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RESUMO

0 estudo objetivou avaliar a atividade iz vivo do itraconazol e terbinafina no tratamento da esporotricose cutdnea experimental. Foram utilizados 80
ratos Wistar divididos em quatro grupos (TERB20, TERB30, ITRA e CONT) inoculados no coxim plantar esquerdo com 0,2ml de solucdo contendo
2x103 células de Sporothrix schenckii/ml e tratados com terbinafina (20 e 30mg/kg), itraconazol (10mg/kg) e placebo durante 13 semanas. As lesoes
do sitio de inoculaglo foram avaliadas e mensuradas semanalmente, assim como a disseminacio das mesmas. Apos foi realizada andlise micoldgica e
histopatoldgica. Os resultados demonstraram que os animais do grupo ITRA diferiram estatisticamente em todos os parametros avaliados em relacio a0
CONT. Em relacdo 2 terbinafina, nfio houve diferencas estatisticas entre os grupos tratados e controle. Pode-se confirmar a boa atividade do itraconazol
no tratamento da esporotricose e a pouca eficicia da terbinafina nas doses utilizadas, sendo necessirios mais estudos com este antifiingico.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the in vivo activity of itraconazole and terbinafine for treating experimental cutaneous sporotrichosis. Eighty
Wistar rats were used, divided into four groups (TERB20, TERB30, ITRA and CONT). They were inoculated in the left plantar pad with 0.2 ml of
solution containing 2x10° cell/ml of Sporothrix schenckii and treated with terbinafine (20 and 30 mg/kg), itraconazole (10 mg/kg) or placebo for
13 weeks. The lesions at the inoculation site were evaluated and measured weekly, along with their dissemination. Mycological and histopathological
analyses were performed subsequently. The results showed that the animals in the ITRA group differed statistically in all parameters evaluated, in
relation to CONT. For terbinafine, there were no statistical differences between the treated and control groups. It could be confirmed that itraconazole
presented good activity for treating sporotrichosis, while terbinafine was ineffective for this disease at the doses used. However, more studies on the
latter antifungal agent are needed.
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A esporotricose, micose subcutinea de evolugio subaguda ou
cronica, tem como agente etiologico o fungo dimérfico Sporothrix
schenckii acometendo o homem e uma grande variedade de
animais, principalmente o felino doméstico. O agente apresenta
distribuicio mundial sendo encontrado no solo rico em matéria
organica, vegetais e cascas de drvores’.
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Até 1990, a forma mais frequente de transmissido da
esporotricose era através da inoculagio traumdtica ou acidental
de matérias vegetais contaminadas com o agente, sendo, portanto,
considerada uma micose ocupacional. No entanto, atualmente,
sdo cada vez mais frequentes os relatos zoondticos envolvendo
os felinos domésticos, especialmente machos ndo castrados e
de vida livre, devido aos hibitos inerentes da espécie. Os relatos
demonstram que a transmissdo ocorre, principalmente, através
de arranhadura, mordedura ou contato direto com lesoes dos
felinos enfermos. Sugere-se que a transmissao é facilitada devido
a0 grande nimero de leveduras presentes nas lesdes dos animais
acometidos, sendo que o agente j foi isolado da cavidade bucal e
unhas, destacando o risco de transmissdo por essas vias'* 1>,

0 itraconazol, antifingico do grupo dos triazéis, tem
demonstrado eficicia no tratamento da esporotricose humana
nas diferentes formas da doenga e em animais, principalmente
felinos. Porém, o uso indiscriminado deste antiftingico resultou
no surgimento de isolados resistentes, sendo crescentes os relatos
de falhas terapéuticas no uso do itraconazol tanto em animais
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como em humanos. A terbinafina, uma alilamina, vem sendo
avaliada quanto a sua atividade frente ao Sporothrix schenckii,
demonstrando intensa agdo in vitro frente ao agente e atualmente
vem sendo estudada para o tratamento da esporotricose em
humanos’®?. No entanto, na clinica Veterinaria ainda sio escassos
os estudos que confirmem a aclo da terbinafina no tratamento
de micoses em felinos e caninos®.

