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RESUMO

A esporotricose felina e zoondtica causada por Sporothrix brasiliensis apresenta um carater
hiperendémico e emergente no Brasil. No Rio Grande do Sul (RS), um dos estados com maior
numero de casos documentados, relatos sdo oriundos apenas da regido sul. A auséncia na
literatura cientifica da descri¢do da esporotricose por S. brasiliensis no restante do estado € um
fator preocupante e limitante para o controle da situagdo epidemioldgica. Em adicdo, a
dificuldade de tratamento da esporotricose felina, contribui com disseminag¢ao do fungo intra e
inter-espécies. Assim, diante da pouca disponibilidade de farmacos antifungicos e das falhas
terap€uticas ja reportadas, a busca por novos compostos para auxilio no tratamento da
esporotricose ¢ urgente. O disseleneto de difenila [(PhSe):] € um composto simples, estavel e
com promissora acao in vitro anti-S. brasiliensis. Sendo assim, o presente estudo teve como
objetivo atualizar a situacdo epidemiologica da esporotricose no estado do RS
(artigo/manuscrito 1) e avaliar o potencial terapéutico do (PhSe)., de forma isolada e em
associacdo com o farmaco de elei¢do, na esporotricose experimental por S. brasiliensis
(artigo/manuscrito 2). Para elaboragdo do artigo/manuscrito 1 foi avaliada a ocorréncia de casos
da micose no estado a partir de questionarios, bem como foi realizado um levantamento dos
casos (animal e humano) da doenca na regido sul (2017-2021) e regido metropolitana (Porto
Alegre, 2016-2021). De tal modo pode-se demonstrar a ocorréncia da esporotricose felina em
todas as macrorregides de saude do RS, e salientar o agravamento da situagcdo epidemiologica
na regido sul e na regido metropolitana, comprovando que a mesma ndo encontra-se restrita, e
sim amplamente distribuida por todo RS. Para o artigo/manuscrito 2, foi realizado experimento
in vivo a partir da infec¢@o por S. brasiliensis no coxim plantar de camundongos BALB/cJ, e
posterior tratamento com trés concentracdes (1, 5 e 10 mg/kg) do (PhSe), e associagdo entre
(PhSe)> Img/kg e itraconazol 50 mg/kg (ITZ), utilizando grupos controle (placebo e tratamento
com ITZ), no periodo de 30 dias consecutivos, por via oral. A efetividade dos tratamentos foi
determinada por dados clinicos, ensaio de sobrevivéncia, e avaliagdes micoldgica
(quantificagdo da carga flingica) e histologica (padrdo de lesdo tecidual). Foi possivel
demonstrar que o (PhSe), 1 mg/kg reduziu a carga fingica de forma semelhante ao ITZ,
indicando promissora a¢ao antifingica do composto na forma isolada. Além disso, o grupo da
associacdo [(PhSe),+ ITZ] diferenciou-se positivamente do grupo ITZ, apresentando maior
redugdo de carga fingica bem como melhora dos parametros clinicos. Ja as doses de 5 e 10
mg/kg de (PhSe), indicaram possivel toxicidade, culminando na perda de peso, maior
mortalidade e agravamento de sinais clinicos. Dosagens menores do (PhSe), devem ser
consideradas, de forma isolada ou em associagdo com o ITZ, a fim de evidenciar seu pleno
potencial terapéutico. Os dados apresentados na tese embasam e fundamentam o enfrentamento
da esporotricose no grave contexto de satde publica a nivel nacional, estadual e municipal,
demonstrando a importancia e a necessidade da notificagdo compulsoria de casos e de agdes
robustas em saude publica a fim de conter a dispersdo dessa enfermidade. Destaca-se ainda o
pioneirismo na utilizagdo do (PhSe),, de forma isolada ou em interacdo ao firmaco de eleigao,
contra o S. brasiliensis em modelo murino, identificando potenciais dosagens com acdo
terapéutica e estimulando a busca por novas op¢des antifungicas.

Palavras-chave: Antifungico; Selénio; Sporothrix spp.; Modelo in vivo, Zoonoses; doenga
transmitida por gato. ODS contemplado(s): Saude e Bem-estar; Educagdo de Qualidade.



ABSTRACT

Feline and zoonotic sporotrichosis caused by Sporothrix brasiliensis has a hyperendemic and
emerging character in Brazil. In Rio Grande do Sul (RS), one of the states with the highest
number of documented cases, reports come only from the southern region. The absence in the
scientific literature of the description of sporotrichosis by S. brasiliensis in the rest of the state
is a worrying and limiting factor for the control of the epidemiological situation. In addition,
the difficulty in treating feline sporotrichosis contributes to intra and inter-species
dissemination of the fungus. Thus, given the limited availability of antifungal drugs and the
therapeutic failures already reported, the search for new compounds to help in the treatment of
sporotrichosis is urgent. Diphenyl diselenide [(PhSe).] is a simple, stable compound with
promising in vitro anti-S. brasiliensis. Therefore, the present study aimed to update the
epidemiological situation of sporotrichosis in the state of RS (article/manuscript 1) and to
evaluate the therapeutic potential of (PhSe),, alone and its association with the first-choice drug,
in experimental sporotrichosis by S. brasiliensis (article/manuscript 2). To prepare the
article/manuscript 1, the occurrence of mycosis cases in the state was evaluated through
questionnaires, as well as a survey of cases (animal and human) of the disease in the Southern
region (2017-2021) and Metropolitan region (Porto Alegre, 2016-2021). In this way, it was
demonstrated the occurrence of feline sporotrichosis in all health districts of RS and highlights
the worsening of the epidemiological scenery in the Southern region and in the Metropolitan
region, proving that it is not restricted, but widely distributed for all RS. For article/manuscript
2, an in vivo experiment was executed from the infection by S. brasiliensis in the footpad of
BALB/cJ mice, and subsequent treatment with three concentrations (1, 5 and 10 mg/kg) of
(PhSe), and association between (PhSe), 1mg/kg and itraconazole 50 mg/kg (ITZ), using
control groups (placebo and treatment with ITZ), for 30 consecutive days, orally. The
effectiveness of treatments was determined by clinical data, survival assay, and mycological
(quantitation of fungal burden) and histological (pattern of tissue injury) assessments. It was
possible to demonstrate that (PhSe)> 1 mg/kg reduced the fungal burden in a similar way to
ITZ, indicating a promising antifungal action of the compound in isolated form. In addition, the
[(PhSe),+ ITZ] association group was positively different from the ITZ group, showing greater
reduction in fungal load as well as improvement in clinical parameters. On the other hand, doses
of 5 and 10 mg/kg of (PhSe), indicated possible toxicity, culminating in weight loss, higher
mortality, and worsening clinical signs. Lower dosages of (PhSe). should be considered, alone
or in association with ITZ, to demonstrate its full therapeutic potential. The data presented in
the thesis support the fight against sporotrichosis in the serious context of public health at the
national, state, and municipal levels, demonstrating the importance and need for compulsory
notification of cases and robust public health actions in order to contain the dispersion of this
disease. Also noteworthy is the pioneering use of (PhSe), alone or in interaction with the first-
choice drug, against S. brasiliensis in a murine model, identifying potential dosages with
therapeutic action and stimulating the search for new antifungal options

Key word: Antifungal; Selenium; Sporothrix spp.; In vivo model; Zoonoses; Cat-transmitted
Disease.
Sustainable Development Goals contemplated: Good Health and Well-Being; Quality

education.
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1 INTRODUCAO

A esporotricose ¢ uma micose subcutanea de distribuicdo mundial e emergente no Brasil,
causada por fungos dimoérficos pertencentes ao complexo Sporothrix (BARROS et al., 2011;
GREMIAO et al., 2017). Essa enfermidade acomete mamiferos, dentre eles humanos, gatos e
caes, manifestando-se mais comumente na forma cutanea e linfocutanea. A infec¢do se
desenvolve apds a inoculagdo traumatica de solo/vegetal contaminado ou arranhdes/mordidas
de gatos domésticos infectados, na pele ou mucosa, podendo ocorrer transmissao entre animais
(gato/gato ou gato/cdo) e transmissdo zoonotica (gato/humano) (RODRIGUES et al., 2016).

No Brasil, a incidéncia da esporotricose felina e zoonoética, nas ultimas duas décadas, tem
aumentado substancialmente, e atualmente esta micose estd dispersa por praticamente todo
territorio brasileiro (SANCHOTENE et al., 2015; GREMIAO et al., 2017; POESTER et al.,
2018; RODRIGUES et al., 2022). Essa casuistica estd intimamente associada a dois principais
fatores, a espécie S. brasiliensis, principal agente dos casos de esporotricose felina e zoonotica
(>90%), e ao gato doméstico, um hospedeiro altamente suscetivel a essa espécie fungica.
Juntamente, estes contribuiram para instala¢ao nacional do carater emergente dessa micose, até
pouco tempo restrito geograficamente apenas ao territorio brasileiro, e em 2020 descrito em
pais vizinho (Argentina) (RODRIGUES et al., 2013; SANCHOTENE et al., 2015;
BRANDOLT et al., 2018; ETCHECOPAZ et al., 2020). Os gatos, diferentes de outros
mamiferos, incluindo humanos, sdo altamente suscetiveis a infeccdo por S. brasiliensis,
desenvolvendo de forma disseminada multiplas lesdes cutaneas severas, com alta carga de
propagulos flingicos, e consequentemente, associado aos seus hdbitos de mobilidade e
comportamento de luta, transmitem o fungo para outros animais e humanos e contribuem para
a rapida disseminacio da doenca (GREMIAO et al., 2014).

O Rio Grande do Sul (RS) ¢ o segundo estado do Brasil com maior incidéncia de
esporotricose com associacdo zoonotica, porém os casos estdo descritos, majoritariamente,
apenas na regido sul (POESTER et al., 2018). Considerando que ndo se trata de uma doenca de
notificagdo compulsoria, e que frequentemente ¢ subdiagnosticada, essa distribui¢do mais
restrita da doenca e a crescente e constante casuistica associada a regido sul, tanto em animais
como em humanos, instiga a realizac¢ao de estudos que evidenciem dados sobre a epidemiologia
da esporotricose no restante do estado (SANCHOTENE et al., 2015; BRANDOLT et al., 2018;
POESTER et al., 2018). Pelo contexto de suscetibilidade em que os felinos estdo envolvidos e
devido a seu papel central na epidemiologia dessa zoonose, ¢ de suma importancia avaliar a

incidéncia da esporotricose felina no restante do RS, utilizando como ferramenta o
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conhecimento de médicos veterinarios, a fim de buscar informagdes epidemiologicas mais
consistentes que corroborem quanto a realidade da esporotricose felina e de carater zoondtico
em todo o RS, as quais sdo de alta relevancia para o desenvolvimento de agdes de satde publica
em maior nivel de abrangéncia.

Outra linha que predispds ao contexto epidemiologico atual, se refere ao tratamento da
esporotricose, que usualmente requer um longo periodo de administragdo de itraconazol (ITZ),
iodeto de potassio ou anfotericina B em casos mais graves (GREMIAO et al., 2021). Para as
formas cutaneas, o ITZ ¢ considerado o farmaco de escolha, atingindo em torno de 90 a 100%
de sucesso em humanos, porém ¢ um tratamento prolongado com altos custos associados
(BARROS et al., 2011b; GREMIAO et al., 2011; GREMIAO et al., 2021). Além disso, a taxa
de recuperacdo da esporotricose felina, usando ITZ, é baixa, cerca de 40%, e estad
frequentemente associada a altas taxas de efeitos adversos (PEREIRA et al., 2010; GREMIAO
etal.,2011). Tendo em vista a limitacdo de opgdes terapéuticas para esporotricose, associada a
longa duragdo, alto custo e alta taxa de efeitos colaterais do tratamento de eleicdo atual,
principalmente em gatos, e considerando que o correto tratamento ¢ indispensavel para controle
da disseminagao do fungo, torna-se de extrema importancia o estudo de novos compostos com
potencial antifingico para tal enfermidade.

