fungiostatica, podendo ser fungicida
em doses elevadas frente a determinadas espécies fungicas (JAHAM et al ., 2000).

Em se tratando especificamente do itraconazol, o farmaco tem recebido maior
destaque, devido ao largo espectro de acdo frente a leveduras e fungos filamentosos
responsaveis pelas micoses superficiais e sistémicas com efeitos tdxicos bastante
reduzidos, por demonstrar maior afinidade pelo sistema enziméatico fangico. O
itraconazol se liga mais especificamente ao citocromo celular fungico do que aqueles

pertencentes aos mamiferos, demonstrando com isso pouca ou nenhuma interacdo com
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0 sistema enzimatico humano. Esse fator determina a toxicidade seletiva dos azdis,
mesmo que alguns processos metabolicos da célula humana também dependam de
reacdes mediadas pelo citocroma P-450, os azbis demonstram maior afinidade pelo
sistema enzimatico fungico (WU et al., 2004; CATALAN & MONTEIRO, 2006).

O itraconazol foi autorizado em 1992 para uso nos quadros de blastomicose,
aspergilose e histoplasmose, inclusive em pacientes imunossupremidos. Em especial
para a esporotricose, o farmaco demonstrou alta atividade tanto em estudos in vitro
como estudos in vivo e estudos clinicos nas formas cuténeas, linfocutaneas e extra-
cutneas da micose nas doses de 100 a 200mg/dia com bons resultados terapéuticos
(RESTREPO et al., 1986; BAKER et al., 1989; GRANT & CLISSOLD, 1989; CONTI-
DIAZ et al., 1992; LESHER, 1992; BREELING & WEINSTEIN, 1993; WINN et al.,
1993; SCHARKEY-MATHIS, 1993; MERCURIO & ELEWISKI, 1993; BADLEY &
VAN SCOY, 1996; RAMIREZ et al., 1998; NOGUCHI et al., 1999; MATSUMOTO et
al., 2000; BONIFAZ et al., 2001; MCGINNIS et al., 2001; STALKUP et al., 2002;
BUSTAMANTE & CAMPQOS, 2004).

Na Clinica Veterinaria, o itraconazol é o farmaco antifungico mais amplamente
utilizado. As suas indicagdes incluem o tratamento da dermatofitose, blastomicose e
aspergilose nasal em cées nas doses de 5 a 10mg/kg. Em felinos é utilizado no
tratamento das dermatofitoses e criptococose nas mesmas doses prescritas para caes,
sendo que para a esporotricose as doses podem variar de 10 a 40mg/kg (NOBRE et al.,
2002 (a); ROCHETTE et al., 2003).

O itraconazol é bem absorvido pela via oral, aconselhando-se a sua
administracdo, para melhor biodisponibilidade, juntamente com refeicdes ricas em
lipidios. A absor¢do é altamente dependente do pH gastrico, por isso recomenda-se,
para a sua maxima absorcdo, evitar a administracdo simultdnea de farmacos que
diminuam a acidez estomacal como cimetidina e ranitidina. O farmaco demonstra ampla
distribuicdo na maioria dos tecidos organicos em niveis superiores as concentracdes
sanguineas, explicando, assim, a sua eficacia no tratamento de um grande nimero de
micoses. No entanto, sdo consideradas despreziveis a sua concentracdo no fluido
cérebro-espinhal, saliva e fluidos oculares. Seu metabolismo € hepatico, sendo
eliminado através das fezes e tendo alguns de seus metabdlitos encontrados na urina
(BUSTAMANTE & CAMPOS, 2004; CATALAN & MONTEIRO, 2006).

O itraconazol é comercializado na forma de cépsulas e solugdo oral. A capsula

apresenta absorcdo variavel, enquanto que a apresentacdo liquida é formulada com
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ciclodextrina que estabiliza o antifingico e aumenta a sua absorcdo, resultando em
maiores niveis séricos e teciduais. A formulacdo liquida melhora em 30% a
disponibilidade do agente e deve ser administrada preferencialmente a céapsula, para
todos os pacientes imunossuprimidos com doenca sistémica. Ainda esta disponivel uma
formulacdo intravenosa do itraconazol, também solubilizada em ciclodextrina,
oferecendo maior absorcdo e maiores indices séricos do que qualquer formulacdo oral
do farmaco. A formulacdo endovenossa é o tratamento de primeira escolha para
histoplasmose e blastomicose. No entanto a ciclodextrina é excretada pela urina, o que
limita 0 uso em pacientes com a funcdo renal reduzida, sendo contra-indicada em
pacientes com patologias renais (DE PAUW, 2000; KAUFFMANN et al., 2000).

Mesmo sendo o itraconazol considerado um farmaco com reduzida toxicidade
em relacdo aos outros azdis, sdo descritos como os principais efeitos colaterais nduseas,
vomitos, hipocalemia, hipertensdo e cefaléia, sendo contra-indicado na gravidez,
lactacdo e em pacientes com doenca hepatica. Em felinos foi descrito efeitos como
anorexia e ocasionalmente sinais gastrointestinais. Ainda podem ser observados, em
algumas espécies, aumento de enzimas hepaticas como a fosfatase alcalina, sendo
aconselhavel monitorar o paciente mensalmente (AMICHAI & GRUNWALD, 1998;
KAUFFMANN et al., 2000; ROCHETTE et al., 2003).

2.4 Provas de suscetibilidade antifungica

As técnicas utilizadas na execucdo das provas de antifungigrama tém sido
adaptacOes daquelas tradicionalmente empregadas para bactérias, sendo as mais
utilizadas a diluicdo em caldo, diluicdo e difusdo em &gar. Porém, devido a variaveis
observadas nos meios de cultura empregados, pH do meio e os tampdes utilizados, as
concentrac6es do indculo, o tempo e temperatura de incubacéo e ainda a inibicédo parcial
nos testes com azdlicos tornava-se impraticiveis as comparagdes desses resultados entre
os laboratérios. Ao passo que com o0 aumento de pacientes imunodeprimidos,
consequentemente suscetiveis a doengas micéticas onde o tratamento antifngico esta
sujeito a recidiva, falhas terapéuticas e aparecimento de resisténcia, o teste in vitro
tornaram-se fundamentais no auxilio da escolha terapéutica, ou mesmo para detectar 0s

casos de resisténcia, auxiliar nos estudos de interacfes entre os farmacos e nas pesquisa
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de novos agentes antifungicos (CUENCA-ESTRELLA & TUDELA, 2002;
SANGLARD, 2003).

Nessas circunstancias, o Comité Nacional para a Padronizacdo Clinica e
Laboratorial (National Committee for Clinical and Laboratory Standards-NCCLYS)
desenvolveu estudos sobre as caracteristicas biolégicas dos fungos, as propriedades
fisico-quimicas dos antifungicos e, sobretudo, as condigdes técnicas do ensaio,
resultando em publicacdes de documentos que padronizavam as técnicas antifingicas
(CORMICAN & PFALLER, 1996; SANGLARD, 2003).

Em 1997 o NCCLS publicou o documento M27-A, o qual descreve a
metodologia aplicada para o estudo da suscetibilidade antifungica frente a fungos
leveduriformes. O método se baseia no calculo da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM), implantando a técnica de diluicdo em caldo (NCCLS, 2002b). Em 2002 foi
publicada a segunda edicéo deste documento (NCCLSM27-A2), incluindo modificagdes
na técnica de macrodiluicdo, surgindo a técnica de microdiluicdo em caldo, a qual
consiste na preparacdo de diferentes concentracdes do antifungico em um meio liquido,
nos quais adiciona-se o indculo do fungo. Essa técnica demonstra varias vantagens em
relacdo a anterior, como a maior facilidade na sua execucédo e além da possibilidade de
determinar a CIM, estabelece também a concentragdo fungicida minima (CFM)
(NCCLS, 2002b).

A CIM para um antifingico com atividade fungicida representa a menor
concentra¢do do farmaco capaz de produzir inibicdo total do crescimento fingico ou a
menor concentracdo do agente fungiostatico que produzir diminuicdo proeminente em
turvacdo em tempo e temperaturas variaveis conforme o microrganismo estudado. Para
0 itraconazol e o0s novos triazolicos, posaconazol, ravuconazol e voriconazol, a leitura
da CIM pode ser definida como a menor concentragdo do farmaco que proporciona
qualquer grau de crescimento discernivel (NCCLS, 2002b).