Considerando a esporotricose uma importante zoonose
fingica, assim como os problemas relacionados 2 terapéutica
da micose, o estudo teve como objetivo avaliar e comparar a
atividade in vivo do itraconazol e da terbinafina no tratamento
da esporotricose cutanea experimental.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 80 ratos Wistar/UFPel, machos, 70 dias, peso
médio de 350 gramas, alojados no Biotério Central da UFPel com
dieta e dgua ad libitum. Foram divididos em quatro grupos de 20
animais, sendo eles: tratado terbinafina, nas doses de 20 e 30mg/
kg diluido em 4gua destilada estéril (TERB20 e TERB30); tratado
itraconazol na dose de 10mg/kg diluido em dgua destilada estéril
(ITRA) e grupo controle tratado com dgua destilada estéril (CONT)
conforme metodologia descrita por Meinerz®. O indculo fiingico
foi preparado a partir de um isolado de Sporothrix schenckii
proveniente de esporotricose cutinea de felino doméstico (Felis
cattus). Para a obtencio do inoculo fiingico, esse isolado foi
cultivado em meio liquido BHI durante 10 dias a 37°C e mantido
sob agitacio para obtengdo da forma leveduriforme do fungo
e posteriormente o in6culo foi padronizado em 2x103 células
de Sporothrix schenckii/ml. A suspensio fiingica foi inoculada
pela via subcutanea no coxim plantar esquerdo com 0,2ml de
suspensio do inoculo. O tratamento iniciou duas semanas apés a
inoculagfio, quando todos jd apresentavam lesdes caracteristicas
de esporotricose cutinea, com a presenca de lesdes nodulares e
exsudato purulento castanho-avermelhado. A administragdo dos
farmacos e placebo nas doses previamente descritas foi realizada
pela via oral, com auxilio de sonda orogdstrica uma vez ao dia,
durante 13 semanas.

0Os animais foram observados diariamente, sendo mensurado
semanalmente o sitio de inoculacio com auxilio do paquimetro,
para verificar o didmetro externo da lesdo e avaliou-se a
presenca de lesdes cutineas disseminadas caracteristicas de
esporotricose. Foram feitas trés necropsias no decorrer do
estudo, correspondendo as semanas 9, 12 e 15 respectivamente
em 0ito, quatro e oito animais de cada grupo para a andlise
micoldgica e histopatolégica. Foram colhidas amostras do ponto
de inoculagdo, testiculos, linfonodos, figado, baco e outros
orgios quando tivessem comprometidos. A andlise micoldgica
consistiu no cultivo das amostras em placas de Petri contendo dgar
Sabouraud dextrose acrescido de cloranfenicol e cicloheximida e
mantidos a 25°C e 37°C durante 10 dias para caracteriza¢io macro
e micromorfoldgica do Sporothrix schenckii e confirmagio do
dimorfismo. Para o exame histopatoldgico, as amostras foram
acondicionadas em formol a 10%, sendo posteriormente incluidas

em parafina e realizadas coloragdes de eosina-hematoxilina (HE)
e 4cido periddico-Schiff (PAS) para visualizacio em microscépio
dtico.

A avaliacdo estatistica foi realizada utilizando o programa
Statistix 7.0 (Statistix, 2000), através da distribuicdo das
frequéncias semanais das médias para os didmetros das lesdes
relacionadas com os tratamentos. Para estimar as diferencas
entre 0s tratamentos por semana, usou-se a andlise da variancia
pelo método Kruskal-Wallis, para dados ndo paramétricos e
comparacio de médias pelo Teste de Tukey.

RESULTADOS

0 grupo ITRA apresentou o maior didmetro (12,3mm) nas
semanas 2 e 3 chegando ao final do experimento com 8mm
diferindo estatisticamente (P<0,05) do grupo CONT e do TERB20
até o final do experimento e do TERB30 nas semanas 5a9 e 11,
13 e 15. Entretanto, o didgmetro observado para o grupo TERB20
no decorrer das semanas variou de 10,9mm a 10,6mm, enquanto
o grupo TERB30 a variacio foi de 11,1mm a 11,6mm na iltima
semana. Os resultados das andlises estatisticas demonstraram
diferencas em relacio ao grupo submetido ao tratamento com
antifingico terbinafina em relacio ao controle e itraconazol
(Tabela 1).

TABEILA 1

Didmetro do coxim plantar esquerdo de ratos albinos (Rattus novergicus)
linhagem Wistar dos grupos ITRA, TERB20, TERB30 e CONT durante o tratamento da
esporotricose cutinea experimental.

ITRA TERB20 TERB30 CONT
média  DP média DP  média DP média DP

Semanas (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 1059 10 109 08 1,12 09 1030 07
2% 1232 13 1258 16 1228 13 119 11
3 123 13 125% 16 1224 13 125% 16
4 07 12 1212 11 1090 13 1212 16
5 o7 13 121% 17 1144 14 124% 15
6 920 13 11,82 20 11,7 16 130 14
7
8
9

94b 15 123 18 1144 13 1230 17
89 14 112 20 109 11 1242 17
87 17 15 21 1070 14 1242 16

10 s7b 18 15 25 10 19 1200 26
1 gob 19 1150 21 1128 12 1248 24
12 o0 20 11,72 21 108 18 1200 20
13 770 08 1158 22 1028 13 1234 21
14 s1b 09 1072 16 1012 12 1222 21
15 80 05 1060 18 11,6% 15 1300 22

*inicio do tratamento com medicamentos.