Na busca por novas alternativas terapéuticas, uma variedade de compostos derivados do
selénio, elemento essencial para células de mamiferos, vém sendo considerados por suas
atividades bioldgicas (NOGUEIRA et al., 2004). Atualmente, uma extensa literatura sustenta
as propriedades farmacoldgicas e toxicoldgicas do disseleneto de difenila [(PhSe):], um
organosselénio, altamente lipofilico, simples e estavel (NOGUEIRA et al., 2004; NOGUEIRA
& ROCHA, 2010). O (PhSe). deposita-se em diferentes tecidos, como rins, figado, cérebro e
pulmdes, promovendo ag¢des farmacologicas tais como protecdo frente a lesdes hepaticas e
gastricas, além de acdo neuroprotetora, antioxidante e anti-inflamatdria. Em adig¢do a essas
caracteristicas farmacoldgicas instigantes, esse composto apresenta em ensaios in vitro € in vivo
atividade antimicrobiana promissora frente a virus, bactérias e fungos, inclusive S. brasiliensis
(GHISLENI et al., 2003; NOGUEIRA et al., 2003; BORGES et al., 2006; SAVEGNAGO et
al., 2007, 2008; PRIGOL et al., 2009; LORETO et al., 2011, 2012; PRIGOL et al., 2012;
SARTORI et al., 2016, 2017; POESTER et al., 2018b)

Além disso, Prigol et al., (2012) evidenciam que modelos biologicos tratados com
(PhSe), depositam grande quantidade do composto ou alguns de seus metabolitos no tecido
adiposo, bem como em figado e rins. Tal descri¢do torna a molécula, mais uma vez, promissora

no tratamento da esporotricose, cuja manifestagdo clinica principal ¢ a forma subcutanea, e cujo
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tratamento antifingico tende a ser hepatotdoxico. Somado a isto, Doleski et al., (2017)
descrevem que o tratamento com (PhSe) em camundongos cronicamente infectados por
Toxoplasma gondii foi capaz de reverter a inflamacdo hepdatica possivelmente devido a
modulacdo de enzimas purinérgicas, que produzem um perfil anti-inflamatorio através do
sistema purinérgico no figado. E, conforme descrito por Loreto ef al., (2011), o (PhSe), tem
atividade pro-oxidante nos fungos reduzindo assim a capacidade de defesa das células fingicas
contra 0 meio e contra outros antifingicos. Em adi¢do, ja foi reportada a atividade in vitro
antifungica do composto (PhSe), e sua acdo sinérgica com o ITZ frente a um nimero alto de
isolados de S. brasiliensis (n=40) (POESTER et al., 2018b), instigando a realizagdo de estudos
in vivo utilizando o (PhSe); para o tratamento da esporotricose experimental.

Sendo assim, considerando a atual situa¢do epidemioldgica da esporotricose zoondtica no
Brasil, somado a necessidade de novas opcdes terapéuticas para esta doenca e frente aos
promissores resultados in vitro do (PhSe), contra a espécie zoonoética S. brasiliensis justifica-
se a necessidade de avaliar o potencial terapéutico do (PhSe),, de forma isolada ou adjuvante
ao tratamento de eleigdo, em modelo murino, frente a essa enfermidade. Ressalta-se também,
que a investigacdo do real numero de casos de esporotricose felina ¢ vital em dareas
hiperendémicas a nivel estadual e nacional, assim, considerando a alta incidéncia de
esporotricose zoonotica no sul do RS, € necessaria e urgente a investigacdo da ocorréncia de

casos no restante do estado.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Breve Historico e Epidemiologia da Esporotricose

A primeira descri¢do de um caso clinico relacionado a esporotricose ocorreu em 1898 por
Benjamin Robinson Schenck, nos Estados Unidos (EUA), o fungo foi isolado a partir das lesdes
de um paciente de 36 anos, que apresentava abscesso no dedo indicador e linfangite.
Inicialmente, o agente foi identificado como pertencente ao género Sporotrichum. O segundo
relato ocorreu em 1900, a partir da lesdo no dedo de um menino, nesse momento Hektoen &
Perkins identificaram o microrganismo como sendo o mesmo descrito por Schenck (1898) e o
denominaram Sporothrix schenckii, um novo patéogeno fungico (HEKTOEN & PERKINS,
1900). No entanto, o fungo foi classificado no género Sporotrichum, o qual compreende fungos
basidiomicetos que ndo sdo dimorficos e nem patogénicos para humanos e outros mamiferos
(SHELL, 1999). Em 1962, Carmichael avaliou uma discrepancia entre a conidiogénese de
espécies do género Sporotrichum e de isolados oriundos dos casos de esporotricose. Assim,
manteve-se 0 nome do fungo como Sporothrix schenckii, mas ele foi reclassificado na divisao
Ascomycota, classe Pirenomicetos, ordem Ophistomatales, a qual abrange diversos nichos
ecoldgicos fungicos (GUARRO et al., 1999).

No decorrer do século XX, casos e surtos esporadicos de esporotricose humana e animal
foram relatados nos Estados Unidos, Europa, Africa, Asia e América Latina (DE BEURMANN
& GOUGEROT, 1909; GHOSH, 1932; Centers for Disease Control and Prevention (CDC),
1988; DIAZ, 1989; WU, 1991). Historicamente, a via classica de transmissao ocorre através da
inoculacdo traumatica do agente etioldgico durante o manuseio de plantas e matéria organica.
Devido a isto, durante anos, a esporotricose foi considerada uma doenga ocupacional, conhecida
por “doencga do jardineiro”, associada a ocorréncia da maioria dos casos a homens adultos de
profissdes que necessitavam de contato frequente com solo e/ou plantas (jardineiros, floristas,
agricultores, etc.) (DONADEL et al., 1993; CHAKRABARTI et al., 2015).

No ambito mundial, a esporotricose ndo ¢ de notificagdo compulsoria e por isso sua
prevaléncia exata ¢ desconhecida. Apesar disso, no decorrer dos anos, casos da doenga vém
sendo reportados na literatura cientifica, especialmente em territorios como EUA, América do
Sul, Europa, Asia (China, indiaeJ apao), Australia e Africa (CHAKRABARTI et al., 2015). A
esporotricose ¢ considerada endémica em regides da Asia e México, associada a infecgdo
ambiental (BONIFAZ et al., 2013a). A Europa apresenta casos esporadicos € pontuais, também

relacionados a sapronose. Ja no continente africano, surtos de carater ocupacional esporadicos
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via transmissdo sapronotica em humanos sdo reportados, como 0s casos recorrentes em
mineiros na regido da Africa do Sul, além de casos esporadicos de infecgdo em animais (DALIS
etal.,2014; GOVENDER et al., 2015).

Desde os primeiros relatos da esporotricose, mais de um século se passou e apenas a partir
de 2007, com o advento da biologia molecular, foi demonstrado que a tinica espécie associada
aos casos clinicos (S. schenckii) tratava-se na verdade de um complexo, com aproximadamente
53 espécies, sendo as espécies S. schenckii stricto sensu, S. brasiliensis e S. globosa principais
componentes do clado clinico, pois sdo as mais frequentemente associadas aos casos de
esporotricose (MARIMON et al., 2006; 2007; DE BEER et al., 2016; LOPES-BEZERRA et
al., 2018; RODRIGUES et al., 2020; GREMIAO et al., 2021). Em se tratando do clado clinico,
enquanto S. schenckii e S. globosa possuem distribuicdo mundial, apesar da predominancia
dessa ultima espécie em casos na Asia, S. brasiliensis é geograficamente restrita a América do
Sul (CHAKRABARTI et al., 2015; ZHANG et al., 2015; RODRIGUES et al., 2016, 2020;
GREMIAO et al., 2021). S. brasiliensis é altamente virulento para o hospedeiro vertebrado de
sangue quente, e estd relacionado na sua maioria a transmissao zoonotica. S. schenckii e S.
globosa sao espécies associadas principalmente a via cldssica de transmissdo (ambiental)
(FERNANDES et al., 2013; RODRIGUES et al., 2016; 2022). No clado ambiental, S. chilensis,
S. humicola, S. mexicana e S. pallida sdo patdgenos ocasionais com potencial levemente
patogénico para mamiferos (RODRIGUES et al., 2022).

Interessantemente, a casuistica na maioria das areas ¢ relacionada a predominancia de
uma tnica espécie fingica, na Asia, 99,3% dos casos estdo associados a S. globosa, e na
Australia e Africa do Sul, 94% associados a S. schenckii. Além disso, alguns paises asiaticos
descrevem o S. schenckii como agente causal da esporotricose felina (SIEW, 2017;
DUANGKAEW et al., 2019). A incidéncia de esporotricose nos paises latino-americanos ¢
variavel, com areas endémicas identificadas no Brasil, Colombia, Costa Rica, Guatemala,
México e Uruguai (BUSTAMANTE & CAMPOS, 2001; QUEIROZ-TELLES et al., 2011;
CHAKRABARTI et al.,2015; CABEZA et al., 2022). No oeste da América do Sul, na América
Central e do Norte, 89% dos casos estdo associados a S. schenckii enquanto no sul da América
do Sul, principalmente no Brasil, mais de 90% estdo vinculados a espécie S. brasiliensis e
predominam areas de surtos de esporotricose felina (OLIVEIRA et al., 2011; SANCHOTENE
et al., 2015; BRANDOLT et al., 2018; RODRIGUES et al., 2020).

Casos de esporotricose zoondtica ja foram reportados, nos EUA, India, México, Peru,
Maldisa, Panama e Argentina (BOVE-SEVILLA et al., 2008; REES et al., 2011; ZHANG et
al., 2015; RAMIREZ-SOTO et al., 2018; RIOS et al., 2018; ETCHECOPAZ et al., 2020;
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GREMIAO et al., 2021). Na Malésia, os casos estdo associados a espécie S. schenckii sensu
stricto, onde estudos j& identificaram a ocorréncia de uma reproducdo clonal da espécie,
favorecendo a emergéncia de um gendétipo adaptado ao hospedeiro felino, tal como reportado
nos casos de S. brasiliensis no Brasil (GREMIAO et al., 2021).

No Brasil, pais de propor¢des continentais, o primeiro caso de esporotricose foi descrito
em humanos e em ratos naturalmente infectados, em 1907 por Lutz & Splendore (LUTZ &
SPLENDORE, 1907). A primeira descri¢do clinica de esporotricose ocorreu na regido sudeste
do pais, no estado do Rio de Janeiro em 1912 (DONADEL et al., 1993; GREMIAO et al.,
2017). Desde entdo, a esporotricose foi diagnosticada em diferentes regides e estados
brasileiros, bem como em diferentes hospedeiros, como equinos, caes, camundongos, muares,
suinos, camelos, chimpanzés, tatus e bovinos (LARSSON et al., 1989; MARQUES et al.,
1993).

J4, quanto a esporotricose felina, o primeiro relato ocorreu em caso experimental em 1909
(DE BEURMANN & GOUGEROT, 1909). No entanto, a esporotricose felina naturalmente
adquirida foi descrita somente no inicio dos anos 1950 por Singer e Muncie em Nova lorque
(1952) (SINGER & MUNCIE, 1952). No Brasil, em 1955, Almeida et al. (apud LARSSON et
al., 1989) sugeriram, pela primeira vez a transmissao zoondtica da esporotricose a partir da
arranhadura de um gato e no ano seguinte foi descrito o primeiro caso espontaneo da doenga
em um gato no pais (FREITAS et al., 1956). Larsson et al. (1989) descreveram o primeiro caso
de transmissdo zoonotica, sendo um felino responsavel pela transmissdo do agente para cinco
pessoas.

Somados a literatura cientifica, novos eventos de esporotricose felina e humana no Brasil
foram identificados por MARQUES et al. (1993), os quais destacavam que a real frequéncia e,
portanto, a importancia epidemioldgica da esporotricose felina com consequente transmissao
humana, j& naquele momento poderia estar subestimada no pais. Apesar disso, a esporotricose
Jé& apresentava caracteristica de causar surtos locais ou familiares, descrita como casos esparsos,
por exemplo no Rio de Janeiro (RJ), 13 casos humanos foram reportados no periodo de 12 anos
(1987 a 1998) (BARROS et al., 2001).

