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1. INTRODUCAO

A esporotricose € uma infeccdo subcutanea de evolugcdo subaguda ou cronica
causada pelo fungo dimérfico Sporothrix schenckii que afeta o homem e vérias
espécies de animais. A enfermidade apresenta distribuicdo mundial, sendo adquirida
através do implante traumatico do agente na derme, por espinhos, contaminacéo de
feridas abertas, bem como através de arranhaduras de animais portadores
(SCHUBACH et al., 2001).

Apés a inoculagdo com S. schenckii o sistema imunolégico é ativado e a
infeccdo ira desenvolver-se quando o individuo estiver com deficiéncia na resposta
imune, seja por uso continuo de corticoides, antibidticos, doengas imunossupressivas
ou ainda pela grande quantidade de unidades infectantes inoculadas (SEVERO et al.,
1999).

O itraconazol é o antifungico de eleicdo para essa micose e mesmo sendo o
farmaco antifungico mais utilizado na clinica veterinaria de animais de companhia,
sao cada vez mais frequentes os relatos de isolados de S. schenckii resistentes a
esse farmaco, resultando em falhas terapéuticas (SCHUBACH et al., 2004).

Em vista da dificuldade terapéutica relacionada a toxicidade e tempo
prolongado de terapia antifungica, nos casos de esporotricose felina, tem se buscado
novas alternativas para o tratamento da enfermidade. Dentre elas se destaca 0 uso
de imunomoduladores que apresentam grande relevancia no combate aos
microrganismos patogénicos através da estimulacéo da resposta imune. Em especial,
a B (1-3) glucana, um polissacarideo extraido da parede celular interna do fungo
Saccharomyces cerevisiae, apresenta ampla capacidade moduladora tanto da
resposta celular, através da estimulacdo de células fagocitarias, quanto da humoral.
As principais atividades imunofarmacoldgicas da B (1-3) glucana estédo relacionadas
com efeitos anti-tumorais, aumento na protecdo contra infecgdes virética, bacterianas,
parasitarias e fungica (MEIRA et al.,1996;PELIZON et al., 2005).

O presente trabalho tem por objetivo avaliar através das alteracdes
anatomopatoldgicas e histopatoldgicas a eficacia do tratamento da esporotricose
experimental com o imunodulador 8 1-3 glucana associado ao antifungico Itraconazol
em ratos wistar.



2. MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 100 ratos albinos (Rattus norvergicus), Wistar, machos, com
sete semanas de idade, os quais foram alojados na sala de experimentacdo do
Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). O experimento foi
previamente aprovado pela comissao de ética e experimentacao animal (CEEA).

Para reproducéo da esporotricose experimental os animais foram inoculados
por via subcutanea no coxim plantar direito, com 0,1 ml do inéculo fungico contendo
2x10° células/ml. O inéculo foi preparado a partir de isolado de Sporothrix schenckii,
pigmentado e termotolerante, proveniente de caso clinico de esporotricose felina.

Os animais foram divididos em quatro grupos de 25, grupo controle (G1), os
guais receberam 0,5ml de agua destilada estéril; grupo G2 tratados com 10mg/kg de
itraconazol; grupo G3 tratados com 10mg/kg de itraconazol associado a 0,5 mg de 3
glucana e o grupo G4 tratados com 0,5 mg B glucana. O tratamento iniciou duas
semanas apos a inoculacdo, quando os ratos ja apresentavam lesdes caracteristicas
da esporotricose.

O antifingico e a agua destilada estéril foram administrados por via oral (VO)
com auxilio de sonda orogastrica uma vez ao dia, a B 1-3 glucana por via subcutanea
(SC) uma vez por semana. Os animais foram submetidos ao mesmo manejo, sendo
gque o grupo G1 e G2 receberam solucdo salina via SC semanalmente, e o G4
recebeu por VO agua destilada estéril diariamente.

Semanalmente foi realizada necropsia de trés animais de cada grupo, sendo
a primeira realizada ap6s uma semana de tratamento. Na necropsia foi avaliada a
presenca de lesdes anatomopatologicas, bem como realizada a colheita do coxim
plantar direito de cada animal para avaliagdo histopatologica. Orgéos (figado e baco),
testiculos e linfonodos popliteos foram colhidos para avaliacdo histopatolégica. O
mesmo procedimento foi realizado no restante dos animais no final do periodo
experimental.

Amostras teciduais foram colhidas e posteriormente coradas com
hematoxilina-eosina (HE) e &cido periédico de Schiff (PAS). Apdés as laminas
histolégicas foram observadas ao microscopio para pesquisa do agente e de lesdes
caracteristicas da esporotricose.

3. RESULTADO E DISCUSSAO

As principais alteragfes anatomopatoldgicas observadas foram aumento do
linfonodo popliteo e lesGes puntiformes esbranquicadas, localizada e/ou disseminada,
no baco, figado e pulméo.

A analise estatistica evidenciou que 0s animais pertencentes aos grupos
tratados (G2, G3 e G4) diferiram p<(0,05) em relacdo ao grupo controle (G1),
demonstrando menor freqiéncia ou auséncia de alteracbes anatomopatolégicas nos
grupos tratados, no entanto ndo houve diferenca significativa entre estes trés grupos
(tab.1).

Tabela 1- Freqléncia de animais com alteracdes anatomopatoldgicas observadas
durante as necropsias realizadas no decorrer do periodo experimental conforme cada
grupo de tratamento (n=25).

