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Resumo

PINEIRO, Martha Bravo Cruz. Avalia¢do da ac&o da imunomodulacéo por
timomodulina no tratamento de esporotricose cutédnea experimental por
Sporothrix brasiliensis. 2020. 72f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Programa
de Po6s-Graduacao em Veterinéria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas, 2020.

A esporotricose é a micose de implantacdo subcutdnea mais importante do Brasil,
causada por fungos do Complexo Sporothrix schenckii, e que frequentemente
acomete humanos, cées e, principalmente, gatos. A esporotricose felina e a
transmissdo zoonotica vém crescendo no Brasil, e casos de falhas do tratamento
convencional ja foram relatados. Assim, teve-se como objetivo realizar uma analise,
da situacdo da esporotricose felina e zoondtica no Brasil, e avaliar a acdo da
timomodulina como adjuvante terapéutico ao tratamento convencional da
esporotricose cutanea experimental. Para isso, primeiro realizou-se uma consulta a
sites e periodicos indexados dos ultimos 30 anos, que descrevem a esporotricose
felina e/ou zoondtica no Brasil. Para avaliacdo da timomodulina foi induzido
experimentalmente esporotricose em ratos wistar e estes tratados diariamente com:
timomodulina e itraconazol (GIT), timomodulina (GT), controle positivo-itraconazol
(GCP) e controle negativo (GCN). Aos quatro, 11, 18, 30 e 42 dias, avaliou-se
clinicamente, micologicamente o ponto de inoculacdo. O GIT teve uma resposta
inflamatéria maior que GCP em quase todo periodo experimental, associado a isso a
carga fungica semelhante GCP e aos 42 dias apresentou menor carga fangica frente
aos demais grupos de tratamento. Ja o GT teve uma resposta inflamatéria alta a partir
dos 11 dias de tratamento comparada aos demais grupos, contudo também
apresentou altos valores carga fungica. Com esse trabalho pode-se concluir que
esporotricose felina e zoonédtica no Brasil expandiu geograficamente o nimero de
casos, ndo sendo restrito a regido sul e sudeste do Brasil. E que a timomodulina é
eficiente como um composto adjuvante a terapia com itraconazol no tratamento da
esporotricose cutanea experimental.

Palavras-chave: Brasil; complexo Sporothrix schenckii; gatos; timomodulina;
zoonose



Abstract

PINEIRO, Martha Bravo Cruz. Evaluation of the action of immunomodulation by
thymomodulin in the treatment of experimental cutaneous sporotrichosis by
Sporothrix brasiliensis. 2020. 72f. Dissertation (Master degree in Sciences) -
Programa de Pds-Graduacdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2020.

Sporotrichosis is the most important subcutaneous implantation mycosis in Brazil,
caused by fungi of the Sporothrix schenckii complex, and which frequently affects
humans, dogs and, especially, cats. Feline sporotrichosis and zoonotic transmission
have been increasing in Brazil, and cases of conventional treatment failures have been
reported. Thus, the objective was to carry out an analysis of the situation of feline and
zoonotic sporotrichosis in Brazil, and to evaluate the action of thymomodulin as a
therapeutic adjunct to conventional treatment of experimental cutaneous
sporotrichosis. To this end, a first visit was made to websites and indexed journals from
the last 30 years, which describe feline and / or zoonotic sporotrichosis in Brazil. To
evaluate thymomodulin, sporotrichosis was experimentally induced in Wistar rats and
these were treated daily with: thymomodulin and itraconazole (GIT), thymomodulin
(GT), positive control (GCP) and negative control (GCN). At four, 11, 18, 30 and 42
days, the inoculation point was evaluated clinically, mycologically and histologically.
GIT had an inflammatory response greater than GCP in almost every experimental
period, associated with this the fungal load similar to GCP and at 42 days it presented
less fungal load compared to the other treatment groups. The GT had a high
inflammatory response after 11 days of treatment compared to the other groups,
however it also showed high fungal load values. With this work it can be concluded
that feline and zoonotic sporotrichosis in Brazil has geographically expanded the
number of cases, not being restricted to the south and southeast regions of Brazil. And
that thymomodulin is effective as an adjunct to itraconazole therapy in the treatment of
experimental cutaneous sporotrichosis.

Keywords: Brazil; cats; Sporothrix schenckii complex; thymomodulin; zoonosis
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1 Introducéo

A esporotricose é a principal micose subcutanea no Brasil, sendo causada por
espécies cripticas do complexo Sporothrix schenckii (SANCHOTENE et al., 2015). Por
ser um género dimérfico, os agentes etiologicos apresentam duas fases, sendo a
filamentosa encontrada em matéria organica no ambiente (25°C) e a leveduriforme
em animais acometidos pela micose (35-37°C)(OROFINO-COSTA et al., 2017). Logo,
existem duas importantes vias de transmissdo de doencas para seres humanos,
ambas as vias envolvem trauma nos tecidos cutaneos e subcutaneos para introduzir
os propagulos de Sporothrix spp. na pele, uma via sapronética envolvendo contato
direto com o solo e decomposicdo de matéria organica; e uma zoondbtica, na qual os
felinos participam ativamente da transmissao da doenca (RODRIGUES et al., 2016).
A principal via de transmissdo no Brasil € a zoonotica, através de arranhaduras,
mordidas ou contato com exsudato de lesbes de animais doentes, constituindo uma
enfermidade de grande importancia na salde publica(GREMIAO et al., 2015;
RODRIGUES et al., 2020).