A partir de 1998, a esporotricose no estado do RJ tornou-se um fendmeno urbano
hiperendémico, com associagdo direta a transmissao zoonotica (BARROS et al., 2004). Apesar
da enfermidade ser de distribui¢do cosmopolita e relacionada a regides tropicais e subtropicais,
o seu perfil epidemioldgico no Brasil tornou-se diferente do descrito nas demais regides do
mundo, tipicamente caracterizada a casos isolados ou em pequenos e pontuais surtos. A partir

desse momento, no Brasil, a doenga assumiu um perfil endémico a epidémico, de crescimento
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exponencial, tendo majoritariamente o S. brasiliensis como agente etiologico, estando sua
casuistica intimamente relacionada ao gato, agindo como a principal vitima da doenga, bem
como a principal fonte de infec¢do para os demais mamiferos e desencadeando sérios problemas
de satude publica (BARROS et al., 2011; POESTER et al., 2018a; GREMIAO et al., 2020,
2021; POESTER et al., 2021).

Recentemente, relatos de S. brasiliensis até entdo restritos ao territorio brasileiro foram
identificados na Argentina e Paraguai, paises vizinhos, alarmando para a expansao desta espécie
de alta viruléncia para outras regides do mundo, rompendo a fronteira entre os paises
(CORDOBA et al., 2018; ETCHECOPAZ et al., 2020; GREMIAO et al., 2021). Corroborando
com alto potencial de dispersdo geografica do S. brasiliensis, dada a sua peculiar manifestagao
nos felinos, em 2022, Rachman et al. relatam, no Reino Unido, um caso de esporotricose
zoonotica em um médico veterinario apds tratar de um gato com esporotricose importada do
Brasil.

Curiosamente, Cordoba et al. (2018), recuperaram e caracterizaram molecularmente
amostras ambientais de S. brasiliensis de tocas de tatus na provincia de Chaco — Argentina,
coletados em 2003. Nesse sentido, Rabello et al., (2022) mostraram que o S. brasiliensis é capaz
de se manter no ambiente por anos e que apesar da ocorréncia massiva de casos no Brasil,
raramente ¢ isolado do meio ambiente. Sendo assim, destaca-se que a ecoepidemiologia da
esporotricose ainda ndo ¢ bem compreendida e que muito ainda hé a ser elucidado a respeito
dos determinantes ecologicos relacionadas as espécies patogénicas de Sporothrix, mais
especificamente as de associagdo zoonotica (POESTER et al., 2018c; RAMIREZ-SOTO et al.,
2018; RABELLO et al., 2022).

Ao longo do tempo, a esporotricose tornou-se uma das principais infec¢des fungicas nao
apenas em animais, mas também em humanos. As possiveis razdes que expliquem essa
alteracdo na cadeia epidemioldgica incluem mudangas evolutivas na taxonomia das espécies
com adaptagdo a novos hospedeiros, o que infere na modificacdo da epidemiologia e
distribuicdo, bem como da ocorréncia de surtos da esporotricose (SHARMA et al., 2022).
Diante desse perfil, a Organizagdo Mundial da Satide (OMS) a partir do “A Road map for
neglected tropical diseases 2021 — 20307, definiu metas globais e marcos para prevenir,
controlar, eliminar ou erradicar 20 grupos de doengas, incluindo a esporotricose como uma das
principais doengas na categoria de doencas fungicas tropicais negligenciadas (DTNs) (WHO,

2020).
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2.2 Epidemiologia da Esporotricose no Brasil

Historicamente, no inicio da casuistica zoonotica, entre julho de 1998 a julho de 2000
somente no Centro de Pesquisas e Hospital Evandro Chagas (CPqHEC), no estado do Rio de
Janeiro, 66 humanos, 117 gatos e 7 caes foram diagnosticados com esporotricose (BARROS et
al.,2001). A alta prevaléncia de casos na regido metropolitana do municipio do Rio de Janeiro
criou um cinturdo de esporotricose na regido. A partir desse periodo, o crescimento abrupto no
diagnostico dessa micose se perpetuou e a enfermidade passou a ser relacionada a outro perfil
epidemiologico, no qual as pessoas acometidas eram principalmente adultos de baixo nivel
socioecondmico, na sua maioria mulheres, donas de casa ou estudantes, moradores de area
urbana, com dificil acesso a servigos de saude e com >90% da transmissao associada ao contato
direto e frequente com gatos domésticos (BARROS et al., 2004, 2011). A esporotricose passou
a ser considerada epidémica no RJ, registrando mais de 5.000 casos humanos até 2015 e mais
de 5.113 casos em felinos até 2018, considerando apenas diagndsticos realizados na Fundagao
Oswaldo Cruz, indicando que as taxas de incidéncia sdo provavelmente ainda maiores
(GREMIAO et al., 2020).

Atualmente, hé forte expansdo geografica de casos de esporotricose humana e animal para
a regido nordeste do Brasil, sendo a ocorréncia reportada inicialmente no ano de 2014 e sendo
crescente desde entdo (MARQUES-MELO et al., 2014; GREMIAO et al., 2021). Até o
momento, ja somam mais de 1.000 casos confirmados em humanos e 800 em gatos, englobados
nos estados de Alagoas, Bahia, Pernambuco, Paraiba e Rio Grande do Norte (GREMIAO et al.,
2021). Nao apenas restrito a regido Nordeste, atualmente no Brasil apenas trés estados
(Tocantins, Roraima e Amapd) ainda ndo reportam casos de esporotricose felina ou humana
zoondtica, os demais 23 estados ja apresentam descricdo de série de casos ou surtos
(RODRIGUES et al., 2022). Salienta-se que tanto os casos humanos como principalmente os
em gatos sdo provavelmente subestimados, tendo em vista as deficientes condi¢des sociais e de
acesso a servicos de satide em que a populacio brasileira esta inserida (GREMIAO et al., 2021).

Outros estados da regido Sul e Sudeste, como o Rio Grande do Sul (RS), Parana (PR) e
Sao Paulo (SP), reportam concomitantemente ao RJ o crescimento do numero de casos nos
ultimos 21 anos (SANCHOTENE et al., 2015; POESTER, et al., 2018a; GREMIAO et al.,
2020; MUNHOZ et al., 2022). No RS, o primeiro caso de esporotricose felina e zoondtica
ocorreu no ano de 1997 no sul do estado, sendo diagnosticados no municipio de Rio Grande
quatro felinos, que viviam com cerca de outros 100 gatos, todos com livre acesso a rua, cuja

tutora também foi diagnosticada com a doenca (NOBRE et al., 2001). De acordo com Poester,
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et al., (2018a) a média de nlimero de casos diagnosticados por ano de esporotricose apenas pelo
Laboratério de Micologia — FAMED/FURG, abrangendo os municipios de Pelotas e de Rio
Grande, era de 18.33 no periodo de 2010 a 2012 e passou para 116.33 no periodo de 2014 a
2016, indicando o potencial epidémico da enfermidade na regido. Somado a isso, foi observado
aumento substancial, de mais de 200%, no nimero de casos suspeitos e diagnosticados apos
atividades de capacitacdo de profissionais da satide Unica, como médicos, enfermeiros e
médicos veterinarios, enfatizando que sdo pegas fundamentais para o rastreio e sucesso no
diagnostico da esporotricose humana e animal (POESTER et al., 2021).

De fato, a regido sul do RS ¢ tradicionalmente conhecida pela casuistica da esporotricose
zoondtica, diagnostico e desenvolvimento de agdes para mitigar a problematica desencadeada
pela enfermidade (NOBRE et al., 2001; MADRID et al., 2012; SANCHOTENE et al., 2015;
BRANDOLT et al., 2018; POESTER et al., 2018a; POESTER et al., 2021). Até 2020, nio
havia informagdes concretas com relagdo a casuistica da doenga nas demais regides de satide
do estado. No entanto, em 2021, Spanamberg e colaboradores relataram 21 casos de
esporotricose felina em Porto Alegre, ocorridos no periodo de 2015 a 2019, e, somado a isso, a
Prefeitura Municipal de Sapucaia do Sul emitiu um comunicado informando que de agosto de
2020 a junho de 2021 foram registrados 44 casos de esporotricose em felinos e 11 em pessoas
na regido. Desde entdo esse municipio vem realizando campanhas de conscientizag@o junto a
Vigilancia em Sauade. Concomitantemente, a Prefeitura Municipal de Gravatai alertou a
populagdo sobre o aumento de 130% no numero de casos de esporotricose humana no periodo
de 2021 com relagdo a 2020. Mais recentemente, Munhoz et al. (2022) relataram um aumento
brusco nos casos de esporotricose humana transmitida por gatos na regido metropolitana do RS.

Mesmo diante dessa grave situagdo epidemiologica a nivel de saude publica nacional, o
Brasil ainda ndo incluiu a esporotricose na lista de enfermidades de notificagdo compulsoria.
Tal fato, reforca a necessidade de agdes de divulgacdo a respeito da enfermidade a fim de
ampliar o conhecimento e permitir o desenvolvimento de ac¢des que possam conter as
proporg¢des hiperendémicas da doenga. Apesar das condicionantes ambientais intrinsecas ao S.
brasiliensis ainda pouco conhecidas, fatores determinantes como, diagnéstico tardio,
dificuldade no tratamento e manifestagdo clinica exacerbada nos gatos, somados as questdes
socioecondmicas como abandono de animais, eliminacdo inadequada da carcaca de animais
infectados apds o Obito e auséncia de politicas publicas para a conten¢do da doenga contribuem
expressivamente para a dimensdo epidémica e de expansdo geografica dessa enfermidade
(POESTER et al., 2018a; ROSSOW et al., 2020; GREMIAO et al., 2021; POESTER et al.,

2021). Desta forma, acdes de saude unica devem ser estimuladas e constantemente
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desenvolvidas para diretamente impactarem no controle e contengdo da doenga em animais e

humanos.
2.3 Agente Etioldgico

Originalmente a sistemdtica e classificacdo geral dos fungos foi baseada em
caracteristicas fenotipicas, como macro e micromorfologia (MUGGIA et al., 2020). A partir
disto, por mais de um século a esporotricose esteve associada a apenas um unico agente causal,
S. schenckii. Atualmente, a esporotricose ¢ reconhecida por ser causada por espécies de fungos
pertencentes a0 Complexo Sporothrix, da Familia Ophiostomataceae, Ordem Ophiostomales,
Classe Oyrenomycetes, Divisdo Ascomyceta e Reino Fungi.

Isto ocorreu a partir do advento da biotecnologia com os estudos desenvolvidos por
Marimon et al. (2006; 2007), que identificou as espécies de Sporothrix e as classificou com
base em caracteristicas fenotipicas e bioquimicas, como macroscopia da colonia, microscopia
dos conidios, termotolerancia, assimilagdo de sacarose e rafinose, e caracteristicas moleculares.
Assim, essas analises identificaram a existéncia de espécies cripticas e, por conseguinte,
patogénicas com diferencas de viruléncia, clinica e epidemiologia, agrupadas em “clado
clinico”, abrangendo S. schenckii sensu stricto (s.str.), S. brasiliensis, S. globosa, e S. luriei, e
as espécies agrupadas no “clado ambiental” como patdgenos ocasionais, sendo elas S.
mexicana, S. pallida, S. chilensis e S. humicola (MARIMON et al., 2006; 2007; ROMEOQO et
al.,2011; ALMEIDA-PAES et al.,2015; BRILHANTE ez al., 2016; RODRIGUES et al., 2016;
MAKRI et al., 2020).