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

Linfonodo popliteo 92 68 64 72




Pulmao 4 - - -

G1- grupo controle; G2- grupo Itraconazol; G3- grupo Itraconazol + 8 (1-3) glucana;
G4- grupo 3 (1-3) glucana.
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Na avaliagdo histopatoldgica do coxim plantar correspondente a primeira
necropsia foi evidenciado semelhanca entre 0S quatro Qgrupos experimentais
estudados, visto que todos os animais demonstraram a formacdo de granulomas
multifocais a coalescentes com presenca de células fangicas—leveduriformes no
interior da necrose tendo no infiltrado inflamatério predominio de macrofagos e
células gigantes.

Na segunda avaliagdo, o G1 apresentava uma evolugcdo mais tardia das lesdes,
permanecendo com granulomas iniciais multifocais a coalescentes. Os grupos
tratados (G2, G3 e G4) ja apresentavam granulomas tardios, que se caracterizavam
essencialmente pela diminuicdo do centro necroético e intensa proliferacéo de tecido
conjuntivo, o qual aparecia freqientemente com baixa celularidade e com deposi¢éo
de feixes de colageno densos e fibrose.

No entanto na terceira necropsia verificou-se uma agudizag&o dos processos em
todos os grupos, caracterizado pela presenca granulomas multifocais iniciais, alguns
com infiltrado de polimorfonucleares e presenca de leveduras no interior da necrose.

No grupo controle, somente a partir da quinta avaliacdo foram observados
granulomas tardios tendendo para uma resolugdo. Neste grupo as lesdes
apresentavam grandes focos necroéticos, 0os quais resultaram de intensa atividade
inflamatéria, que se manteve até o final do experimento.

A presenca do fungo S. schenckii foi demonstrada pela presenca de estruturas
arredondadas a alongadas, PAS positivas. Entre os grupos tratados nao foram
observadas diferencas significativas quanto ao padrédo das lesdes, sendo observado
predominantemente nesses grupos a presenca de granulomas tardios. No entanto no
G3 houve maior intensidade do processo inflamatério ocasionando maior restricdo do
agente no interior de centro necrético e/ou células gigantes. As lesBes se
caracterizavam por granulomas profundos com grandes areas de fibrose. No final do
estudo foram encontrados rarissimos ou somente restos celulares de Sporothrix
schenckii nesse grupo experimental.

Quanto a avaliagdo histopatoldgica dos demais 6rgdos, somente no grupo
controle e no final do periodo experimental foram evidenciadas lesdes no figado, baco
e pulmao. No entanto os quatro grupos apresentaram a formacgéo de granulomas no
linfonodo popliteo. Esses resultados se assemelham aos encontrados na literatura
(POLANIA et al.; 1990), onde ao inocular o S.schenckii via subcutanea observou
disseminacdo fungica apés uma semana da inoculacdo, com a visualizacdo do
microrganismo nos orgaos afetados.

As células PMN geralmente eram escassas e com frequéncia diferente de
animais apresentando essas células entre os grupos. Foi observado que o grupo G4
apresentou maior frequiéncia 36% (9/25) dos animais experimentais, G3 32% (8/25),
G1 com 24% (6/25) e G2 com 12% (3/25) dos animais com PMN no infiltrado
inflamatorio no ponto de inoculagdo. Esse recrutamento e ativacdo de PMN pela
glucana, demonstrado pelo aumento da migracao leucocitaria para o local afetado ja
foi verificado por outros autores e é atribuido a sintese de fatores estimulantes de
colénia para mondacitos/granulocitos (GM-CSF) influenciando no aumento da
producéo e liberacdo destas células pela medula 6ssea (PELIZON et al., 2005).

O exato mecanismo de acdo da glucana na inducédo celular ainda nédo esta
completamente estabelecido. No entanto autores demonstraram que as B glucanas



séo reconhecidas pelo sistema imune através de receptores especificos encontrados
na superficie de células como macréfagos, neutréfilos, células dendriticas, células NK
e fibroblastos, facilitando com isso a interacdo e ativacdo dessas células de defesa.
(ARAUJO-FILHO et al., 2006; AZEVEDO et al., 2005; MEIRA et al., 1996).

Em relacdo ao agente da paracoccidioidomicose testes in vitro realizados com
a glucana comprovaram a acéao estimulatéria sobre fagocitos (PELIZON et al., 2005).
Porém, em relacdo ao Sporothrix schenckii, ainda ndo foi avaliada a eficacia da
glucana no tratamento da esporotricose, sendo o presente estudo pioneiro nesse
sentido.

Neste estudo o grupo tratado com o antifingico associado a glucana (G3) ao
final do periodo experimental apresentou menor frequiéncia de animais com lesdes no
ponto de inoculagdo, assim como maior nidmero de animais em processo de
cicatrizacdo e cicatrizados. Tendo em vista que a resposta do organismo frente ao
agente fungico € mediada principalmente por macréfagos e neutréfilos, a B glucana
provavelmente contribuiu para regressdo e cicatrizacdo das lesdes atravées da
estimulacdo da resposta celular.

4. CONCLUSAO

Os resultados permitem concluir que o imunoestimulante 3 - Glucana interferiu
no desenvolvimento do fungo S. schenckii. A associagédo glucana e Itraconazol teve
uma maior eficacia no tratamento de esporotricose cutanea experimental,
demonstrado pela melhor resolucédo das lesdes e menor disseminacdo para 0rgaos
internos.
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