Dentre 1998-2017 o Brasil mostrou uma expanséao geografica da esporotricose
(GREMIAO et al., 2020), um nimero impressionante e exponencial de casos de felinos
tem sido documentado em varios estados, consequentemente, em alguns desses
casos sendo também documentada a transmissao para humano (BARROS et al.,
2010; LECCA et al.,, 2020; MONTENEGRO et al., 2014; PEREIRA et al., 2014;
POESTER et al., 2018; RODRIGUES et al., 2013; SILVA et al., 2018) . Ademais,
S.brasiliensis, espécie mais virulenta do complexo, € o principal agente etiolégico da
esporotricose felina e esta associado a infecgbes de animais e transmissado zoonatica,
considerado responsavel pela emergente epidemia no pais (RODRIGUES et al., 2013;
RODRIGUES et al., 2014; RODRIGUES et al., 2016).

Os felinos desenvolvem lesdes mudltiplas, que apresentam uma grande
guantidade de células leveduriformes (MIRANDA et al., 2018a; MADRID et al., 2012;
SCHUBACH et al.,, 2004) e apresentam o fungo nas garras e na cavidade oral
(MACEDO-SALES et al., 2018; MADRID et al., 2012; SCHUBACH et al., 2001;

SCHUBACH et al., 2001), o que os distinguem de outras espécies e 0s caracterizam
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como notavel fonte de infeccdo (BARROS et al.,, 2010; NOBRE et al., 2001;
RODRIGUES et al., 2020). Uma vez que, inocula diretamente células de leveduras,
que é mais virulenta do que a forma de micélio, representando uma forma bem-
sucedida de dispersdo da doenca(FERNANDES et al., 2000; KLEIN & TEBBETS,
2007; RODRIGUES et al., 2013).

Além disso, as lesbes em gatos predispdem a formacdo de granulomas
incapazes de conter a disseminagao da doenca (MIRANDA et al., 2013), salientando
o aumento dos linfécitos T CD8+ e falhas na resposta imune celular gato (MIRANDA,
et al., 2016) ou altos niveis de IL-10 durante FIV e/ou coinfeccbes por FelLV, e baixos
niveis de IL-4 (FeLV positivo) e IL-12 (FIV- positivo) (MIRANDA et al., 2018b), o que
sugere desenvolver apresentacfes clinicas graves nos felinos. Essas condicfes
imunolégicas que sdo pertinentes a espécie felina parecem dificultar a cura durante
uma infeccéo por S.brasiliensis, mesmo com tratamento antifUngico adequado.

A esporotricose tem como tratamento padrdo os antifingicos, e para cées e
gatos o itraconazol é recomendado como primeira op¢do (GREMIAO et al., 2015).
Entretanto, muitos casos sao comprovadamente refratarios ao antifingico
convencional, assim é crescente o numero de casos com falhas terapéuticas. Varios
fatores podem comprometer a cura clinica, como escolha do medicamento e doses
terapéuticas (KINNISSON et al., 2015), a administracéo terapéutica sendo fornecida
conforme prescrito pelo veterinario (SIVEN et al., 2017), susceptibilidade antifingica
(BORBA-SANTOS et al., 2015; BRILHANTE et al., 2016; STOPIGLIA et al., 2014),
entre outros. A falha do tratamento associada a baixa susceptibilidade de Sporothrix
brasiliensis a itraconazol tem sido descrita em estudos recentes que demonstraram
resisténcia de Sporothrix brasiliensis frente a diferentes marcas comerciais e
compostos (WALLER et al., 2020), a resisténcia in vitro de Sporothrix brasiliensis
correlacionado com falha terapéutica in vivo (NAKASU et al., 2020).

A resisténcia antifungica pode ser oriunda das caracteristicas do agente
etiologico como o dimorfismo e a concentracdo de melanina na parede celular, fatores
que sao associados nao apenas a viruléncia, mas também a um aumento na
resisténcia a drogas antifungicas(ALMEIDA-PAES et al., 2009; MARIO et al., 2016;
SANCHOTENE et al., 2017). Também, pode ocorrer como um resultado da presséo
seletiva que promove o desenvolvimento de uma resisténcia adquirida por meio de

mecanismos que envolvem uma bomba de efluxo de membrana plasméatica e



13

proteinas cassete de ligacdo de ATP (ABC) transportadores, causando um efluxo da
droga por exocitose (BORBA-SANTOS et al., 2015).