Sporothrix spp. € caracterizado como um fungo dimorfico capaz de sofrer uma transi¢ao
morfoldgica de hifas filamentosas (bolor) a temperatura ambiente (25°C) para forma unicelular
parasitaria (levedura) no tecido do hospedeiro a 37°C. Com isso, podem ser encontrados
principalmente em solos com abundancia de putrefacdo, onde vive como saprofito,
decompondo humus e matéria organica, sem estabelecer simbiose com nenhum organismo
vegetal, sendo caracterizado como um fungo geofilico (BARROS et al., 2011), com ressalva
em se tratando do contexto em que a espécie S. brasiliensis esta inserida.

A forma micelial, na microscopia, apresenta micélios com hifas delgadas, septadas,
delicadamente ramificadas, com aglomerados de conidios na extremidade de conidiéforos, em
forma de margarida ou crisantemo (LARSSON, 2011), conforme demonstrado na figura 1A e
2A.J4, a forma leveduriforme, obtida por cultivo fingico em meios ricos (dgar-infusdo cérebro-

coracdo/BHI) a 37 °C, apresenta aspecto cremoso e de coloragdo bege na macroscopia (figura
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1B), e na microscopia os blastoconidios sdo ovalados, alongados (“charuto”) ou arredondados

conforme demonstrado na figura 2B (BARROS et al., 2011a).

Figura 1. Macromorfologia de S. brasiliensis. A. Na fase
filamentosa em agar Sabouraud a 25°C. B. Na fase leveduriforme
em agar BHI a 37°C.

Figura 2. Microscopia de Sporothrix spp (aumento x40). Visualizagdo com azul de lactofenol na forma
filamentosa a 25°C. B: Visualiza¢do na forma leveduriforme a 37°C a partir da coloragdo de Grocott-
gomori.

2.4 Fisiopatogenia da Esporotricose e Fatores de Viruléncia de Sporothrix spp.

A patogenicidade define-se pela capacidade de um microrganismo infectar o hospedeiro
e causar doenca. A patogenicidade de um fungo depende da sua capacidade de adaptacdo as
condicdes ambientais e de resisténcia frente as defesas do hospedeiro. Os determinantes
fungicos da patogenicidade sdo chamados de fatores de viruléncia. Sendo assim, a viruléncia ¢
referida como a capacidade relativa do microrganismo de causar maior ou menor dano ao
hospedeiro (CASADEVALL, 2007). Embora a viruléncia seja uma caracteristica inerente do
microrganismo, ela pode ser determinada por multiplas interagdes entre o microrganismo € o

hospedeiro (CASADEVALL & PIROFSKI, 2003). Os fatores de viruléncia podem ser produtos
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diretos da expressdo génica (proteinas) ou produtos derivados de caminhos biossintéticos
complexos, como por exemplo, polissacarideos e mediadores lipidicos. A importancia dos
fatores de viruléncia ¢ determinada a partir da verificacdo da resposta bioldgica de fungos na
presenca e auséncia dos mesmos. Os microrganismos patogénicos possuem uma série de fatores
e mecanismos de viruléncia, os quais possibilitam a sobrevivéncia e o escape frente ao sistema
imune do hospedeiro, permitindo a persisténcia nesse habitat e resultando em danos teciduais e
doenca. Para fungos de forma geral, os principais fatores de viruléncia incluem produgdo de
adesinas e proteases, e termotolerancia a 37°C, os quais sdo de extrema importincia para a
sobrevivéncia e disseminagao no hospedeiro e entre hospedeiros (IYALLA, 2017).

Além disso, o dimorfismo do género Sporothrix ¢ um dos principais fatores envolvidos
na evasdo ao sistema imune, sendo influenciado por outros fatores fisicos-quimicos além da
temperatura, tais como: aera¢do, pH, fontes de carbono e tensdo de CO, (LOPES-BEZERRA
et al., 2006). Além do dimorfismo, alguns fatores de viruléncia comumente associados a
patogénese do género Sporothrix sdo: producdo de adesinas, enzimas extracelulares e melanina,
termotolerancia, presenga de acido sidlico e composicdao de parede celular (BARROS et al.,
2011a).

Diferengas na composicao da parede celular estdo associadas a variagdes na viruléncia, e
as formas filamentosa e leveduriforme possuem diferengas em sua composi¢do, sendo
principalmente formadas por glucanas com revestimento externo formado principalmente por
glicoconjugado peptideo-ramnomanana, ocasionando diferengas na interacdo com as células do
hospedeiro, e por conseguinte deflagrando diferentes respostas imunes (BARROS et al.,
2011a). Nesse sentido, a adesdo de microrganismos patogénicos aos tecidos hospedeiros ¢
considerada como o primeiro € maior passo na colonizacdo e disseminacao tendo papel critico
¢ fundamental durante a infec¢do (JIMENEZ-LUCHO et al., 1990; VARTIVARIAN, 1992).
Uma das adesinas bem caracterizada em Sporothrix spp. € a glicoproteina de 70kDa (gp70)
(ALBA-FIERRO et al., 2016; TEIXEIRA et al., 2009). Esta glicoproteina est4 localizada na
superficie de isolados de S. schenckii e S. brasiliensis, sendo capaz de mediar a interacdo do
fungo a fibronectina presente na célula hospedeira (CASTRO et al., 2013). No entanto, analises
de expressdo da gp70 mostraram que ela ¢ pouco expressa na superficie das leveduras de S.
brasiliensis, sugerindo que a quantidade de gp70 na superficie celular deste patdogeno possa ter
relacdo com diferentes padrdes de viruléncia entre as cepas, justificando assim um desequilibrio
observado em estudos de resposta imune protetora induzida por esse antigeno (TEIXEIRA et
al.,2009; FERNANDES et al.,2013; ALMEIDA-PAES et al., 2015b). Nessa linha, a diferenga

de frequéncia e a diversidade de proteinas imunorreativas na esporotricose estdo descritas entre
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as espécies de importancia clinica, inclusive S. brasiliensis, identificando moléculas
imunodominantes na fracdo de 100-kDa e oscilagdo entre 60 e 70-kDa (gp 60 — 70) (DELLA
TERRA et al., 2017).

A termotolerancia, outro importante fator de viruléncia de Sporothrix spp., difere entre as
espécies, cepas ambientais de Sporothrix podem ndo se adaptar a temperatura do corpo do
hospedeiro e, portanto, tendem a ndo pode produzir infeccdo (CARLOS et al., 2015). A espécie
clinica que apresenta maior termotolerancia ¢ S. brasiliensis, em comparagdo com S. schenckii
e S. globosa. Esse fator ¢ acentuado em isolados oriundos de gatos, assim levanta-se a hipotese
de que este tenha sido o principal fator associado a adaptag@o dessa espécie fungica aos felinos,
considerando que estes animais possuem temperatura corporal mais elevada, variando entre 38
e 39,2°C (RODRIGUES et al., 2013).

A producdo de melanina também tem sido relacionada a viruléncia de varios fungos
patogénicos. Em Sporothrix spp., a melanina protege os conidios de danos oxidativos por
radicais livres, radiacdo UV e confere alta resisténcia a fagocitose e a danos ocasionados pelos
macrofagos e neutrofilos (ROMERO-MARTINEZ et al., 2000; CASADEVALL, 2007;
CARNERO et al., 2018). As células leveduriformes também produzem pigmentos semelhantes
a melanina in vivo, sendo sua presenca envolvida na viruléncia e na reducdo da acdo antifungica
a farmacos, como anfotericina B ¢ terbinafina (MORRIS-JONES et al., 2003; MADRID et al.,
2011; MARIO et al., 2015; ALMEIDA-PAES et al., 2016). Com relagdo a S. brasiliensis, ha
maior expressao de melanina se comparado a S. schenckii, associando mais uma vez a sua maior
viruléncia (ALMEIDA-PAES et al., 2015b).

Todos os fatores mencionados anteriormente sdo necessdrios para a viruléncia do
Sporothrix spp. e também sdo usados para evasao do sistema imunologico do hospedeiro. Além
disso, muitos desses fenotipos podem estar associados as manifestacdes clinicas da
esporotricose (ALMEIDA-PAES et al., 2015). O conhecimento desses fatores possibilita
entender as diferencas de viruléncia que existem entre as espécies de Sporothrix. Rossato et al.,
(2018) avaliaram a viruléncia de S. brasiliensis e S. schenckii em termos de proteinas expressas
e verificaram que S. brasiliensis expressa diferencialmente a S. schenckii 60 proteinas. Dentre
essas, 9 sdo relatadas na literatura como importantes na viruléncia e escape imunologico de
outros fungos de relevancia médica tais como Candida albicans, Blastomyces dermatitidis,
Cryptococcus gattii, Cryptococcus neoformans, Paracoccidioides brasiliensis e Histoplasma
capsulatum.

Validando esses resultados de caracteristicas de viruléncia elevadas de S. brasiliensis,

estudos de esporotricose experimental utilizando modelo murino, demonstraram que S.
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brasiliensis foi a espécie mais virulenta tanto na manifestacdo subcutanea como na
disseminada, no que tange a mortalidade e ao dano tecidual, seguido por S. schenckii e S.
globosa (ARRILLAGA-MONCRIEFF et al., 2009; DELLA TERRA et al., 2017,
FERNANDES et al., 2013). De fato, Arrillaga-Moncrieff et al. (2009) descreveram que 100%
de camundongos inoculados com S. brasiliensis foram a 6bito em até 40 dias ap6s a infecgao.
Da mesma forma, Mario e colaboradores (2015) e Ishida et al. (2015) mostraram que a infec¢ao
intravenosa com S. brasiliensis (2x10” UFC/mL), na auséncia de qualquer tratamento, acarretou
o obito dos camundongos entre 14 e 26 dias ap0s a infeccao.

Com intuito de auxiliar no entendimento da doenca e no desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas Della Terra et al. (2017) determinaram um padrdo de inoculagdo
subcutanea para o desenvolvimento de esporotricose experimental em modelo murino. No
estudo, foram avaliados mais de 10 isolados de S. brasiliensis e foi indicado que a viruléncia
de cada isolado pode ser determinada a partir da observacdo do poder de disseminacdo aos
orgdos internos, do desenvolvimento da doenca, associado a perda de peso progressiva dos
animais, e da indu¢do a mortalidade. Além disso, ¢ importante considerar que hé ocorréncia de
pelo menos dois gendtipos distintos de S. brasiliensis na epidemia de esporotricose no Brasil,
sendo o genotipo circulante do RS diferente do RJ (RODRIGUES et al., 2013).

Somado aos fatores intrinsecos do fungo, a resposta imunologica do hospedeiro também
¢ essencial na progressdo da esporotricose (MAIA et al., 2006; CARLOS et al., 2009). Os
mecanismos imunolégicos de defesa contra o Sporothrix spp. ainda ndo estdo completamente
elucidados, sendo ainda uma grande incognita o porqué de os felinos frequentemente
apresentarem manifestacdes clinicas severas frente a S. brasiliensis, com alta carga fingica em
suas lesdes (GREMIAO et al., 2021). De forma geral o sistema imune inato ¢ a primeira linha
de defesa contra patdgenos invasores, apresentando rapida ativacdo. Em contraste, a imunidade
adquirida, que ¢ mediada pelos linfocitos T e B, requer de 7 a 10 dias para comego de resposta
(ALMEIDA et al., 2015). Carlos e colaboradores sugerem que ha participacdo da resposta
imune humoral no caso da esporotricose apenas em estagios mais avancados da doenga (MAIA
et al., 2006; CARLOS et al., 2009).

Na infec¢do por Sporothrix spp., a imunidade inata representa a defesa inicial do
hospedeiro, e células fagociticas, como macréfagos e células dentriticas atuam reconhecendo e
fagocitando o fungo. Essas células fagocitam o fungo a partir do reconhecimento a receptores
presentes na superficie (galactomanana e raminomanana) das células fungicas. Os neutréfilos

sdo capazes de destruir o fungo logo apds a invasdo no tecido do hospedeiro, através da
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fagocitose e de liberacdo de espécies reativas de oxigénio, independente de linfocitos T.
(KAJIWARA et al., 2004).