As provas de suscetibilidade antifingica para fungos leveduriformes foram mais
desenvolvidas em relacdo aos fungos filamentosos devido a importancia das leveduras
na clinica médica e ainda pelas dificuldades na realizacdo das provas antifingicas para
fungos filamentosos, entre elas a dificuldade de padronizacdo do inoculo, tempo e
temperatura de incubac¢do. Em 2002, o NCCLS publicou documento M38-A para a
realizacdo de provas de suscetibilidade frente aos fungos filamentosos (NCCLS/M38-A,
2002), sendo similar ao proposto para as leveduras. O método M38-A foi adaptado a

especies de Aspergillus, Fusarium e Rhizopus além da forma filamentosa do Sporothrix
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schenckii, ndo sendo, no entanto, utilizados, para avaliar a suscetibilidade da fase
leveduriforme de fungos dimorficos (NCCLS, 2002a).

Em relacdo ao comportamento do S. schenckii frente as provas de
suscetibilidade, sabe-se que os testes de antifungigrama para os fungos dimérficos ainda
ndo sdo confidveis, devido, principalmente, aos problemas referentes a reprodutibilidade
intra e inter-laboratoriais, especialmente da sua fase filamentosa, onde a principal
dificuldade esta na padronizagdo do indculo. Ao passo que na sua forma leveduriforme
0 seu crescimento pode ser mais lento em comparacdo as bactérias ou as outras
leveduras (MAGDALI et al., 2000).

O S. schenckii apresenta particularidades que devem ser levadas em
consideracdo para a execu¢do dos testes de suscetibilidade. Dentre elas, se destaca a
diferenga entre a suscetibilidade conforme a forma do agente utilizada, onde os estudos
demonstram maior sensibilidade quando utilizado a sua fase leveduriforme. Outro fator
relevante é que os documentos descritos no NCCLS preconizam uma temperatura de
incubacdo de 35°C, embora a temperatura ideal para o crescimento in vitro do S.
schenckii esteja entre 25°C a 30°C. Aliado ao fato de que a maioria dos estudos que
determinaram a suscetibilidade in vitro de antifingicos frente ao S. schenckii utiliza
como indculo a fase filamentosa mesmo sendo a fase leveduriforme a forma patogénica.
Salientando ainda que os métodos de referéncia descritos no NCCLS propdem apenas
condigdes para a realizagdo das provas de sensibilidade na sua forma filamentosa
(TRILLES et al., 2005).

O NCCLS serviu de base para a criagdo do EI European Committee on
Antibiotic Susceptibility Testing de la Sociedad Europea de Microbiologia Clinica y
Enfermedades Infecciosas (EUCAST-ESCMID), baseado no método NCCLS-M27-A.
Porém, com algumas modificagdes, como o periodo de incubacdo para a obtencdo do
CIM (24-48h) assim como, a substituicdo da leitura visual para o célculo da
porcentagem da inibicdo, incorporando a leitura espectrofotometrica (EUCAST, 2003).
O EUCAST em termos gerais apresenta uma correlacdo elevada com as técnicas
referentes ao NCCLS, constituindo uma alternativa vélida para os estudos de
sensibilidade antifungica (CUENCA-ESTRELLA & TUDELA, 2002).
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2.5 Relagéo das provas in vitro com os resultados in vivo

Paralelamente aos estudos de suscetibilidade in vitro aos antifungicos, foram
desenvolvidos analises a fim de determinar a concentracdo do farmaco (CIM) que
poderia ser utilizada para as provas in vivo, resultando, no entanto, na determinacéo de
pontos de corte para um numero limitado de farmacos antifungicos (fluconazol,
itraconazol e 5-flucitosina) frente a determinadas espécies de Candida (CORMICAN &
PFALER, 1996; ESPINEL-INGROFF, 1996; TOMAS et al., 2004).

Os testes de suscetibilidade antifungica, em sua maioria, sdo realizados em
condicdes padronizadas utilizando uma fase constante de crescimento do
microrganismo com condicOes fixas de pH, temperatura, umidade e concentragéo de
oxigénio. Porem, em infecgdes, essa situagdo normalmente ndo persiste, existindo varios
fatores que podem influenciar a correlagcdo entre as provas in vitro com as in vivo.
Dentre os fatores, deve-se levar em consideracdo os intrinsecos ao antimicrobiano, ao
hospedeiro e ao patdgeno (ALVES et al., 1999; RIVAS & SERRANO, 2003).

Em relacdo aos fatores que podem influenciar a correlagdo entre as provas de
suscetibilidade com os estudos in vivo se destaca o sistema imunoldgico do organismo
suscetivel, sendo a imunidade fundamental para debelar um microrganismo patogénico,
onde qualquer falha dessa resposta pode alterar a evolucdo da infecgdo. Assim como
existe a possibilidade de uma interagdo entre o farmaco e as células do hospedeiro,
podendo resultar na diminuigdo da resposta imunologica (RIVAS & SERRANO, 2003;
GADEA & CUENCA-ESTRELLA, 2004).

Sob um ponto de vista farmacoldgico, uma infecdo s6 pode responder a um
tratamento se esse for capaz de alcancar concentragdes ativas e adequadas. As
concentracbes do farmaco devem ser comprovadas através do cociente entre as
concentracfes do antifingico no soro ou tecido, com a desvantagem da dificuldade de
determinar os parametros farmacocinéticos na regido da infecgdo. E importante
considerar que porcentagens dos farmacos, se unem as proteinas plasmaticas,
permanecendo uma pequena parcela ativa. Ainda, sabe-se que alguns antifungicos
guando metabolizados resultam em metabdlitos com acdo antimicrobiana variavel,
necessitando determinar essa atividade. Deve-se ainda considerar as variagoes
individuais do paciente saudavel com o enfermo, sendo ainda obscura a relagdo ideal

entre os parametros farmacocinéticos e a sensibilidade in vitro dos microrganismos. A
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localizacdo da infeccdo € um outro fator que pode interferir no desenvolvimento do
quadro clinico, assim como condi¢cdes de anaerobiose e pH, que podem influenciar
diretamente sob a atividade de um farmaco (ODDS, 2003; SANGLARD, 2003).

Assim como os fatores relacionados aos farmacos, varios sdo 0s aspectos
associados ao microrganismo que podem influenciar na resposta de um determinado
antifangico. Dentre esses se destacam a concentracdo do indculo, fase de crescimento,
fatores de viruléncia como toxinas, enzimas extracelulares, produtos metabdlicos, além
de fatores de aderéncia e a resisténcia a acdo do soro (CUENCA-ESTRELLA &
TUDELA, 2002).

Os estudos em modelos experimentais podem oferecer a possibilidade de
integrar os efeitos do farmaco e as defesas do organismo hospedeiro, sendo que alguns
autores indicam uma boa correlagdo entre os resultados in vitro e a evolugdo da
enfermidade nos animais. A principal limitacdo desses estudos, se deve a extrapolar o0s
achados experimentais para a espécie humana. Principalmente devido a farmacocinética
dos animais experimentais ser diferente ou diferir da dos seres humanos (RIVAS &
SERRANO, 2003; GADEA & CUENCA-ESTRELLA, 2004).

Mesmo com as dificuldades de se determinar a melhor forma de conseguir
métodos confidveis para a correlacdo dos testes in vitro com 0s in vivo, essa €
fundamental, principalmente para utilizar o valor observado da CIM como utilidade
terapéutica, sendo que esses valores obtidos nos testes de suscetibilidade in vitro
deveriam limitar um ponto de corte (ALVES et al., 1999; RIVAS & SERRANO, 2003).
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3 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado em trés etapas, que consistiram: estudo da
atividade in vitro dos farmacos antiflngicos frente ao S. schenckii; analise das enzimas
hepaticas e hemograma e avaliacdo do tratamento antifingico (terbinafina e itraconazol)

frente a esporotricose experimental sistémica.

3.1 Teste de suscetibilidade antifungica

Para o estudo da suscetibilidade do S. schenckii frente aos farmacos
antifungicos, foram utilizados 10 isolados provenientes de seis casos de esporotricose
felina (Figura 1), trés humanos (Figura 2) e um isolado de cdo (Figura 3), sendo esses
oriundos da Micoteca do Laboratorio de Micologia da Faculdade de Veterinaria da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel).