DP: desvio padrdo; ITRA: grupo tratado itraconazol, TERB20: grupo tratado com
terbinafina dose 20mg/kg, TERB30: grupo tratado terbinafina dose 30mg/kg, CONT:
grupo controle, mm: milimetro.

a.b.Cmédias com expoentes diferentes, na mesma linha, diferem por pelo menos
P < 0,05.
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Em relagiio ao acompanhamento de lesdes disseminadas de
esporotricose, em locais como cauda, face, membros toracicos
e pélvicos, assim como aumento dos linfonodos regionais, foi
observado que o grupo ITRA diferiu estatisticamente (P<0,05)
do grupo CONT nas semanas 7, 8, 9, 10 e 13 do experimento,
entretanto, os ratos pertencentes a0s grupos TERB20 e TER30 nZo
apresentaram diferengas estatisticamente significativas entre si e em
relagio a0 grupo CONT (P<0,05) durante o periodo experimental.
0 grupo TERB20 apresentou uma maior frequéncia de miltiplas
lesdes, diferindo (P<0,05) do grupo ITRA nas semanas 10, 13 e
14 e o TERB30 diferiu estatisticamente do grupo ITRA a partir da
semana 8 até o final do experimento (Tabela 2).

0 Sporothrix schenckii foi retroisolado do ponto de inoculacio
e outras dreas corpdreas nos animais dos grupos TERB20, TERB30 e
CONT nas trés necropsias realizadas (semanas 9, 12 e 15), enquanto
nos animais do grupo ITRA, o retroisolamento do fungo no coxim
plantar, tecido cutineo (cauda, membros pélvicos e toricicos),
testiculos, linfonodos e visceras (figado, bago e pulmio) foi obtido
somente na primeira necropsia.

0s achados histopatoldgicos dos coxins plantares dos grupos
TERB20, TERB30, ITRA e CONT estdo dispostos na Tabela 3. Os
resultados das andlises histopatolégicas de amostras colhidas de
outras regides cutaneas e 6rgaos infectados pela disseminagdo das
esporotricose, foram similares as observadas no coxim plantar.

TABELA 2
Frequéncias de muiltiplas lesGes em ratos com esporotricose cutinea experimental
tratados com itraconazol (ITRA), terbinafina (TERB20 e TERB30) e animais
pertencentes a0 grupo controle (CONT)

Grupos (%)

Semanas ITRA TERB 20 TERB 30 CONT
1,0 ]

2,0% ;

3.0 :

40 - - - 10,0
50 - 20,0 25,0 30,0
6,0 - 20,0 25,0 450
7,0% b 40,08 40,08 50,02
8,07 b 40,08b 6500 60,02
9,0%" 1000 30,0 6500 70,02
10,07 83b 7500 100,04 100,02
11,0 83b  66,72D 91,74 66,74
12,04 83b  66,72D 91,74 66,74
13,0% b 100,02 87,5 87,54
14,0% b 87,54 87,54 75,02
15,0% b 62,58 8754 250

*inicio do tratamento com medicamentos, ** 4,0,C)fédias com expoentes diferentes,
na mesma linha, diferem por pelo menos P < 0,05.

ITRA: grupo tratado itraconazol, TERB20: grupo tratado terbinafina dose 20mg/kg,
TERB30: grupo tratado terbinafina dose 30mg/kg, CONT: grupo controle.

TABEIA 3
Avaliacdo histopatoldgica das lesoes do ponto de inoculagio dos grupos experimentais nas trés necropsias realizadas.

Grupos Necropsia 1 Necropsia 2 Necropsia 3
Terb20 Piogranulomas focais e Granulomas e Granulomas e
multifocais piogranulomas focais e piogranulomas focais e
Gélulas leveduriformes em multifocais multifocais
brotamento Lesoes cronicas Invasio Ossea
Células leveduriformes Células leveduriformes
Terb30 Piogranulomas focais e Granulomas e Granulomas e
multifocais piogranulomas focais e piogranulomas focais e
Células leveduriformes em multifocais multifocais
brotamento Lesoes cronicas Invasdo dssea
Gélulas leveduriformes Células leveduriformes
ITRA Granulomas e Piogranulomas Lesdes cicatrizadas,
piogranulomas focais e multifocais em processo fibrose e auséncia de
multifocais resolugiio com Células leveduriformes
Lesdes cronicas predominio de fibrose,
Células leveduriformes Auséncia
células leveduriformes
CONT Granulomas e Granulomas e Granulomas focais