As células dendriticas reconhecem a partir dos receptores de reconhecimento padrao
(PRRs), localizados na superficie nessas células imunes, os padroes moleculares associados a
patogenos (PAMPs) expressos na superficie do fungo. Esse reconhecimento desencadeia uma
série de reacdes, como a fagocitose do fungo e ativacdo secundaria da imunidade adquirida
(BUZAS et al., 2006). Somente algumas caracteristicas dos PAMPs de Sporothrix spp. sdo
conhecidas atualmente, sendo os lipidios da parede celular, componentes da patogénese do
fungo, que inibem o processo de fagocitose e aumentam o estimulo para liberagdo de 6xido
nitrico (NO) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) (CARLOS et al., 2003; CARNERO et al.,
2018).

As células apresentadoras de antigeno (APCs) (células dentriticas, macréfagos e
linfocitos B) possuem papel fundamental na ativacdo da resposta imune adquirida. A
apresentac¢ao do antigeno ocorre através do complexo principal de histocompatibilidade (MHC)
classe I e classe II localizado nas células imunes que primam linfocitos TCD8+ e TCD4+,
respectivamente (WUTHRICH et al., 2012). Apds a ativacgdo, células TCD4+ se diferenciam
em linfocitos T helper e linfocitos regulatorios com producao de diferentes citocinas, as quais
desencadeiam diferentes respostas (WUTHRICH et al., 2012). Uma das func¢des das citocinas
¢ auxiliar no desenvolvimento do granuloma, que ¢ um componente essencial na defesa do
hospedeiro contra o fungo (TACHIBANA et al., 1999; UENOTSUCHI et al., 2006). Para a
formagdo do granuloma, h4 atuagdo conjunta de membros tanto da imunidade inata quanto
adquirida, sendo primordial a a¢do de linfocitos TCD4+, macrdofagos, e da citocina interferon-
y (IFN-y) (TACHIBANA et al., 1999).

Outros estudos apontaram a importancia de receptores do tipo toll (TLR4) no
reconhecimento de antigenos de Sporothrix, para inducdo de resposta danosa a partir da
secrecdo de espécies reativas de oxigénio contra o fungo (CARLOS et al., 2009; SASSA et al.,
2012). O TLR4 ¢ o principal receptor no reconhecimento de Sporothrix spp. na forma cutanea
localizada da doenga, sendo capaz de induzir uma resposta Thl, com a producdo de citocinas
pro-inflamatérias (UENOTSUCHI et al., 2006). Os receptores de manose também
desempenham papel no reconhecimento do S. schenckii promovendo uma resposta Thl no
decorrer da doenga (GUZMAN-BELTRAN et al., 2012).

Corroborando com o que vem sendo abordado, diferentes estudos experimentais apontam
uma interagdo entre a imunidade inata e adquirida no combate ao Sporothrix spp. No estudo

proposto por Negrini et al., (2013) os resultados sugerem que a auséncia de receptores toll like



26

2 (TLR2) leva a uma reducao significativa na fagocitose, frente a S. schenckii. Ja pacientes com
deficiéncia na imunidade adquirida apresentam formas mais graves da doenca; e um estudo
experimental demonstrou que a transferéncia de timdcitos para camundongos atimicos tornou-
os resistentes a esporotricose, inferindo que a auséncia de uma resposta imune adaptativa
aumenta a mortalidade na esporotricose experimental (PLOUFFE JR. et al., 1979;
DICKERSON et al., 1983; KAJIWARA et al., 2004; FREITAS et al., 2015).

Outra linha de defesa do hospedeiro ¢ a resposta imune humoral a partir da producdo de
anticorpos, em modelo murino foi evidenciada a producdo de tipos especificos de IgG (IgG1 e
IgG3) contra a gp70 de Sporothrix spp. NASCIMENTO & ALMEIDA, 2005) sugerindo que
anticorpos especificos podem participar do controle da esporotricose. Em humanos, anticorpos
IgG, IgM e IgA sdo produzidos durante a infec¢do por Sporothrix spp., sendo seus niveis
associados com a manifestagdo clinica da doenca e decrescendo durante o tratamento
antifingico (ALMEIDA-PAES et al., 2007).

De fato, os mecanismos imunologicos envolvidos na prevenc¢do e controle desta micose
ndo estdo totalmente compreendidos (CARNERO et al., 2018) porém ao longo dos ultimos
anos, progresso significativo vem sendo descrito, demonstrando que as respostas imunes inata
e adaptativa sdo importantes para alcancar um estado de protecdo do hospedeiro frente as

espécies patogénicas de Sporothrix.

2.5 Aspectos Clinicos

2.5.1 Aspectos clinicos em humanos

A transmissao ao homem das espécies patogénicas de Sporothrix, com excecdo do S.
brasiliensis, ocorre mais comumente por inoculagdo traumatica de fungos encontrados em
matéria organica vegetal. At¢ o momento essa via de transmissdo ndo foi claramente
documentada para a espécie S. brasiliensis (ETCHECOPAZ et al., 2021). O S. brasiliensis esta
relacionado aos casos de transmissdo zoonotica e animal-animal, principalmente gato-gato
(RODRIGUES et al.,, 2013; GREMIAO et al., 2017). Os gatos desempenham papel
fundamental como fonte de infecg¢do, devido a alta carga fingica presente em suas lesoes,
grande circulagdo em areas peri e intradomiciliares e proximidade com humanos (LOPES-
BEZERRA et al., 2018; POESTER et al., 2018a; GREMIAO et al., 2021).

Os casos de infec¢do humana associados a S. brasiliensis sdo reportados por inoculagdo
traumdtica devido a arranhdes e/ou mordida principalmente a partir de gatos doentes

(MARIMON et al., 2007, BARROS et al., 2010; LOPES-BEZERRA et al., 2018). A via de
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transmissdo ndo traumatica pode incluir o contato direto com lesdes secretivas de esporotricose
felina, exposi¢do de mucosas a goticulas infectantes, inalacdo do fungo na forma filamentosa
ou, potencialmente, leveduriforme/parasitaria, sendo esta forma inalatéria rara (LOPES-
BEZERRA et al.,2011; MARTINEZ-ALVAREZ et al.,2017; MACEDO-SALES et al., 2018).
Ao contrario dos outros fungos dimdrficos, que somente causam infec¢cao quando transmitidos
na forma micelial, o S. brasiliensis ¢ o inico com habilidade de transmissdo também na fase
leveduriforme, sendo um fator determinante na transmissao entre mamiferos (MARIMON et
al., 2007; ETCHECOPAZ et al., 2020). Nesse contexto zoondtico, pessoas mais vulneraveis a
infeccdo por S. brasiliensis sao aquelas que apresentam contato préximo e frequentes com gatos
infectados, desde tutores & técnicos e médicos veterinarios (GREMIAO et al., 2014).

Diversos fatores estdo associados aos diferentes desfechos da esporotricose, tais como
quantidade de indculo inicial, status da resposta imune do hospedeiro, profundidade da
inoculacdo e viruléncia fungica inerente aos isolados (CARLOS et al., 2009). Em humanos,
predominantemente a micose por Sporothrix spp. manifesta-se por lesdes cutaneas fixas ou
linfocutaneas (figura 3), com padrao de ndédulos, papulas ou ulceras (ALMEIDA-PAES et al.,
2014; ROSSOW et al., 2020). As lesdes surgem no local do trauma inicial ap6s poucos dias ou
varias semanas da inoculacdo do agente (BARROS et al., 2011a). As lesdes cutaneas podem
ser fixas (figura 3A e 3B) ou ascender via trajeto linfatico (figura 3C), resultando em nodulos
e abscessos morfologicamente encordoados, levando ao cldssico sinal dermatologico do
“rosario esporotricotico” (figura 3D) (RIPPON, et al., 1988). Lesdes linfocutaneas representam
de 75 a 90% dos casos de esporotricose humana. A ocorréncia de formas mais graves,
disseminada ou extracutanea, ocorre em menos de 10% dos casos e muitas vezes esta associada
a individuos imunodeprimidos (BONIFAZ & VAZQUEZ-GONZALEZ, 2010; 2013;
POESTER et al., 2020).

Os sitios de lesdo mais comuns em adultos sao extremidades corporais superior e inferior,
e em criangas face e pescocgo, associados ao local de inoculacdo primdria. Em regides
hiperendémicas da esporotricose por S. brasiliensis, se observa maior variabilidade de
sintomatologia clinica, como a apresentacdo na forma ocular e/ou acometimento de outras
mucosas (ALMEIDA-PAES et al., 2014; YAMAGATA et al., 2017; LEMES et al., 2021)
especialmente em criangas (RIBEIRO et al., 2020; LEMES et al., 2021). De fato, atualmente
j& é documentada em adultos e em criangas a ocorréncia da sindrome oculoglandular de
Parinaud’s desencadeada pela esporotricose zoonoética, condi¢do clinica caracterizada por
conjuntivite granulomatosa unilateral, acompanhada de linfoadenopatia satélite pré-auricular e

submandibular (YAMAGATA et al., 2017; BRANDOLT et al., 2018; RIBEIRO et al., 2020;
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LEMES et al., 2021). As lesdes da esporotricose em humanos, de forma geral sdo restritas a
mucosas e tecido subcutaneo, e se nao tratadas, na maioria dos casos evoluem para um curso

crénico, ou, em menor frequéncia, para a involugdo espontanea (BARROS et al., 2011Db).
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Figura 3. Manifestagdo clinica em humanos da esporotricose causada por S.
brasiliensis. A: Lesdo cutanea nodular com pequena fistula; B: Lesdo cutdnea
ulcerada; C: Lesdes crostosas linfocutaneas; D: Lesdo linfocutanea ascendente.

2.5.2  Aspectos clinicos nos animais

A esporotricose causada por Sporothrix spp. pode acometer diversas espécies de animais,
porém os gatos domésticos representam a peca-chave dos casos associados a hiperendemia de
S. brasiliensis no Brasil, atuando como principal fonte de infec¢do, tendo em vista a
predisposicdo a uma sintomatologia mais severa da doenca e lesdes com alta carga de
propagulos fungicos, viabilizando a disseminagdo a partir de arranhdes e mordidas a outros
animais e humanos (BARROS et al., 2011a; GREMIAO et al., 2017; POESTER et al., 2018a).

Em outros animais, a esporotricose manifesta-se em sua maioria de forma pontual e
muitas vezes auto-limitante (SCHUBACH et al., 2008). Os caes, por exemplo, apesar dos
levantamentos epidemioldgicos indicarem um nimero considerdvel de acometimento desses
animais, principalmente em regides hiperendémicas, ndo sdo associados a casos graves € como
fonte de infec¢do de S. brasiliensis para humanos (BARROS et al., 2010; MADRID et al.,
2012; GREMIAO et al.,2017; MASCARENHAS et al., 2018). Apenas um caso de transmisso

cao-homem foi reportado no Brasil, sendo provavelmente um caso isolado, porque de fato, nas
lesoes de caes sdo escassas as células fungicas, inferindo provavelmente na baixa taxa de

transmissdo, que € claramente avaliada em areas hiperendémicas, onde apenas o gato doméstico
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apresenta importancia central como transmissor (SCHUBACH et al., 2006; RAMOS et al.,
2017; GREMIAO et al., 2021).

J& na esporotricose felina ha um amplo espectro de manifestacdes clinicas, desde formas
subclinica e locais até manifestacdes com multiplas lesdes cutaneas disseminadas e forma
sistémica, com acometimento de drgdos internos, inclusive acarretando o 6bito do animal se
ndo tratada a doenga (SCHUBACH et al., 2004; GREMIAO et al., 2014). O periodo de
incubacao, a partir da infec¢ao por Sporothrix spp. até os primeiros sinais clinicos ¢ variavel, a
média ¢ de 14 dias, mas pode se estender por meses, similar ao observado em humanos
(GREMIAO et al., 2021). H4 maior ocorréncia da doenca em gatos adultos, machos, sem raca
definida e ndo castrados, relacionando ao carater de territorialismo disputado entre os felinos
domésticos ¢ o livre acesso a rua (SANCHOTENE et al., 2015; LECCA et al., 2020;
ANDRADE et al., 2021). Embora seja descrita a presenca do fungo nas garras de felinos sadios
que coabitam com animais enfermos, a transmissdo do agente se da por gatos doentes
(BARROS et al., 2004; MACEDO-SALES et al., 2018).