O antifungigrama foi realizado atraves da técnica de microdilui¢do em caldo
conforme o Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) adaptada para um fungo

dimorfico conforme a metodologia descrita por Trilles et al (2005).
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Figura 1- Casos de esporotricose felina, os quais originaram os isolados de Sporothrix
schenckii utilizados para o estudo da suscetibilidade antifungica. Laboratério de
Micologia-UFPel.

Figura 2- Caso de esporotricose em cdo, o qual originou o isolado de Sporothrix
schenckii utilizado para o estudo da suscetibilidade antifingica. Laboratério de
Micologia-UFPel.
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Figura 3- (a) esporotricose cutaneo-linfatica correspondente ao caso 1; (b)
esporotricose cutanea fixa correspondente ao caso 2; (c) esporotricose cutanea
disseminada correspondente ao caso 3. Laboratdrio de Micologia-UFPel.

3.1.2. Manutencéo e conversao dos isolados de Sporothrix schenckii

Todas as amostras de S. schenckii foram mantidas na sua fase miceliana a partir
de subculturas em tubos contendo meio Brain Heart Infusion (BHI), mantidos sob
refrigeracdo em temperatura média de 4°C, realizando subcultivos em intervalos de seis
meses, como o recomendado por Kohler et al. (2004).

A conversdo do S. schenckii para a fase leveduriforme foi obtida através do
cultivo dos isolados em meio liquido BHI incubados durante 10 dias a 37°C sob
agitacdo (100 ciclos/minutos). Posteriormente a cultura foi filtrada em camada dupla de
gaze estéril, centrifugada (1500 rpm/ 15 minutos) e lavadas duas vezes com solucéo

salina tamponada (PBS).

3.1.3 Preparo do indculo fangico

3.1.3.1 In6culo da fase leveduriforme do Sporothrix schenckii

Os in6culos fungicos, foram preparados a partir de col6nias leveduriformes de
48-72 horas de S. schenckii, cultivadas em meio BHI liquido sob constante agitacdo a
37°C. As colonias foram ressuspendidas em tubos contendo solucdo salina estéril depois
de agitadas por 15 segundos em Vortex e ajustada a turbidez em 0,5 da escala de
MacFarland. A suspensao fangica foi diluida em solucdo salina (1:50) homogeneizada e
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submetida a uma diluicdo (1:20) em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI
1640) acrescido do tamp3o de Acido Morfolino Propanosulfénico (MOPS). Ap6s, 0
indculo fangico foi distribuido no sentido das linhas das microplacas em volumes de
100pL.

3.1.3.2 Indculo da fase filamentosa do Sporothrix schenckii

O inoculo correspondente a fase filamentosa do S. schenckii foi obtido a partir
de colénias de 10 dias incubadas a 25°C em meio Agar Sabouraud dextrose com
cloranfenicol e cicloheximida. A col6nia foi recoberta por 1mL de solucéo salina estéril,
adicionando-se uma gota (0,01mL) de Tween 20, com o posterior preparo da suspensao
fangica através da suave raspagem das coldnias com auxilio de ponteiras estéreis sobre
as hifas. Essa suspen¢do (1mL) foi colocada em um tubo estéril, sendo que apds 5
minutos, periodo necessario para a sedimentacdo, o sobrenadante foi transferido para
outro tubo estéril, homogeneizada por 15 segundos em agitador Vortex. A suspensao
fangica foi diluida em RPMI (diluicdo 1:50) com tamp&do MOPS alcancando a 0,4X10*
a 5X10* UFC/mL. O indculo foi distribuido no sentido das linhas das microplacas em

volumes de 100pL.

3.1.4 Preparo das diluigdes dos antifungicos

A partir da solugio mde dos farmacos terbinafina e itraconazol nas
concentragfes de 1600ug/mL foi realizada nove diluicbes seriadas em DMSO
alcancando uma concentracdo final dos antifungicos de 3ug/mL. Essas concentragdes
foram diluidas a 1% em meio RPMI 1640 com tampdo MOPS estabelecendo
concentragfes com intervalos de 16pg/mL a 0,03 pg/mL. Aliquotas de 100pl dessas
concentracfes foram dispensadas sequencialmente nas placas de microtitulagao,

preenchendo 0s po¢os pertencentes as colunas numeradas de um a dez.
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3.1.5 Leitura da Concentracgdo Inibitoria Minima (CIM)

Os testes de suscetibilidade antifungica foram realizados em duplicata, sendo
uma coluna da microplaca para o controle positivo, preenchida com meio RPMI1640
com MOPS e inoculo fangico e outra coluna referente ao controle negativo, contendo o
meio RPMI11640.

Para a realizacdo da leitura da CIM utilizando a fase leveduriforme do S.
schenckii, as microplacas foram incubadas a 35°C por cinco dias. Ja para o estudo da
fase filamentosa do agente, as microplacas foram incubadas a 30°C por um periodo de
seis dias. A leitura da CIM foi de acordo com a metodologia descrita por Trilles et al.
(2005), onde correspondeu a menor concentracdo do antifingico capaz de produzir
proeminente inibigdo do crescimento do S. schenckii quando comparado ao controle-

positivo.

3.2 Avaliacdo das enzimas hepaticas e hemograma dos animais experimentais

submetidos ao tratamento com os antiflingicos e seus respectivos diluentes

A primeira etapa do estudo consistiu na avaliacdo das enzimas hepaticas e
hemograma (série branca e vermelha) dos animais experimentais através da analise da
Alanina Aminotransferase (ALT) e Fosfatase Alcalina (FA), hemograma completo e
analise histopatoldgica dos Orgdos pertencentes ao sistema respiratorio, digestorio,
tecido sub-cutaneo, testiculos, baco, figado e rins.

Para estas andlises laboratoriais foram utilizados como modelos biolégicos 40
ratos norvergicus, albinos linhagem Wistar, com oito semanas de idade, machos com
massa corporal média de 300g. Os animais foram alojados no Biotério Central da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel), sendo mantidos em condig¢Oes constantes de
umidade, temperatura (25°C) e 12 horas de ciclo de claro e escuro recebendo dieta e
agua “ad libitum” durante o periodo experimental.

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais contendo 10
animais em cada grupo, sendo eles: tratado terbinafina (tratados com 250mg/Kg de
terbinafina diluida em uma solucao contendo 1% de Tween 20 e 5% de DMSO); tratado

itraconazol (tratados com 100mg/kg de itraconazol diluido em agua destilada esteril) e
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os grupos diluente terbinafina e itraconazol, os quais foram administrados os respectivos
diluentes de cada farmaco.

Os farmacos e diluentes foram administrados diariamente pela via oral com o
auxilio de uma sonda orogastrica por um periodo de 30 dias, quando foi coletado sangue
(ImL) através de puncdo intracardiaca para andlises laboratoriais, com a posterior
necropsia para estudo histopatolégico.

As enzimas hepaticas foram analisadas através do Kit comercial Lab-test
executado de acordo com as normas do fabricante com a posterior leitura em aparelho
espectrofotométrico. O hemograma foi realizado no Laboratério de Patologia Clinica do
Hospital de Clinicas Veterinaria (HCV) da Faculdade de Veterinaria da Universidade
Federal de Pelotas-UFPel e analise histopatologica no Laboratério de Patologia Animal

da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas-UFPel.

3.3 Avaliacdo dos antifungicos no tratamento da esporotricose experimental

sistémica

Para a realizacdo do estudo in vivo foram utilizados os mesmos modelos
bioldgicos nas condicBes descritas anteriormente. Sendo que para essa fase
experimental, foram utilizados 120 ratos norvergicus (Rattus rattus), albinos linhagem
Wistar.