piogranulomas focais e
multifocais
Lesoes cronicas

Células leveduriformes

piogranulomas focais e
multifocais
LesOes cronicas

Células leveduriformes

Células leveduriformes

ITRA: grupo tratado itraconazol, TERB 20: grupo tratado terbinafina dose 20mg/kg, TERB 30: grupo tratado terbinafina dose 30mg/kg, CONT: grupo

controle.
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Havia presenca de células leveduriformes nos grupos TERB20),
TERB30 e CONT, em todas as necropsias realizadas (semanas
9, 12 e 15), enquanto no grupo ITRA nio foram observadas
células fingicas. Nos grupos TERB20 e TERB30, foi observada
invasdo das células leveduriformes nas vértebras coccigeas e em
um animal do grupo TERB20 verificou-se lesdo na cauda e na
avaliacdo histopatoldgica demonstrou-se a presenca de corpos
asterdides.

DISCUSSAO

Os animais experimentais tratados com itraconazol
apresentaram ao final do experimento lesdes cicatrizadas.
Esses resultados confirmam a boa atividade do firmaco, sendo
este considerado o tratamento de elei¢io para as formas
cutineas e cutineas-linfiticas da micose. Outros estudos
também demonstraram a ac¢io do itraconazol em pacientes com
esporotricose, nas doses variando de 100 a 400mg/dia?3 12,
Em animais, é o antifingico mais utilizado na clinica, sendo
recomendado nas doses de 5-10mg/kg uma vez ao dia para
o tratamento da esporotricose canina e felina, apresentando,
normalmente, boa tolerabilidade para essas espécies®.

Em relagdo 2 terbinafina, n2o houve diferencas nos grupos
tratados em relacdo ao controle, demonstrando que o firmaco
utilizado nessas condicdes experimentais ndo foi efetivo no
tratamento da esporotricose cutinea. Varios estudos resultaram na
boa atividade in vitro do firmaco frente ao Sporothrix schenckii
com CIMs menores ou iguais a outros antifingicos utilizados
para o tratamento da micose. Estudos clinicos também obtiveram
boa resposta terapéutica com o uso do firmaco nas doses que
variaram de 125 a 1.000mg/dia em pacientes com as formas
cutaneas e linfocutaneas da esporotricose! °. Provavelmente, os
resultados clinicos obtidos no estudo tenham sido influenciados
pelas doses e diluente utilizados para a terbinafina. Outros
estudos realizados demonstraram que a ac¢do do firmaco é
dose-dependente, sendo que obtiveram melhores resultados em
pacientes com esporotricose linfocutanea, quando administrada
doses maiores'®. Assim como as doses, o diluente € um outro fator
que pode influenciar na concentragdo plasmitica do firmaco.
Em estudo realizado, os autores demonstraram que a terbinafina
quando diluida em uma solugio contendo 5% de DMSO e
1% de tween 20 apresentou as maiores concentracdes plasmaticas
do firmaco®.

Em relagio as lesdes observadas no estudo, essas foram
semelhantes as observadas por outros autores em que
reproduziram a forma subcutanea da micose com a disseminagzio
do microrganismo'?. A regressio das lesdes disseminadas
detectadas no estudo também foi descrita na literaura em que
os autores observaram que ratas inoculadas com Sporothrix
schenckii apresentaram uma boa resposta tanto na imunidade
humoral como na mediada por células, ocasionando uma
regressdo da enfermidade aos 30 dias de infeccio'. A considerdvel
diminuicfio das lesdes disseminadas em 75% dos ratos ao final do
experimento sugere o desenvolvimento de imunidade adquirida
contra o Sporothrix schenckii, durante o perfodo experimental.

A partir do cultivo das amostras, foi possivel obter o
retroisolamento do Sporothrix schenckii, resultando na andlise
macroscopica e microscopica das colonias cutivadas a 25°C
e posteriormente a 37°C para confirmacio do dimorfismo do
agente. Estes resultados também foram obtidos por outros
autores’ 17,

Os animais tratados com itraconazol demonstraram no
exame histopatolégico auséncia de células fiingicas, a0 passo
que no grupo controle e nos grupos tratado terbinafina foi
observado a presenca de células leveduriformes em brotamento,
lesdes piogranulomatosas e granulomatosas com infiltrados de
células gigantes e células epitelidides. As lesoes histologicas
demonstradas no presente estudo foram semelhantes as descritas
em outros trabalhos que demonstraram a presenca das lesdes
piogranulomatosas e granulomatosas cldssicas da micose' .
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