Diferentemente de outros hospedeiros e da doenga ocasionada por espécies de Sporothrix
ambientais, as manifestacdes clinicas mais frequentes ocasionadas por S. brasiliensis em gatos
sdo formas severas, com lesdes inicialmente isoladas que disseminam para outros sitios
anatomicos, tornando-se multiplas, e para 6rgdos internos (sistémica). Predominam nos
membros e regido cefalica (figura 4), envolvendo a mucosa, especialmente a do trato
respiratdrio, mas também oral, conjuntival e genital (BARROS et al., 2004; GREMIAO et al.,
2014; BOECHAT et al.,2018; DE SOUZA et al.,2018; GREMIAO et al., 2021). Clinicamente,
as lesdes no tecido epitelial sdo caracterizadas por nddulos e Ulceras, encontradas em mais de
um sitio anatdmico ndo continuo, com frequente acometimento linfatico (BARROS et al., 2004;
GREMIAO et al., 2014; SANCHOTENE et al., 2015; MACEDO-SALES et al., 2018;
MASCHIO-LIMA et al., 2021).

Sinais extracutdneos, como sinais respiratorios (espirros, dispneia e descarga nasal)
podem ser observados com frequéncia (GREMIAO et al., 2014). Alguns autores sugerem que
a infeccdo em felinos pode ocorrer por via inalatoria, o que explicaria a alta frequéncia de sinais
respiratorios e lesdes de mucosa nasal, bem como o isolamento fingico da cavidade nasal
(SCHUBACH et al., 2004), pulmdes (SCHUBACH et al., 2003) e lavados broncoalveolares
(LEME et al., 2007). A ocorréncia de sinais respiratdrios pode preceder ao aparecimento de
lesdes cutaneas ou pode ser observado em gatos sem lesdo cutanea (SCHUBACH et al., 2004).

A disseminagdo de S. brasiliensis ocorre por via hematogena, e deve ser considerada

quando o gato apresenta historico de letargia, depressao, anorexia, febre, e/ou esporotricose nao
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responsiva ao tratamento antifingico (MIRANDA et al., 2016; GREMIAO et al., 2021). Nesse
sentido, ressalta-se a alta taxa de 0bito em animais com acometimento sistémico. Poester et al.
(2018a), relataram que de 153 gatos com esporotricose acompanhados, 35% morreram, sendo
que em 75% das mortes os animais apresentavam a forma disseminada da doenga. De fato, a
gravidade da doenga independe da condi¢do de satide do animal no momento da infec¢do e nao
estd associada a infecgdes pelos virus da imunodeficiéncia felina (FIV) ou virus da leucemia
felina (FeLV), por exemplo (PEREIRA et al., 2010; GREMIAO et al., 2015; DE SOUZA et
al., 2018). Até o momento, ndo se sabe com clareza os fatores que tornam os gatos altamente

suscetiveis a infecgdo pelo S. brasiliensis (GREMIAO et al., 2021).

Figura 4. Manifestagao clinica da esporotricose em gatos desencadeada pela espécie S. brasiliensis. A:
Discreta lesdo cutanea na face; B: Lesdo interdigital ulcerada; C: Lesoes extensas e invasivas na regiao
cefalica. Fonte: Disponibilizado por médicos veterinarios cadastrados no projeto de diagnodstico de
esporotricose do Laboratoério de Micologia — FAMED/FURG

2.6 Diagnostico

Diferentes manifestagdes clinicas, agentes etioldgicos e distribuicdo mundial permitiram
o desenvolvimento de pesquisas visando novas abordagens diagndsticas, sendo assim ¢
proposto que o diagnostico da esporotricose, de forma geral, pode ser realizado por cultivo
micoldgico, exame direto, imunodiagndstico, exame histologico, citopatologico, ensaios
moleculares, abordagens protedmicas, entre outros (ROSSOW et al., 2020). Algumas dessas
abordagens sdo propostas apenas a nivel de pesquisa, ndo estando incorporadas ainda nas
técnicas diagnosticas. Para a escolha ou associacdo entre métodos de diagnostico, cada técnica
possui seus fatores individuais relacionados a custo, acessibilidade, sensibilidade,
especificidade e entre outros topicos, que devem ser considerados conforme a realidade de cada
regidao (CHAKRABARTI et al., 2015), principalmente no caso do Brasil, pais com dimensdes

continentais.
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O diagnostico presuntivo da esporotricose pode ser realizado a partir da associacdo dos
aspectos clinicos com o historico do paciente. Para o diagnostico definitivo, a técnica padrao
ouro ¢ de maior sensibilidade e especificidade at¢ o momento ¢ o isolamento fungico pelo
método convencional de cultivo micologico a partir de amostras bioldgicas do hospedeiro
enfermo (BARROS et al., 2011a; BOECHAT et al., 2018).

Associado ao padrio ouro, pode ser realizado o exame micologico direto (EMD), o qual
a partir do esfregago da amostra em lamina e coloracdo, busca-se visualizar leveduras pequenas
(2 a 6um) redondas, ovais a alongadas, lembrando a forma de charuto, sugestivas de Sporothrix
spp. (BARROS et al., 2011a; SANCHOTENE et al., 2015). A utilizacdo do EMD de forma
isolada ndo ¢ indicada uma vez que a taxa de sensibilidade ¢ muito variavel, podendo oscilar
de 47 % a 80% conforme estudos recentes, ressaltando a importancia do cultivo micologico
como padrao ouro (QUINTELLA et al., 2011; SANCHOTENE et al., 2015; POESTER et al.,
2021b). A aplicacdo dessas duas técnicas de forma conjunta permite, muitas vezes, agilizar o
diagnéstico da doenca, tendo em vista que o isolamento fungico por si s6 pode demorar de 7
até 30 dias para efetiva conclusdo do laudo técnico (BARROS et al., 2011a). Em humanos e
ndo felideos em que nao ha grande numero de células leveduriformes nas lesdes, a sensibilidade
da técnica de EMD ¢ ainda mais reduzida. J4 no caso da esporotricose felina, a alta carga fingica
nas lesdes favorece a visualizacdo das células leveduriformes auxiliando no diagndstico
(BARROS et al., 2011b; PEREIRA et al., 2014; MIRANDA et al., 2016).

Outra metodologia descrita e aplicavel ¢ a histopatologia, porém a sensibilidade do teste
para humanos ¢ baixa devido a escassez de elementos fungicos no tecido, assim como o que
ocorre para EMD. As coloragdes utilizadas para visualizacdo do infiltrado inflamatério e para
identificagdo das estruturas fingicas sio hematoxilina-eosina (HE), Acido periodico-schiff
(PAS) ou Grocott-Gomori (Prata) (OROFINO-COSTA et al., 2017). De acordo com a
literatura, as estruturas fungicas estdo presentes em 18 a 35,3% dos casos positivos para
humanos, dependendo da técnica de coloragao utilizada, chegando a 94% para doenca em
felinos. No entanto, devido a necessidade da bidpsia sua utilizagao torna-se limitada, tendo em
vista tratar-se de uma coleta invasiva (QUINTELLA et al., 2011; GREMIAO et al., 2014;
OROFINO-COSTA et al., 2017).

Os métodos de imunodiagnostico apresentam-se ainda em carater experimental restritos
a validagd@o diagnodstica ou a pesquisas cientificas (ROSSOW et al., 2020). Para humanos, um
teste de aglutinacdo de latex para detec¢do de anticorpos anti-Sporothrix spp. esta disponivel
comercialmente (IMMY, Norma, OK — EUA). Segundo Rossow et al. (2020) o teste ¢

altamente especifico para o género Sporothrix (100%), mas a sensibilidade varia de acordo com
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a apresentacao clinica: 100% para formas disseminadas, 86% para formas osteoarticulares, 73%
para formas pulmonares, e 56% para formas cutdneas. O ensaio imunoenzimatico (ELISA)
também pode ser uma ferramenta de triagem sensivel e especifico para deteccdo de anticorpos
anti-Sporothrix no soro de gatos e humanos com suspeita de esporotricose, ja disponivel
comercialmente no Brasil. (FERNANDES et al., 2011; BAPTISTA et al., 2020).

Testes moleculares baseados na identificacdo da sequéncia de DNA diretamente da
amostra clinica (biopsia ou swab) sdo alternativas diagnésticas promissoras. Diversas
publicagdes descrevem diferentes protocolos moleculares, incluindo reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) em tempo real, sequenciamento, andlise de polimorfismo de fragmentos de
restricdo utilizando a PCR (PCR-RFLP), PCR espécie-especifica e entre outros (MARIMON
et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2015; RODRIGUES et al., 2015; RODRIGUEZ-BRITO et al.,
2015; ZHANG et al., 2019; POESTER et al., 2021b). No entanto, a aplicacao desses métodos
na rotina laboratorial requer uma infraestrutura avangada, altos custos de insumos com relagao
aos métodos classicos; assim, sua utilidade ¢ limitada pela falta de kits comerciais disponiveis
e métodos padronizados, além de um limitado nimero de estudos de validacio (ROSSOW et
al., 2020). Tais exames no contexto do Brasil limitam-se ainda ao &mbito de pesquisas.

Recentemente Cognialli et al., (2022) avaliaram o desempenho de um protétipo de ensaio
de fluxo lateral (LFA) do IMMY para a detecc¢do rapida de anticorpos anti-Sporothrix em soros
humanos e demonstraram resultados promissores para o diagnostico de esporotricose. Tais
pesquisadores salientam que algumas das principais vantagens da tecnologia LFA sdo a
simplicidade, rapidez na obtencdo de resultados, baixo custo, alta precisdo, ndo requer
infraestrutura laboratorial complexa e treinamento pessoal, e os reagentes podem ser
transportados e armazenados em temperatura ambiente. Este teste pode vir a melhorar a suspeita
clinica da esporotricose, reduzindo o tempo de inicio da terapia e impactando no controle de
surtos e em regides hiperendémicas, como o caso do Brasil.

Buscando o diagndstico especifico, sensivel e com custo acessivel para esporotricose,
considerando o contexto brasileiro de enfrentamento a essa micose, no qual ¢ vital a
identificacdo para tratamento de forma célere pessoas e animais, os métodos classicos
micoldgicos (cultivo e EMD) para a identificacdo direta do agente etioldgico a nivel de género,

apresentam-se como alternativas viaveis e de facil acesso as diversas comunidades.
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2.7 Tratamento

De forma geral, para humanos e animais, o firmaco de elei¢ao para a esporotricose ¢ 0
ITZ, demonstrando-se efetivo na maioria dos casos de infeccdo por Sporothrix spp.
(KAUFFMAN et al., 2007; ALMEIDA-PAES et al., 2014; DA ROCHA et al., 2018;
THOMPSON et al., 2021). O tratamento recomendado para casos cutianeos e linfocutaneos
(ITZ; 200mg — SID), com indicacdo de uso de 2 a 4 semanas apds a resolucdo das lesdes esta
associado a uma taxa de cura de 80 a 100% dos casos (THOMPSON et al., 2021). Em casos
ndo responsivos sugere-se o uso de ITZ (200mg — BID), terbinafina (500mg — BID), e solug¢ao
saturada de iodeto de potdssio, ou ainda, para pacientes que ndo toleram as indica¢des
anteriores, fluconazol (400 a 800mg SID) (KAUFFMAN et al., 2007; QUEIROZ-TELLES et
al.,2011; THOMPSON et al.,2021). Adicionalmente, a criocirurgia e a terapia de aquecimento
local sdo recomendadas em conjunto com a terapia antifingica para auxiliar na redugdo do
periodo de tratamento ou também para mulheres gestantes (FICHMAN et al., 2018; SOEIRO
SAMPAIO et al., 2020).