Os animais experimentais foram divididos em quatro grupos experimentais para
cada isolado do S. schenckii estudado, sendo os grupos: tratado terbinafina composto de
40 animais os quais foram administrados 250mg/Kg de terbinafina diluida em uma
solucéo contendo 1% de Tween 20 e 5% de DMSO; tratado itraconazol com 40 animais,
os quais foram administrados 100mg/kg de itraconazol diluido em agua destilada estéril
e 0s grupos diluente terbinafina e diluente itraconazol contendo 20 animais em cada

grupo em que foi administrado os respectivos diluentes de cada farmaco (Tabela 1).
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Tabela 1- Grupos experimentais utilizados para o estudo in vivo

Grupos experimentais  Isolado 1 (n° de animais) Isolado 2 (n° de animais)

Tratado terbinafina 20 20
Diluente terbinafina 10 10
Tratado itraconazol 20 20
Diluente itraconazol 10 10

3.3.1 Isolados de Sporothrix schenckii envolvidos no estudo

Todos os animais experimentais foram inoculados com a fase filamentosa do S.
schenckii, sendo utilizados dois isolados, os quais corresponderam, respectivamente, ao
caso de esporotricose cutanea disseminada felina e um ao caso de esporotricose cutanea

em um céo (Figura 4).

Figura 4- (a) felino com esporotricose cutanea disseminada, o qual foi obtido o isolado
fangico utilizado para a inoculacdo experimental; (b) isolado de S. schenckii
correspondente ao felino envolvido no estudo; (c) cdo com esporotricose cutanea, o qual
foi obtido o isolado fungico utilizado para a inoculacdo experimental; (d) isolado de S.
schenckii correspondente ao cdo envolvido no estudo- Laboratério de Micologia-UFPel.
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3.3.2 Preparo do indculo fangico

O in6culo fungico foi preparado utilizando col6nias de S. schenckii cultivadas a
25°C por um periodo de 7 a 10. As coldnias foram retiradas do meio de cultura com
auxilio de um bisturi estéril, posteriormente foram filtradas em camada dupla de gaze

estéril, centrifugada (1500 rpm/15 minutos), lavadas duas vezes com solucdo salina

tamponada (PBS) homogeneizado e padronizado em 2X10° células de S. schenckii/mL
(Figura 5).

Figura 5- (a) retirada das colénias de Sporothrix schenckii do meio de cultura com
auxilio de um bisturi estéril; (b) filtragem das colénias em camada dupla de gaze estéril;
(c) lavagem das coldnias com PBS; (d) Padronizacdo do inoculo fungico. Laboratorio
de Micologia-UFPel.

3.3.3 Inoculagéo experimental

A suspensdo de células fangicas na concentracdo de 2X10° células de S.

schenckii/mL foram inoculadas em volume de 0,1mL pela via intraperitonial e a mesma

dosagem pela veia lateral da cauda em todos os animais (Figura 6).
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Figura 6- (a) inoculacdo experimental com o in6culo fangico através da veia lateral da
cauda; (b) inoculacdo experimental com o in6culo flngico através da via intraperitonial.
Laboratério de Micologia-UFPel.

3.3.4 Tratamento dos animais experimentais com esporotricose sistémica

Trés dias apds os animais experimentais serem inoculados com S. schenckii, foi
iniciado o tratamento dos grupos experimentais uma vez ao dia por um periodo de 30
dias conforme o descrito por Kan & Bennet (1988). A administracdo dos farmacos
assim como os diluentes nas doses predeterminadas foi realiza em todos os animais pela

via oral com o auxilio de uma sonda orogastrica.

3.3.5 Acompanhamento clinico dos animais experimentais com esporotricose

sistémica

Durante o periodo experimental, os animais foram avaliados diariamente, a fim de
observar alteraces fisicas referentes ao plano nasal (edema e Ulceras); cauda (espessura
aumentada e Ulceras) e testiculos (aumento e alteragdes na consisténcia), sendo essas

descritas em relatorios semanais.
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3.3.6 Necropsia dos animais experimentais

No final do periodo experimental, os animais foram sacrificados através de
superdosagens de fenobarbital (100mg/kg) e necropsiados para a andlise anato-
patoldgica, sendo coletados o figado, testiculos, baco, rins e sistema digestorio para a
obtencéo do retroisolamento do agente.

O retroisolamento do S. schenckii foi obtido a partir do cultivo em duplicata a
25°C por até 15 dias de fragmentos do figado, baco e testiculos em agar Sabouraud
dextrose com cloranfenicol acrescido de cicloheximida. Apos esse periodo foi realizado
a conversao conversdo para a fase leveduriforme (conforme descrito no iten 3.1.2) para
demonstracdo do dimorfismo do agente.

Os mesmos procedimentos descritos foram realizados com o0s animais que

morreram durante o periodo experimental.

3.3 Analise estatistica

Para avaliar estatisticamente a evolucdo dos tratamentos frente a esporotricose
sistémica experimental foi utilizado o programa Epi Info 6.0, utilizando o teste de qui-
quadrado, segundo Mantel-Henzel, com grau de significancia de 95%. Para a analise

microbioldgica foi utilizado o teste de qui-quadrado.
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4 RESULTADOS

4.1 Suscetibilidade in vitro dos isolados de Sporothrix schenckii frente aos

antifngicos terbinafina e itraconazol

A suscetibilidade da fase leveduriforme do S. schenckii frente a terbinafina para
todos os isolados estudados de esporotricose felina, resultaram em uma CIM de
0,055pg/mL a 0,109ug/mL, enguanto que para os isolados dos casos de esporotricose
humana e canina a CIM foi de 0,055ug/mL. Em relagéo ao itraconazol, a CIM frente
aos isolados de esporotricose felina foi de 0,875ug/mL a 1,75ug/mL, ja para 0s casos de
esporotricose humana os valores da CIM foram de 0,219ug/mL, enquanto que para o
isolado do caso clinico de esporotricose canina foi observada uma CIM do itraconazol
de 1,75ug/mL (Tabela 2).

Tabela 2- Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) da terbinafina e itraconazol frente a
isolados leveduriformes de Sporothrix schenckii atraves da técnica de microdiluicdo em
caldo

Sporothrix CIM (pg/ml) CIM (pg /ml)
schenckii Itraconazol terbinafina
1* 0,875 0,109

2* 0,875 0,109

3* 0,219 0,055

4* 1,75 0,055

5* 1,75 0,055

6* 1,75 0,055

7** 0,219 0,055

8** 0,219 0,055

g** 0,219 0,055
10%** 1,75 0,055

*Isolado obtido de esporotricose felina; ** Isolado obtido de esporotricose
humana;***Isolado obtido de esporotricose canina
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Em se tratando da CIM para a terbinafina e itraconazol utilizando a fase
filamentosa do S. schenckii, foi observado valores para a terbinafina entre os isolados de
felinos de 0,875 pg/mL, enquanto que os isolados humanos e de cdo a CIM foi de
0,219ug/mL. Para o itraconazol os isolados felinos resultaram numa CIM de 3,5ug/mL,
ja nos isolados obtidos a partir de casos de esporotricose humana e em cdo a CIM foi de
1,75ug/mL (Tabela 3).

Tabela 3- Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) da terbinafina e itraconazol frente a
isolados filamentosos de Sporothrix schenckii através da técnica de microdiluicdo em
caldo

Sporothrix CIM (pg/ml) CIM (pg /ml)
schenckii itraconazol terbinafina
1* 3,5 0,875

2* 3,5 0,875

3* 3,5 0,875

4* 3,5 0,875

5* 3,5 0,875

6* 3,5 0,875

7** 1,75 0,219

8** 1,75 0,219

g** 1,75 0,219
10*** 1,75 0,219

*Isolado obtido de esporotricose felina; ** Isolado obtido de esporotricose
humana;***Isolado obtido de esporotricose canina
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4.2 Avaliacdo das enzimas hepaticas e hemograma dos animais experimentais

submetidos ao tratamento antifiingico e seus respectivos diluentes

Os valores para Alanina Aminotransferase (ALT) e Fosfatase Alcalina (FA) foram
compativeis aos valores normais para a espécie estudada (HARKNESS & WAGNER,

1995) entre todos 0s grupos experimentais (Tabela 4).