Contudo, reafirma a necessidade de rever as alternativas dentro do compéndio
farmacoldgico e formas de tratamento. Dentre essas, pode-se citar a associacdo de
estimulantes do sistema imunolégico com antifingicos tradicionais como promissoras
(FORLANI et al., 2021; GUTERRES et al., 2014). A timomodulina é um extrato timico
que promove a modulacéo de linfocitos T e B e contribui para acéo de varios tipos de
células de defesa como neutrdfilos, linfocitos e macrofagos, necesséarias para o
controle de micoses (ANDRADE, 2017; FORLANI et al., 2018). Ainda sdo escassos
os estudos clinicos controlados avaliando a eficacia de imunomoduladores, sendo
esse, um topico em constante discuss@o na medicina felina (ZAINE et al., 2014).
Entretanto, pesquisas previamente realizadas apontam que o uso de timomodulina
como terapia adjuvante para menor tempo de remissdo dos sinais clinicos
extracutaneos, melhora o prognostico e sobrevida de gatos com esporotricose
cutanea disseminada num estudo prospectivo (FORLANI et al., 2021).

Considerando o aumento da frequéncia de gatos com esporotricose no Brasil,
0 aumento de relatos de casos humanos decorrentes da transmissdo zoonotica, a
dificuldade na terapéutica de felinos e os indicios promissores do uso de
imunomoduladores em casos de esporotricose em felinos, € evidente a necessidade
de avaliar tratamentos que possam melhorar a resposta imunolégica como adjuvantes
na esporotricose felina. Dessa forma, considerou-se a hipotese de que o
imunomodulador timomodulina atua no sistema imunoldgico estimulando-o contra o
agente fungico da esporotricose. Nesse contexto, a presente dissertacdo teve como
objetivo central elucidar, através de uma revisdo sistematica, a diferenca da
esporotricose no Brasil para o restante do mundo e a dispersao da doenca no pais; e
avaliar, através de um estudo in vivo experimental, a acdo da timomodulina como
adjuvante no tratamento da esporotricose. Assim, originou dois artigos, um submetido
para o peridodico Research, Society and Development e outro a ser submetido para o
periodico Ciéncia Animal



2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral
Determinar a situacdo da esporotricose felina e zoonética no Brasil, e a acao
da timomodulina associada ou ndo ao itraconazol no tratamento de esporotricose da

esporotricose cutanea experimental por S. brasiliensis.

2.2 Objetivo Especificos

- Determinar a atual situacao da esporotricose felina e zoon6ética no Brasil;

- Desenvolver esporotricose experimental em modelo murino;

- Tratar os animais experimentais com timomodulina e itraconazol;

- Avaliar clinicamente as lesdes de esporotricose aos quatro, sete, 11, 30 e 42
dias de tratamento;

- Avaliar o efeito de itraconazol e timomodulina na reducéo das lesdes cutaneas
de esporotricose em modelo murino durante o periodo experimental;

- Avaliar o efeito de itraconazol e timomodulina na reducao do numero de células
de S. brasiliensis nas lesdes durante o periodo experimental;

- Avaliar o efeito de itraconazol e timomodulina no processo inflamatério e na
cicatrizacdo das lesbes durante o periodo experimental;

- Determinar o tratamento com melhor desempenho antifingico e cicatrizante em
modelo murino para posterior utilizacdo em felinos acometidos com

esporotricose



4 Consideracdes Finais

Com os resultados alcancados neste estudo conclui-se que que a esporotricose
felina e zoonodtica no Brasil apresenta diferencas por causa da etiologia e
epidemiologia ao restante do mundo, e que a doenca esta expandindo
geograficamente e de forma alarmante em todo pais, mostrando uma disperséo por
todo territério nacional e ja havendo casos semelhantes em pais vizinho. Alertando
para a necessidade de campanhas de conscientizacdo para populacdo sobre essa
enfermidade.

Paralelamente, esse € o primeiro estudo in vivo em animais experimentais
avaliando o potencial terapéutico da timomodulina no tratamento de enfermidades e
um dos poucos estudos avaliando imunomodulador no tratamento da esporotricose.
Esse estudo expds que a timomodulina é eficiente como um composto adjuvante a
terapia com itraconazol no tratamento da esporotricose cutanea experimental.

Assim espera-se prosseguir com 0s estudos para determinar um tratamento
eficaz passivel de utilizacdo na rotina clinica veterinaria, para felinos naturalmente
acometidos. Com isto possibilitando um grande avanco cientifico que implicara no
tratamento de casos de esporotricose cutanea levando a reducéo de casos graves de
esporotricose disseminada/sistémica nos felinos. Determinando uma resposta
também na saulde publica por diminuir a doenga nos animais transmissores e, com

isto, reduzindo os riscos de casos de esporotricose humana.
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