Nas manifestag¢des graves da esporotricose (por exemplo casos pulmonares severos, com
acometimento de sistema nervoso central ou disseminada), recomenda-se o uso da anfotericina
B (formulagao lipidica — 3 a 5 mg/kg/dia) ou alternativamente a anfotericina desoxicolato (0,7
a 1 mg/kg/dia). Apds a melhora progressiva do paciente, ¢ indicada terapia de manutengdo com
ITZ (200mg — BID) por pelo menos 12 meses (THOMPSON et al., 2021). A duracdo do
tratamento antifungico depende da forma clinica, variando de trés a seis meses, podendo se
estender a mais de 12 meses em casos de pacientes com doenga grave ou nao responsivo a
terapia (KAUFFMAN et al., 2000; KAUFFMAN et al., 2007; ROSSOW et al., 2020).

No tratamento de gatos, utiliza-se o fArmaco de eleicdo, ITZ, nas doses recomendadas de
25 a 100 mg/kg/dia até 30 dias apos o desaparecimento dos sinais clinicos (GREMIAO et al.,
2021). Em casos refratarios, o ITZ pode ser associado com anfotericina B de forma intracutanea
ou intralesional (GREMIAO et al., 2009; 2011) ou com iodeto de potassio (DA ROCHA et al.,
2018). O iodeto de potassio (2,5 a Smg/kg/dia) combinado com ITZ (100mg/kg/dia) representa
uma alternativa eficaz para gatos com esporotricose refrataria ao tratamento apenas com ITZ,
principalmente nos casos com lesdes de mucosa nasal e em animais com sinal respiratorio (DA
ROCHA et al., 2018; GREMIAO et al., 2021). Porém, efeitos colaterais frequentes e
consequentes do uso do iodeto de potassio em gatos, como o desenvolvimento de iodismo,
precisam ser monitorados. Alternativas menos comuns sugeridas em estudos cientificos para

tratamento da esporotricose felina sdo terbinafina, cetoconazol, tratamento por aquecimento
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local, cirtirgico ou criocirurgico, com ou sem terapia por via oral concomitante (HONSE et al.,
2010; GREMIAO et al., 2011; REIS et al., 2012; DE SOUZA et al., 2016).

Formas de esporotricose causada por S. brasiliensis ndo responsivas ao tratamento sao
comumente reportadas em gatos, embora pouco se saiba sobre os preditores da resposta ao
tratamento nesses animais (DE SOUZA et al., 2018). Relata-se que lesdes localizadas na regido
nasal e mucosas podem recorrer ap6s a cura clinica visual ou podem ser refratarias ao
tratamento antifingico (GREMIAO et al., 2009, 2011; 2014; DA ROCHA et al., 2018;
NAKASU et al., 2020). Nesse contexto, conforme ja citado anteriormente os sinais
respiratorios vém sendo correlacionados com falha no tratamento e prognostico desfavoravel
em gatos com esporotricose (DE SOUZA et al., 2018; GREMIAO et al., 2021).

O prognostico depende do ntimero, extensdo e local das lesdes, da ocorréncia de sinais
respiratorios e das condigdes gerais do animal, associado ao diagnostico precoce da doenga.
Além disso, os felinos sdo animais com peculiaridades quanto a sensibilidade e toxicidade a
farmacos em geral. Sendo assim, em caso de toxicidade ao tratamento, como reagdes adversas
ou laboratoriais, ¢ indicada a suspensdo temporaria do uso do medicamento, até que o apetite
do animal se reestabelega e as enzimas hepaticas séricas retornem aos niveis de referéncia.
Dessa forma, o monitoramento clinico e bioquimico desses animais ¢ fortemente recomendado
(GREMIAO et al., 2021).

Além desses fatores intrinsecos a doenca e sua manifestacao, o alto custo das drogas e o
longo periodo de tratamento, no qual o animal precisa ser mantido confinado para prevenir a
propagacdo da doenga, sdo problemas frequentes associados a falha terapéutica (GREMIAO et
al., 2014, 2021). Fatores sociais, associados a dificuldade de contencdo animal e de
administracdo por via oral didria da droga também impactam no sucesso do tratamento
(POESTER et al.,2018a; ANDRADE et al., 2021). Dada a essa problematica Papa et al. (2018)
relataram taxa de abandono maior que 50% dos felinos com esporotricose. Assim, se faz
essencial o cumprimento da posse responsavel a partir da cooperagao e persisténcia dos tutores
para o sucesso no tratamento (GREMIAO et al., 2014; PEREIRA et al., 2014; GREMIAO et
al., 2021).

A vulnerabilidade dos gatos frente a manifestacdo clinica exacerbada da doenga associada
a ocorréncia de casos refratarios e recorrentes nesses animais destaca a importancia de
monitorar a suscetibilidade dos fungos aos antifungicos comerciais e instiga a busca por novas
alternativas terapéuticas que propiciem taxa de cura mais elevada, contribuindo diretamente
para a satde individual dos animais acometidos e indiretamente para a satde coletiva das

populagdes de areas hiperendémicas da doenga.
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2.8 Estudos de Novos Compostos Anti-S. brasiliensis

O arsenal terapéutico para tratamento de doengas fungicas em geral, ¢ limitado, e
atualmente as drogas antifingicas disponiveis apresentam problemas e/ou limita¢des
relacionados a via de administracdo, alta toxicidade, espectro de acdo, interagdes
medicamentosas, desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos € a baixa
biodisponibilidade nos tecidos-alvo (BROWN et al., 2012; SHARMA et al., 2022). Além disso,
tratando-se estritamente da esporotricose felina, somado a todos fatores apontados no topico
anterior, fica explicito a importancia de dispormos de novas e seguras moléculas com atividades
antifingicas eficientes que contribuam diretamente no contexto da saude Unica.

A genotipagem dos Sporothrix spp. de isolados obtidos de casos da esporotricose
transmitida por gatos associada a perfis de suscetibilidade antifungica mostrou o surgimento e
a possibilidade de disseminacdo de cepas resistentes aos antifungicos comercialmente
disponiveis (RODRIGUES et al., 2014; BORBA-SANTOS et al., 2015a). Notavelmente, os
estudos reportam um numero crescente de cepas resistentes a anfotericina B e ITZ ao longo do
tempo (RODRIGUES et al., 2014; NAKASU et al., 2020). As identificagdes e o monitoramento
dessas tendéncias epidemioldgicas associadas ao surgimento de resisténcia aos medicamentos
sdo importantes para ajustar a terapia antifingica e estimular o desenvolvimento de novos
medicamentos para o tratamento da esporotricose, principalmente causada por S. brasiliensis
(GREMIAO et al., 2017).

Frente a isto, diversas potenciais alternativas terapéuticas para esporotricose zoonotica
tém sido propostas a partir das avaliagdes in vitro de novas moléculas/compostos quimicos, de
produtos naturais ¢ de medicamentos reaproveitados (BORBA-SANTOS et al., 2015b;
POESTER et al., 2018b; WALLER et al., 2020; BORBA-SANTOS et al., 2021). Apesar dos
resultados promissores descritos por muitos autores, os estudos ainda carecem das
aplicabilidades em modelos in vivo (pré-clinicos) para comprovacdo de seu beneficio na
terapéutica da doenca.

A maior parte dos estudos pré-clinicos in vivo disponiveis avaliaram outros antifingicos
comerciais para a esporotricose associada a S. brasiliensis, como o posaconazol, terbinafina,
anfotericina B e voriconazol (FERNANDEZ-SILVA etal.,2012; ISHIDA et al.,2015; MARIO
et al., 2015). Tais antifungicos sdo sabidamente inibidores do crescimento de Sporothrix spp.
in vitro. O posaconazol mostrou eficdcia em modelo murino infectado por S. brasiliensis e S.
schenckii e inclusive quando utilizado em combinagdo com anfotericina B, demonstrou sucesso

na contengdo da esporotricose experimental disseminada causada por S. brasiliensis
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(FERNANDEZ-SILVA et al., 2012; MARIO et al., 2015). Porém o posaconazol é um
medicamento ainda de custo elevado, sendo atualmente de dificil acesso em paises onde a
prevaléncia da esporotricose vem aumentando drasticamente, como ¢ o caso do Brasil
(BORBA-SANTOS et al., 2015b). Ja o voriconazol quando avaliado de forma isolada em
modelo de esporotricose experimental disseminada demonstrou-se pouco efetivo e em estudos
in vitro ndo foi observado efeito sinérgico quando em combinagdo com a terbinafina, sendo
pouco recomendado no tratamento da esporotricose animal (FERNANDEZ-SILVA et al.,
2014; BORBA-SANTOS et al., 2015a). A anfotericina B desoxicolado, quando utilizada
sozinha ou em associa¢do com o ITZ no tratamento da esporotricose disseminada reduziu
significativamente a carga fungica em todos os 6rgaos dos animais acometidos, sendo que a
associacao dos farmacos levou a redugdo mais consistente (ISHIDA et al., 2015).

Nos ultimos dez anos, dentre os poucos estudos pré-clinicos in vivo visando a aplicagao
e avaliacdo terapéutica de potenciais compostos antifiingicos, ¢ citado o estudo desenvolvido
por Waller e colaboradores (2021a,b) que demonstrou a eficacia do uso oral de 6leo de alecrim
e de manjerona no tratamento da esporotricose cutanea experimental em ratos, apresentando
resultados promissores. Recentemente Borba-Santos et al. (2021) demonstraram que o
buparvaquone, um agente antiprotozoario, foi mais efetivo que o ITZ contra a infecgdo de S.
brasiliensis em modelo alternativo, utilizando Galleria mellonella, indicando outro potencial
composto. E, por fim, do total de trés estudos encontrados, Bonilla e al. (2021) a partir de
estudo em modelo murino, sugerem que compostos derivados de acilhidrazonas podem ser
explorados para combater a esporotricose causada por S. brasiliensis e S. schenckii.

De forma geral, muitos anos sdo necessarios para o estudo e descobrimento de novos
antifingicos até o seu uso clinico, tanto na medicina humana como na medicina animal. Sendo
assim, o estudo de estratégias para o desenvolvimento de novos farmacos que contribuam na
reducdo no tempo da terapia convencional e/ou que aumentem a qualidade de vida dos
pacientes, devem ser considerados (SCORZONI et al., 2017). No que tange a problematica da
esporotricose torna-se essencial o estimulo a busca de alternativas e potenciais farmacologicos,
inclusive na investigac¢do in vivo dos compostos promissores in vitro, visando um tratamento
efetivo para contencdo da disseminacao do S. brasiliensis € minimizagdo da gravidade da

manifestagdo clinica nos felinos, animais extremamente vulneraveis.

2.9 Potencial Antifungico do Disseleneto de Difenila

Dentre os farmacos com atividade in vitro, o (PhSe), ¢ um promissor candidato devido a

sua atividade anti-S. brasiliensis de forma isolada e em combinagdo com o ITZ (POESTER et
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al., 2018b). Na constituicdo desse composto encontra-se duas moléculas de selénio, um
micronutriente essencial para as células dos mamiferos, e parte integrante de um conjunto de
proteinas, as selenoproteinas/selenoenzimas, como a glutationa peroxidase e tioredoxina
redutase, as quais apresentam a¢do antioxidante (protegendo as membranas celulares contra
danos dos radicais livres), agdo na regulacao do crescimento e viabilidade celular, e agdo nas
funcdes do sistema imune e na reprodu¢ao (MUGESH et al., 2001; NOGUEIRA et al., 2004;
HUANG et al., 2012). Embora o selénio tenha papéis fisiolégicos importantes na célula de
mamiferos, ¢ ainda discutivel se a exposi¢do aos niveis de selénio ligeiramente acima das
necessidades nutricionais pode ser benéfica ou maléfica para as células humanas (NOGUEIRA
& ROCHA, 2010).