Tabela 4 - Valores referentes a Alanina Aminotransferase (ALT) e Fosfatase Alcalina
(FA) dos animais experimentais submetidos a administracdo dos farmacos antifungicos

e seus respectivos diluentes

Enzimas avaliadas Tratado Diluente Tratado Diluente
terbinafina  terbinafina itraconazol itraconazol

ALT (UI/L) 30 -36 20 -42 26 -45 29-45
FA (UI/L) 39,2-50,7 38-721 40 - 50,7 42,4 - 64,3

Valores normais para a espécie estudada: Alanina aminotransferase (U/L) 17 — 50;
fosfatase alcalina (U/L) 39 — 216

Os parametros tanto da série vermelha como na serie branca e proteinas
plasmaticas totais (PPT) estiveram dentro dos limites fisiologicos normais para a espécie
estudada (HARKNESS & WAGNER, 1995). Assim como nenhuma anormalidade foi
observada no exame histopatolégico dos 6rgdos coletados. No entanto, no decorrer do
periodo experimental 25% (5/20) dos animais pertencentes ao grupo tratado terbinafina
morreram imediatamente ap0s sondagem oral. A analise histopatologica dos 6rgéos
coletados durante a necropsia ndo evidenciou qualquer anormalidade associada aos

antifingicos ou aos diluentes em todos 0s grupos experimentais.

4.3 Avaliagdo da atividade dos farmacos antifingicos no tratamento da

esporotrticose experimental sisttmica
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4.3.1 Avaliacdo clinica dos animais experimentais com esporotricose sistémica

As alteracOes observadas nos animais experimentais iniciaram na primeira
semana apos a inoculacdo com o S. schenckii, sendo observadas no decorrer das quatro
semanas do estudo: aumento da espessura da cauda, Ulceras na cauda, aumento
testicular, edema nos membros, Ulceras nos membros, edema do plano nasal, Glceras no
nariz, flacidez testicular, caquexia e Obitos. Essas alteracdes analisadas estatisticamente
resultaram em diferencas significativas (p<0,05) entre grupo tratado terbinafina e
itraconazol em relacdo aos seus respectivos diluentes, sendo que no grupo diluente
foram observadas maior numero de animais afetados em relacdo ao grupo tratado
(Tabela 5).

Tabela 5- Alteracdes clinicas observadas nos animais experimentais com esporotricose
sistémica durante o periodo do estudo

Alteracbes  Tratado terbinafina  Diluente terbinafina  Tratado itraconazol Diluente itraconazol

clinicas (%) (%) (%) (%)
Semanas 10 20 30 40 10 20 30 40 10 20 30 40 10 20 30 40
Aumentoda 47,3 432 114 - 90 90 90 90 375 825 375 25 85 95 95 95
espessura da
) cauda
Ulcera na 52 216 114 - 10 95 95 95 30 40 30 5 40 85 85 85
cauda
Aumento - - - - 90 90 90 95 - - - 5 60 100 100 85
testicular
Edema dos - 108 114 - - 10 10 10 - - - - - 15 20 20
membros
Ulcerasnos - 108 20 - - 90 90 90 5 5 5 - - 45 45 50
membros
Edema no - 8,1 - - - 8 85 85 - - - - - 3 35 35
plano nasal
Ulceras no - - - - - 60 60 60 - - - - - 40 40 40
plano nasal
Flacidez - - - - - - - 75 - - - - - - 5 35
testicular
Caquexia - - - - - - 25 - - - - - - 5 35
Obitos 5 25 5 25 - - - - - - - - - - -

Em se tratando especificamente do aumento da espessura da cauda, foi
observado no decorrer do periodo experimental a alteragdo em maior freqiiéncia entre os
animais pertencentes ao grupo diluente terbinafina e itraconazol. Entre os grupos
experimentais tratados com os antifangicos foi observado reducédo do sinal clinico, onde

no final da quarta semana nenhum animal do grupo tratado terbinafina permaneceu
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afetado, enquanto que no tratado itraconazol 25% se mantiveram com as les6es (Tabela
5e Figura 7).
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Figura 7- Percentual de animais com esporotricose sisttémica experimental que
apresentaram aumento na espessura da cauda.

Em relacdo a ulcera na cauda, o grupo tratado com terbinafina obteve uma
reducdo semanal na freqiéncia de animais afetados, ndo sendo observado nenhum
animal com a alteracdo na ultima semana do estudo. O mesmo foi observado no grupo
tratado itraconazol, permanecendo no final do periodo experimental com dois (2/40)
animais afetados. Os grupos referentes aos diluentes dos farmacos, por sua vez, foi
detectado o0 aumento da freqiiéncia de animais afetados (Tabela 5 e Figura 8).
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Figura 8- Percentual de animais com esporotricose sistémica experimental que

apresentaram Ulceras na cauda.
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O aumento testicular ndo foi observado em nenhum animal pertencente ao grupo
tratado terbinafina durante o estudo. J& no grupo tratado itraconazol a alteracdo foi
observada a partir da terceira semana do experimento em 5% (2/40) dos animais. O
grupo diluente terbinafina apresentou no decorrer do experimento, aumento progressivo
de animais com aumento testicular, enquanto que nos animais pertencentes ao grupo
diluente itraconazol, foi observada uma reducdo de animais afetados na quarta semana
(Tabela 5 e Figura 9).
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Figura 9- Percentual de animais com esporotricose sisttmica experimental que
apresentaram aumento testicular.

O edema nos membros foi observado entre 0s animais tratados terbinafina a
partir da segunda semana do estudo, reduzindo o numero de animais afetados na ultima
semana experimental. No grupo tratado itraconazol, ndo foi detectado nenhum animal
afetado no decorrer do experimento. Os animais do grupo diluente terbinafina e
itraconazol apresentaram a alteracdo a partir da segunda semana, com aumento de
animais acometidos no decorrer do estudo (Tabela 5).

As Ulceras nos membros foram observadas a partir da segunda semana em
ambos os grupos tratados (terbinafina e itraconazol), porém os animais obtiveram a cura
clinica na ultima semana do experimento. Os diluentes apresentaram lesdes a partir da
segunda semana, prosseguindo afetados até a quarta semana do estudo (Tabela 5 e
Figura 10).
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Figura 10- Percentual de animais com esporotricose sistémica experimental que

apresentaram Ulceras nos membros.

O edema do plano nasal foi observado em apenas 8% do grupo tratado
terbinafina na segunda semana do estudo, ndo sendo observado, a alteracdo no decorrer
do estudo nos grupos submetidos ao tratamento antifingico. No entanto, nos grupos
diluentes (terbinafina e itraconazol) foi detectado animais afetados até o final do estudo
(Tabela 5 e Figura 11).
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Figura 11- Percentual de animais com esporotricose sistémica experimental que
apresentaram edema no plano nasal.
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Em relacéo a uUlceras no plano nasal, ndo foi observado nenhum animal afetado
no grupo tratado terbinafina, assim como no grupo tratado itraconazol. Os animais
pertencentes aos grupos diluentes, por sua vez, apresentaram Ulceras até o final do

experimento (Tabela 5 e Figura 12).
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Figura 12- Percentual de animais com esporotricose sistémica experimental que

apresentaram Ulceras no plano nasal.

Quanto a flacidez testicular, apenas os grupos diluentes apresentaram a
alteracdo, sendo que o grupo diluente terbinafina 75% dos animais apresentaram-se
afetados na ultima semana do estudo, enquanto que o diluente itraconazol foi observado

35% dos animais com a alteracéo na ultima semana (Figura 13).
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Figura 13- Percentual de animais com esporotricose sistémica experimental
apresentando flacidez testicular.
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A caquexia ndo foi observada em nenhum dos animais tratados com os
antifangicos. Nos diluentes, entretanto, foi observado 25% (5/20) de animais do grupo
diluente terbinafina com caguexia na quarta semana, e no grupo diluente itraconazol 5%
(1/20) na terceira semana aumentando a frequéncia para 35% (7/20) na quarta semana
(Tabela 5).

Durante o periodo experimental, ocorreu o Obito de (6/40) dos animais
pertencentes ao grupo tratado terbinafina. Dois animais morreram na primeira semana
do estudo, um na segunda, dois na terceira € um na Gltima semana, totalizando seis
animais. Todos foram imediatamente necropsiados e coletados 6rgdos do sistema
digestorio, respiratorio, tecido sub-cutaneo e cerebro para analise histopatologica, a qual
revelou hiperemia e congestdo pulmonar, caracterizando assim um quadro asfixia

aguda.

4.3.2 Alteracbes anatomopatologicas nos animais experimentais com

esporotricose experimental sistémica

Em relacdo as alteracBes anato-patoldgicas observadas nos animais com
esporotricose sistémica experimental, essas quando presentes, se apresentaram na forma
de lesdes nodulares e esbranquicadas no baco, figado, testiculos, tecido subcutaneo e
ainda a presenca de ictericia dos orgdos, sendo que as lesdes ocorreram de forma
localizada e/ou disseminada (Figura 14).

As analises estatisticas evidenciaram que todos 0s animais pertencentes ao grupo
tratado com terbinafina e itraconazol diferiram (p<0,05) em relagdo ao grupo diluente,
demonstrando que os animais que foram submetidos ao tratamento antifingico
apresentaram a menor freqiiéncia ou auséncia de alteracGes anatomopatoldgicas (Tabela
6).



Figura 14- Alteragdes anatomopatoldgicas observadas nos animais com esporotricose
experimental sistémica: (a) lesdes nodulares e esbranquicadas disseminadas; (b) lesdes
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nodulares esbranquigadas nos testiculos; (c) nddulo no parénquima subcuténeo; (d)

lesbes nodulares e esbranquicadas no baco e figado.

Tabela 6- AlteracBes anatomopatoldgicas observadas nos animais experimentais com

esporotricose sistémica durante o periodo de estudo

Tratado Diluente Tratado Diluente
terbinafina (%) terbinafina (%) itraconazol (%) itraconazol (%)

Baco - 100 25 95

Figado 11,7 100 25 85

Testiculos 26,4 100 67,5 95
Ictericia - 25 - -

Nédulos 8,8 100 12,5 85

subcutaneo
Lesdes - 100 - 85

disseminadas

Em se tratando dos grupos, tratado e diluente terbinafina, foi evidenciado maior
numero de animais afetados no grupo diluente em todos os parametros macroscopicos

avaliados, sendo que os animais tratados ndo apresentaram alteragGes no bago, ictericia

e lesGes disseminadas (Figura 15).
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Figura 15- AlteracBes anatomopatolégicas presentes nos animais pertencentes aos
grupos tratado e diluente terbinafina.

Em relacdo aos grupos tratado e diluente itraconazol, também foi observado maior
freqiiéncia de alteragfes no grupo do diluente, exceto quanto as alteracGes testiculares
em que no grupo tratado itraconazol foram observados 67,5% (27/40) animais com
alteragcdes no 6rgdo enquanto que o seu grupo diluente apresentou 95% (19/20) animais
com alteracGes macroscépicas (Tabela 6). Em relacdo a ictericia e lesGes disseminadas
ndo foi evidenciado nenhum animal pertencente ao grupo tratado itraconazol com as

alteracdes (Figura 16).
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Figura 16- AlteracGes anatomopatoldgicas presentes nos animais pertencentes aos
grupos tratado e diluente itraconazol.
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Em relacdo aos tratamentos terbinafina e itraconazol, houve diferenca estatistica
(p=0,0004) quanto a variavel aumento testicular, sendo que o0s animais pertencentes ao
grupo tratado terbinafina apresentaram menor freqiiéncia de animais com a alteracdo
26,5% (9/34) em relagéo ao grupo tratado itraconazol 67,5% (27/40).

4.3.3 Obtencéo do retroisolamento do Sporothrix schenckii

A obtencdo do retroisolamento do S. schenckii a partir do cultivo dos érgdos
(baco, figado e testiculos) em meios especificos a 25°C resultou no crescimento de
colbnias filamentosas enegrecidas e enrugadas, sendo que a analise microscopica dessas
coldnias foi observada a presenca de hifas finas, hialinas, septadas com conidioforos
simpodiais frutificando conidios dispostos em formatos de “margarida”. A 37°C, as
colbnias adotaram aspecto de col6nia bacteriana, de coloracéo branca a acizentada, onde
a microscopia revelava células leveduriformes, ovais a alongadas semelhantes a
“charutos”. Esses achados séo consistentes aos observados em estudos que descrevem a

macro e micromorfologia do S. schenckii.

A analise estatistica do retroisoalamento obtido a partir do cultivo dos 6rgéos
especificos resultou em diferencas entre os grupos tratados com os antifangicos e seus
respectivos diluentes, demonstrando que 0s grupos experimentais em que foram
administrados os farmacos, obtiveram menor e/ou nenhum, retroisolamento positivo
para o S. schenckii em relacdo aos grupos em foram administrados os diluentes (Tabela
7).

Tabela 7- Obtencdo do retroisolamento de Sporothrix schenckii a partir do cultivo do
baco, figado e testiculos dos animais experimentais

ORGAOS Tratado Diluente Tratado Diluente
terbinafina (%) terbinafina (%) itraconazol (%) itraconazol (%)
Baco - 80 - 80
Figado - 100 5 80

Testiculos 3 100 22,5 95
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O retroisolamento do S. schenckii ocorreu em todos os 6rgdos avaliados no

grupo diluente terbinafina, enquanto que nos animais tratados com terbinafina sé foi

observado o isolamento do agente no testiculo de um animal (Figura 17).
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Figura 17- Retroisolamento do Sporothrix schenckii obtidos dos animais pertencentes
aos grupos tratado e diluente terbinafina.

Em relacdo ao grupo tratado itraconazol e seu respectivo diluente, foi observada

maior freqliéncia de retroisolamento positivo para o S. schenckii entre o grupo diluente

em relacéo aos tratados (Figura 18).
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Figura 18- Retroisolamento do Sporothrix schenckii obtidos dos animais pertencentes

aos grupos tratado e diluente itraconazol.
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No entanto foi evidenciado diferencas estatisticas (p=0,0142) entre 0s grupos
tratados terbinafina e itraconazol, tendo um maior niUmero de animais com o isolamento

positivo para o agente no testiculo no grupo tratado itraconazol (Figura 19).
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Figura 19- Retroisolamento do Sporothrix schenckii obtidos dos grupos tratado
terbinafina e itraconazol
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5 DISCUSSAO

Quanto a avaliagdo da suscetibilidade in vitro dos isolados de Sporothrix
schenckii frente aos antifingicos terbinafina e itraconazol, mesmo nao existindo um
ponto de corte que estabeleca quais os valores da CIM que determine a sensibilidade ou
resisténcia do S. schenckii frente a terbinafina, estudos tem considerado que valores de
CIM entre 0,1 a 0,4ug/mL estdo associados a sensibilidade do agente frente ao farmaco.
Dessa forma, os resultados observados neste estudo demonstram atividade in vitro da
terbinafina frente a fase leveduriforme e filamentosa, embora com valores de CIM
maiores quando utilizada a fase filamentosa do agente. Resultados semelhantes foram
encontrados por outros autores, com CIMs menores ou iguais a outros antifingicos
recomendados para o tratamento da esporotricose, como a anfotericina B e itraconazol
(PETRANYI et al., 1987; HULL & VISMER, 1992; HAY, 1999; JESSUP et al., 2000;
REX et al ., 2001; MCGINNIS et al., 2001; KOHLER et al., 2004; TRILLES et al.,
2005; KOHLER et al., 2006; MEINERZ et al., 2005).

Em relacdo ao itraconazol, também ndo ha padronizacdo de um valor da CIM
que identifique resisténcia ou sensibilidade ao S. schenckii. No entanto, é preconizado
que a suscetibilidade do agente frente ao farmaco traduz em CIM menor ou igual a
1pg/mL (MCGINNIS et al., 2001; REX et al., 2001). Considerando esses valores de
CIM para o itraconazol frente ao agente, este estudo resultou na sensibilidade quando
utilizado a fase leveduriforme do S. schenckii em trés isolados de esporotricose felina e
em todos os isolados humanos avaliados. No entanto, foi detectado através do teste,
resisténcia frente ao isolado de cdo e para os demais isolados provenientes de
esporotricose felina. Com relacdo ao estudo da suscetibilidade utilizando a fase
filamentosa, todos os isolados avaliados apresentaram-se resistentes frente aos
itraconazol.

Embora estudos anteriores tenham demonstrado a boa atividade in vitro do
itraconazol frente ao S. schenckii (KAUFFMAN et al.,, 2000; KOC et al., 2001,
KOHLER et al., 2004; KOHLER et al., 2006), Catalan & Monteiro (2006) associam o
fracasso terapéutico com a ocorréncia de isolados resistentes. Segundo 0s autores,

devido ao amplo espectro antiflngico do itraconazol, esse foi utilizado, muitas vezes, de
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forma indiscriminada acarretando, principalmente, o aparecimento de resisténcia. Como
demonstram os relatos descritos por Schubach et al (2004) em que resultaram na alta
freqliéncia de felinos tratados com o farmaco com remissdo da micose e ainda Kohler et
al (2004) que detectaram valores de CIM altos (4ug/mL) do itraconazol frente a
isolados provenientes de casos de esporticose disseminada felina.

Em se tratando das fases de S. schenckii utilizadas no estudo, foi observado
valores maiores de CIM entre os isolados filamentosos em relacdo a fase leveduriforme.
O mesmo foi demostrado em estudos realizados por Triller et al (2005), onde as CIMs
obtidas tanto para a terbinafina como o itraconazol, estudando a fase filamentosa do S.
schenckii, foram maiores em relacdo aos obtidos com a fase leveduriforme. Mais
recentemente Kohler et al. (2006) avaliando a suscetibilidade de isolados clinicos de
casos de esporotricose humana e animal, utilizando as duas fases do agente, resultaram
em valores de CIMs maiores quando aplicado o teste com a fase filamentosa do S.
schenckii.  Segundo os autores, essa diferenca entre as fases filamentosa e
leveduriforme frente as provas de suscetibilidade, geram a necessidade de novos
estudos, que estabelecam critérios diferenciados para a realizacdo das provas in vitro
para S. schenckii.

As manifestacfes clinicas decorrente da esporotricose experimental sistémica
foram compativeis com as descritas por outros autores, onde inocularam conidios e/ou
leveduras/mL em concentragdes variando de 2x10° a 7,5x10° reproduzindo com sucesso
a esporotricose nas suas diversas formas clinicas em variados modelos experimentais
(HIRUMA & KAGAWA, 1983; POLANIA et al.,1990; DIXON et al.,1992; MUJICA
et al.,, 1992; SHIRAISHI et al.,1992; TACHIBANA et al., 1999; LIMA et al., 2003;
NOBRE et al., 2003; NOBRE et al., 2004; NOBRE et al., 2005).

Quanto a evolucdo da esporotricose experimental frente aos tratamentos
antifangicos e seus respectivos diluentes, foi observado diferencas estatisticas
significativas entre o grupo diluente e os tratados terbinafina e itraconazol. Os grupos
experimentais, nos quais, foram administrados os antifingicos resultaram em menor
numero de animais afetados e/ou cura clinica.

Entre os grupos nos quais foram administrados os farmacos, a evolucao clinica
da micose nao diferiu. No entanto foram detectadas diferencas estatisticas significativas
em relacdo ao aumento da espessura da cauda, onde foi observado uma reducdo de
animais afetados pertencentes ao grupo tratado com terbinafina em relacdo ao

itraconazol.
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Em relacdo a terbinafina, as doses administradas nos animais experimentais com
a forma sistémica da micose, resultaram na eficicia do tratamento, coincidindo com
outros estudos clinicos que demonstraram a atividade do farmaco no tratamento de
pacientes com esporotricose nas formas cutaneas e cutanea-linfatica, com doses que
variaram de 125-1000mg (HULL & VISMER, 1992; MORISHITA et al. 2001,
TANUMA et al., 2001; CHAPMAN et al., 2004; COSKUN et al., 2004). No entanto na
clinica Veterinaria ainda sdo escassos os estudos que confirmem a acdo da terbinafina
no tratamento da esporotricose felina e em cdes (MANCIANTI et al.,1999; KOTNIK et
al., 2001; ROCHETTE et al., 2003).

Assim como o observado para a terbinafina, este estudo também resultou na boa
atividade do itraconazol no tratamento da esporotricose experimental sistémica. Outros
autores demonstraram a eficacia do farmaco em doses variando de 100mg a 400mg/dia,
para as diferentes formas de apresentacdo da doenga (RESTREPO et al.,1986; BAKER
et al.,, 1989; GRANT & CLISSOLD, 1989; SHAW et al., 1989; CONTI-DIAZ et
al.,1992; LESHER, 1992; BREELING et al, 1993; MENESES et al.1992;
MERCURIO & ELEWISKI, 1993; WINN et al., 1993; SCHARKEY-MATHIS et
al.,1993; BADLEY & VAN SCOY, 1996; HOWELL & TOOHEY, 1998; RAMIREZ et
al.,1998; NOGUCHI et al., 1999; MATSUMOTO et al., 2000; BONIFAZ et al ., 2001,
KOC et al., 2001; MCGINNIS et al., 2001; HAMPTON et al, 2002; PREARO et al.,
2002; STALKUP et al., 2002; COSKUN et al., 2004). Em Medicina Veterinaria, é o
antifungico mais amplamente utilizado na clinica de pequenos animais, sendo
recomendado nas doses de 5-10 mg/kg uma vez ao dia para o tratamento da
esporotricose canina e felina, apresentando, normalmente, boa tolerabilidade para essas
espécies (ROCHETTE et al., 2003).

Em se tratando especificamente da esporotricose sistémica S0 escassos 0S
estudos que demonstrem a atividade, especialmente da terbinafina, no tratamento da
micose. Em relacdo ao itraconazol, Kauffman et al. (2000) indicam o farmaco como
tratamento de manutencéo, apos a administracdo inicial da anfotericina B. No entanto, o
presente estudo demonstrou que altas doses de terbinafina e itraconazol s&o promissoras
no tratamento da apresentacdo sistémica da esporotricose.

No presente estudo foram utilizadas doses superiores da terbinafina e itraconazol
em relagdo as doses terapéuticas recomendadas normalmente para o tratamento de
micoses. A acdo dose-dependente desses farmacos também foi relatada por outros

autores, como o demonstrado por Chapman et al. (2004), em que obtiveram melhor
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resposta terapéutica utilizando doses maiores (1000mg) de terbinafina no tratamento de
pacientes com esporotricose linfo-cutanea. O mesmo foi evidenciado com o itraconazol,
onde as baixas concentracdes do farmaco, estdo diretamente associadas as falhas
terapéuticas, sendo que o farmaco em concentra¢es maiores tem uma acdo mais efetiva
e 0 seu declino a valores plasmaticos inferiores a 6 pug/mL esta relacionado com a
reducdo da sua atividade (CATALAN & MONTEIRO, 2006).

Além das doses, estudos apontam outros fatores como o diluente, que podem
influenciar nas concentracfes plasmaticas adequadas de um determinado farmaco. Kan
& Bennet (1988) demonstraram que a terbinafina quando diluida em uma solucédo de
agua destilada com 5% de DMSO e 1% de Tween 20, alcanca maiores concentragdes
plasmaticas. Baseados nessa constatacdo, este estudo aplicou a mesma metodologia, o
que provavelmente colaborou com a boa acdo do farmaco frente a esporotricose
sistémica.

Quanto as analises das enzimas hepaticas e hemograma, assim como a analise
histopatolégica dos animais experimentais submetidos ao tratamento antifingico e seus
respectivos diluentes, ndo foi demonstrado nenhuma alteragdo, mesmo utilizando doses
elevadas de terbinafina (250mg/kg) e de itraconazol (100mg/kg). Outros estudos com
modelos experimentais, utilizando doses entre 100 e 400mg/kg de terbinafina, para
tratamento de enfermidades como meningite coccidioidal, pneumonia por Pneumocystis
carinii e leishmaniose experimental, ndo demonstraram nenhuma alteragdo durante o
periodo estudado (SORENSEN et al., 2000; DANNAOQOUI et al., 2002; WALZER &
ASHBUGH, 2002; SAMPAIO et al., 2003). O mesmo foi evidenciado com o
itraconazol, onde Dannaoui et al. (2002) administraram terbinafina (150mg/kg) ou
itraconazol (100mg/kg) em ratos com zigomicose experimental duas vezes ao dia, por
via oral por um periodo de dez dias, sendo que ambos os farmacos foram diluidos em
agua esteril.

Os efeitos hepatotoxicos provocados pela terbinafina sdo de rara ocorréncia, sendo
que a elevacdo da ALT, FA e bilirrubina ocorre em menos de 10% dos pacientes
expostos ao farmaco. Embora, sinais de disfuncdo hepética ndo sejam relevantes, tem
sido descritos relatos de pacientes que desenvolveram hepatotoxicidade, com o0 aumento
transitério das enzimas hepaticas, porém com o restabelecimento do paciente apds a
interrupcio do tratamento (AMICHAI & GRUNWALD, 1998; TREPANNIER et al.,
1998; FERNANDES et al., 1998; BURSTEIN et al., 2004). Em relag&o ao itraconazol,

0 aumento temporario das enzimas hepaticas € o efeito colateral mais freqiientemente
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descrito, durante o uso do farmaco em humanos, sendo geralmente, reversivel e
transitério. Porém a administracdo de doses elevadas por um periodo prolongado,
aumenta a liberacdo do farmaco no soro, o que pode contribuir para a toxicidade
hepética (LAZAROS et al., 1996; AMICHAI & GRUNWALD, 1998; ODDS, 2003).

Quanto aos resultados correspondentes ao hemograma, eritrograma (hematdcrito,
hemoglobina e contagem de hemécia), leucograma e Proteinas Plasmaticas Totais (PPT)
resultaram em niveis fisioldgicos para a espécie estudada tanto em relacdo a terbinafina
como para o itraconazol. Mesmo sendo raras as alteragdes no hemograma com 0 uso
desses farmacos antifungicos, Nagaoka et al (2003) relataram um caso de leucocitopenia
em um paciente em que foi administrado itraconazol por um periodo de 16 semanas,
onde apresentou alteracdes na contagem de células brancas.

Em relacdo as alteracbes anatamopatoldgicas e histopatologicas nos animais com
esporotricose experimental sistémica assim como na obtencéo do retroisolamento do S.
schenckii, os resultados observados neste estudo foram semelhantes aos encontrados por
outros autores. Como os realizados por Polania et al (1990) onde inocularam a fase
leveduriforme do agente pela via subcutanea resultando na presenca de edema, eritema,
alopecia, necrose no local da inoculacdo, pus e ulcera, com a disseminacdo do S.
schenckii apds uma semana da inoculagdo, com a demonstragdo do microrganismo tanto
no cultivo dos 6rgdo afetados, como pelo exame histolégico com a coloracdo de PAS.
Além de Mujica et al. (1992) em que reproduziram a esporotricose por meio da
inoculagdo intraperitonial e na veia da cauda em ratas, resultando na disseminagéo do
agente no figado, baco e glandula suprarenal .

A avaliacdo da evolucdo clinica, assim como as alteracbes macroscopicas e a
obteng&o do retroisolamento do S. schenckii resultaram na boa atividade da terbinafina e
itraconazol no tratamento da esporotricose experimental sistémica. As analises dos
resultados, demonstraram que a terbinafina obteve resultados semelhantes ou superiores
ao itraconazol em determinadas variaveis analisadas. A eficacia do farmaco pode ser
atribuida as suas caracteristicas farmacocinéticas, sendo descrito que em cada semana
de terapia diaria, este permanece nos compartimentos cutaneos em altas concentracdes,
por até 2-3 meses apos a interrupcdo da terapia (PETRANYI et al., 1987; BALFOUR &
FAULDS, 1992). Essa caracteristica, associada com a sua acao fungicida, pode explicar
a auséncia de falhas terapéuticas, ndo sendo descritos casos de reicidiva da enfermidade
por mais de seis meses pés-tratamento (JAIN & SEHGAL, 2000; CHAPMAN et al.,
2004).
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Kovarik et al. (1995) estudando as caracteristicas farmacocinéticas da terbinafina
em animais experimentais administraram multiplas doses do farmaco, analisando as
suas concentracGes em varios compartimentos corporais durante um periodo de quatro
semanas. Os autores observaram que a meia-vida do agente é em média de 20 a 28 dias
e essa longa meia-vida pode ser atribuida ao lento retorno do farmaco para o
compartimento de protoplasma central de tecido periférico e gorduroso locais. O estudo
conclui ainda que as altas concentracbes de terbinafina em amostras de tecido
combinadas com sua taxa lenta de redistribui¢do indica que as concentragdes fungicidas
sdo mantidas durante semanas a meses ap0s 0 curso terapéutico. Hosseini-Yeganeh &
Maclachlan (2002) administraram em ratos 6 mg/kg do farmaco pela via endovenosa,
observando que nesse modelo experimental ha uma distribuicdo a tempos maiores do
que duas horas apos a administragdo e uma rapida redistribuicdo do farmaco, atingindo
0 pico maximo de concentracdo apo6s uma hora e meia de administragdo em uma Unica
dose de 500 e 750 mg. Baseado nesses resultados, os autores acreditam que devido as
caracteristicas farmacocineticas, espera-se que a terbinafina induza uma protecédo
continua para as infeccbes fungicas, assim pode ser relacionados a tratamentos por
menores periodos.

Em contrapartida, estudos demonstram que terapias que utilizam antifangicos de
primeiro efeito fungiostatico, como o itraconazol, estdo associadas ao retorno da
enfermidade assim como falhas terapéuticas e a ocorréncia de isolados resistentes, assim
como o Visto no uso do itraconazol para o tratamento da esporotricose felina, onde a
remissdo da micose pode ser frequentemente observada (SCHUBACH et al., 2004).

No decorrer do periodo experimental, foram observados 6Obitos nos animais
pertencentes ao grupo tratado terbinafina. As mortes de todos os animais envolvidos,
ocorreram logo apds a sondagem, sendo esses submetidos imediatamente a necropsia
com a coleta dos orgdos para a avaliacdo histopatoldgica resultando em alteracdes
condizentes a um quadro de asfixia aguda.

Os principais efeitos colaterais descritos com o uso da terbinafina sdo
dificuldade de esvaziamento gastrico, nduseas e dores abdominais. No decorrer do
estudo foi observado aumento da salivagdo antes da administracdo do farmaco e maior
sensibilidade abdominal nos animais pertencentes ao grupo tratado com o antiflngico.
Provavelmente esses fatores contribuiram para o retorno esofagico da terbinafina
durante a sondagem oro-gastrica com o desenvolvimento de um quadro de asfixia e

morte aguda. Kan & Bennet (1988) administrando em ratos 200mg/kg de terbinafina
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preparada nos mesmos diluentes utilizadas no estudo (DMSO e Tween 20) também
observaram a morte dos animais experimentais. Segundo os autores, a causa morte foi
devido a falsa-via durante a sondagem oro-gastrica.

Considerando o0s escassos estudos em Medicina Veterindria em relacdo a
terbinafina no tratamento da esporotricose, assim como 0 uso preconizado do
itraconazol nas formas cuténeas de casos da micose em felinos e caninos, o estudo da
atividade desses farmacos no tratamento da esporotricose experimental sistémica
contribuiu de forma relevante nos avangos dos estudos de fa&rmacos antiflngicos frente a

micoses sistémicas.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos, nestas condi¢cGes experimentais, permitem as seguintes
conclusdes:

A terbinafina demonstrou atividade in vitro frente a fase leveduriforme e
filamentosa do S. schenckii;

O itraconazol demonstrou atividade in vitro frente a fase leveduriforme do S.
schenckii em trés isolados de esporotricose felina e em todos os isolados humanos
avaliados. Os isolados estudados mostraram-se resistentes frente ao isolado de cédo e
para os demais isolados provenientes de esporotricose felina, assim como todos os
isolados referentes a fase filamentosa do S. schenckii;

As enzimas hepdticas avaliadas (ALT e FA), assim como a analise
histopatoldgica dos animais experimentais submetidos ao tratamento antifingico e seus
respectivos diluentes, ndo sofreram alteracfes durante o periodo do estudo;

Os grupos de animais pertencentes aos grupos tratado terbinafina e itraconazol
resultaram na menor freqiiéncia e/ou auséncia de animais afetados clinicamente em
comparacao aos diluentes;

As alteracGes anatomopatoldgicas ocorreram em maior frequéncia nos animais
dos grupos diluentes em relacéo aos tratados terbinafina e itraconazol,

O retroisolamento do S. schenckii ocorreu de forma mais frequente no grupo
diluente terbinafina e itraconazol do que nos grupos tratados com os antifngicos. Entre
0s grupos tratado terbinafina e itraconazol foi observada diferenca estatistica quanto o
retroisolamento do agente nos testiculos, sendo que os animais tratados com o

itraconazol foi observado maior nimero de isolados positivos.
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