O (PhSe); ¢ um composto de organoselénio, estavel e altamente lipofilico, que ¢
amplamente utilizado como um intermedidrio na sintese organica (Figura 5). Estudos
extensivos focados nos efeitos farmacologicos e toxicologicos do (PhSe),, em diferentes
modelos bioldgicos, ressaltam suas atividades antioxidante, anti-inflamatéria, antiulcerativa e
hepatoprotetora (GHISLENI et al., 2003; NOGUEIRA et al., 2003; BORGES et al., 2006;
SAVEGNAGO et al., 2007, 2008; PRIGOL et al., 2009; LORETO et al., 2011, 2012; PRIGOL
etal.,2012; SARTORI et al., 2016, 2017). A partir da relagao da exposicdo aos niveis de selénio
no organismo e da literatura cientifica bem documentada quanto a oxidacao excessiva de grupos
tiol por compostos de disseleneto, o (PhSe) ¢ considerado um composto dose-dependente ou
dupla-face, uma vez que, quando administrado acima das necessidades fisiologicas pode tornar-
se toxico, e por tanto seu limiar entre potencial terapéutico ou toxicologico em resposta a um
determinado evento no organismo humano/animal deve ser ponderado.

Apesar disso, inumeros estudos com modelos in vivo que indicam a atividade antioxidante
do (PhSe), argumentam a favor do seu potencial terapéutico (NOGUEIRA & ROCHA, 2010).
Somado a esse fato, e com base em estudos de farmacocinética e farmacodindmica, o composto
tem cientificamente respaldada sua dose letal aguda em modelo murino, bem como o grau de
toxicidade a partir da espécie de estudo (camundongo > rato), da via de administracao
empregada (via intraperitoneal > via oral > via subcutinea) e do veiculo de administra¢ao
(Dimetilsulfoxido > o6leo de canola) (MEOTTI et al., 2003; NOGUEIRA et al., 2003;
SAVEGNAGO et al., 2007; WILHELM et al., 2009; PRIGOL et al., 2012).
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Figura 5. Estrutura quimica do disseleneto de difenila.

E ndo apenas, restrito a suas caracteristicas farmacoldgicas promissoras, na ultima
década, as atividades fungicida e fungistatica in vitro do (PhSe), foi descrita contra fungos
filamentosos, leveduriformes e dimorficos, como Fusarium spp., Candida spp., Pythium spp.,
Aspergillus spp., Cryptococcus spp., Sporothrix spp., entre outros de importancia na micologia
médica (LORETO et al., 2011, 2012; POESTER et al., 2018b; FELLI KUBICA et al., 2019;
MELO et al., 2020; BENELLI et al., 2021a,b). Benelli et al. (2021a) em uma revisao
sistematica destacam que o (PhSe),, inibiu mais de 95% dos fungos testados em concentragdes
menores ou iguais a 64 ug/ml. Além disso, a interagdo do (PhSe)> com firmacos comerciais
como a anfotericina B, voriconazol e caspofungina contra C. glabrata, Aspergillus spp.,
Fusarium spp., e/ou Trichosporon asahii apresentou mais de 60% de efeito sinérgico ou aditivo,
e quando associado ao ITZ contra S. brasiliensis teve efeito aditivo em mais de 65% dos
isolados testados (DENARDI et al., 2013; VENTURINI et al., 2016; POESTER et al., 2018b;
FELLI KUBICA et al., 2019). A partir disso, Benelli e colaboradores (2021a) sugerem que o
composto pode ter potencial para ser empregado como alternativa na terapia antifungica,
sozinho ou em combinagdo com outros antifingicos comerciais e, portanto, mais estudos in
vivo devem ser estimulados para determinagdo deste potencial antifingico.

Sdo escassos os estudos em modelos biologicos abordando o potencial terapéutico do
(PhSe), em doengas infecciosas de relevancia na medicina humana e animal (LORETO et al.,
2012; SARTORI et al., 2016; DOLESKI et al., 2017; MELO et al., 2020). Sartori e
colaboradores (2016) relacionam a agdo antiviral do (PhSe), contra a infeccdo por Herpes
simplex—2 (HSV-2) pelas suas propriedades imunomoduladoras, antioxidantes e anti-
inflamatorias. Os resultados revelaram que o tratamento com (PhSe); foi eficaz contra o
aumento do estresse oxidativo renal e hepatico em camundongos infectados e normalizou a
atividade da adenosina desaminase (ADA) hepatica e renal, o que ndo ocorreu no grupo tratado
com o medicamento de eleicdo para a enfermidade. Sendo assim, os autores consideraram o

composto como potencial candidato para terapias alternativas de tratamento de infec¢do
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causada por HSV-2 e complica¢des secundarias. Da mesma forma, Doleski e colaboradores
(2017) relatam que o (PhSe) > foi capaz de reverter a inflamagao hepatica em camundongos
cronicamente infectados com Toxoplasma gondii, possivelmente a partir da modulagdo de
enzimas purinérgicas que produzem um perfil anti-inflamatorio através do sistema purinérgico
do tecido hepatico.

J& com relacdo ao potencial antifingico, um estudo com o oomiceto Pythium insidiosum
em coelhos relatou a auséncia de toxicidade e a atividade fungistatica do (PhSe),, indicando-o
fortemente como opgao terapéutica futura para a pitiose (LORETO et al., 2012). Melo e
colaboradores (2020) destacam a atividade promissora do (PhSe) in vivo contra espécies de
Aspergillus, mas recomendam que mais estudos pré-clinicos sdo necessarios para determinar a
aplicabilidade do composto no tratamento da aspergilose. No que tange a tematica de potencial
terapéutico do (PhSe), em enfermidades de interesse na micologia médica, mais pesquisas
devem ser desenvolvidas para investigar os efeitos farmacoldgicos e toxicologicos do
composto, sozinho € em combinagdo com antifungicos comerciais, em modelos experimentais.

De forma geral para aplicacdo em doengas infecciosas, diversos experimentos in vivo
mostram que (PhSe), reduz os niveis de citocinas pré-inflamatorias e espécies reativas, no
entanto, o exato mecanismo com relacdo a sua agdo anti-inflamatoria ndo estd totalmente
elucidado (LEITE et al., 2015; NOGUEIRA et al., 2021). Estudos demonstram que (PhSe)
reage com grupos tiol na estrutura tercidria da proteina, e essa interagdo modula a atividade
enzimatica e afinidade aos substratos, causando alteragdes em importantes vias metabolicas, e
este ¢ possivelmente o mecanismo de a¢do molecular do composto (NOGUEIRA & ROCHA,
2010).

A caracteristica altamente lipofilica do (PhSe). pode estar relacionada ao curto tempo de
concentragdo e a rapida distribuicdo aos tecidos. No entanto, essa condi¢do pode ser favoravel
quando considerada a analogia com outros agentes antifingicos lipofilicos (como ITZ e
terbinafina), que se mostraram eficazes devido ao seu aciimulo nos tecidos queratinizados
(LEYDEN, 1998; LORETO et al., 2011). Além disso, varios autores demonstraram que o
sistema linfatico ¢ a rota mais significativa de absor¢do para produtos quimicos altamente
lipofilicos e enfatizaram a producdo e o transporte de quilomicrons como rota de absor¢do para
compostos quimicos lipofilicos administrados por via oral (PALIN ef al., 1982; ROTH et al.,
1993; NAGAHORI et al.,2010). Com base em sua lipofilicidade, Prigol e colaboradores (2012)
sugerem que (PhSe): seja absorvido pelo sistema linfatico e identificaram o tecido adiposo,
figado e os rins como os locais de maior deposic¢ao de selénio ou de seus metabolitos, seguidos

pelo cérebro e pulmdes.
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As caracteristicas do (PhSe)> ponderadas sdo favoraveis a hipotese de sua aplicagdo frente
a esporotricose, tendo em vista que esta ¢ uma micose subcutinea, de ascensao por via linfatica,
somado ao fato do tratamento de elei¢do ter potencial para hepatotoxicidade e ser recomendado
seu uso por via oral durante um longo periodo. Em adi¢do, em modelo murino, o figado ¢ um
dos principais 6rgdos internos acometidos no processo de disseminagdo do S. brasiliensis
(DELLA TERRA et al., 2017). Frente ao exposto, estudos em modelos biolodgicos que
estabelecam potenciais doses terapéuticas do (PhSe), contra a esporotricose devem ser
desenvolvidos a fim de contribuir substancialmente no contexto da satide unica em que essa

enfermidade estd diretamente inserida.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Atualizar a situacdo epidemioldgica da esporotricose no estado do RS e avaliar o potencial
terapéutico do disseleneto de difenila (PhSe),, isoladamente e em associagdo com o itraconazol,

frente a esporotricose experimental por S. brasiliensis.

3.2 Objetivos Especificos

- Atualizar a situacdo epidemiologica da regido sul do RS no que tange a ocorréncia de
casos de esporotricose humana e animal;

- Relatar a emergente ocorréncia de esporotricose zoondtica na grande Porto Alegre — RS;

- Indicar a ocorréncia de esporotricose felina nas diferentes regides do RS até entdo sem
casuistica relatada na literatura cientifica;

- Avaliar o (PhSe), em diferentes concentragdes, na melhora de pardmetros clinicos frente
a esporotricose experimental, bem como na reducdo da carga fingica dos 6rgdos internos;

- Avaliar a interagdo do (PhSe)> com ITZ na melhora dos parametros clinicos frente a
esporotricose experimental, bem como na reducdo da carga fingica dos 6rgdos internos;

- Comparar a agdo do (PhSe),, isolado ou em associacdo com ITZ, com o tratamento de

elei¢do (ITZ) para esporotricose experimental no modelo murino.
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INTRODUCTION

Sporotrichosis, a subcutaneous mycosis, caused by Sporothrix species can be acquired
by traumatic inoculation from the environment or from animals (mostly, infected cats) [1]. S.
globosa, S. schenckii sensu stricto (s. str.) and S. brasiliensis are the main pathogenic species,
responsible for more than 90% of clinical cases. The first two species are associated with a
sporadic disease caused by an environment injury, and the latter an emergent species associated
with zoonotic transmission [2]. S. brasiliensis is the most virulent species of the pathogenic
clade and is presently associated with hyperendemic and/or epidemic areas of sporotrichosis in
Brazil [1, 3, 4].

Sporotrichosis became a severe public health problem in the country through the
transmission of S. brasiliensis by infected cats [1, 3]. Presently, hundreds to thousands of cases
are described in several regions of the country. It is likely the disease is still underdiagnosed
due to deficient knowledge of this epidemiological scenario of sporotrichosis by health
professionals and the population; and also underreported because notification to jurisdictional
authorities is not required [3-5]. Domestic cats represent the main source of infection of the
Brazilian sporotrichosis outbreaks due to their predisposition to develop severe disease, with
high S. brasiliensis fungal load in the lesions, allowing dissemination by scratches and/or bites
to other cats, dogs, and humans [1, 6].

The epicenter of the disease is Rio de Janeiro (RJ) state, which has an unprecedented
epidemic of cat-transmitted sporotrichosis [7, 8]. Hundreds of feline and zoonotic human
sporotrichosis cases have also been described since the 1990’s in the southern state of Brazil,
Rio Grande do Sul (RS) [9 — 14]. However, the RS scenario is well documented only in a few
municipalities from the same health district (South region) [14]. Rio Grande and Pelotas are the
main cities with hyperendemic cat-transmitted sporotrichosis, with an exponential increase in
cases before 2016 [10, 12 — 14]. Both are the major social and economic cities of the Southern
region of RS, and Rio Grande is the most important port of the South region and the 5" busiest
of Brazil [15-17]. Of interest, the epidemiology of this disease in the other six health districts
of RS (Rio Grande do Sul, 2014) is unclear. Recently the first series of 21 feline sporotrichosis
cases due to S. brasiliensis (2015-2019) was reported from the Metropolitan region [18].

It is well-known that an increase in the incidence of human sporotrichosis tends to occur
subsequent to the dissemination of the disease in feline populations [13]. Thus, since
sporotrichosis is not included in the obligatory list of disease notifications in RS, Brazil, to
illuminate the true scenario of the disease in RS, we performed an epidemiological inquiry to

evaluate the occurrence of sporotrichosis. We update the epidemiology of sporotrichosis (in
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animals and humans) from the southern region, and we describe the emerging nature of this

epidemic, a series of human sporotrichosis cases from the largest city and capital of RS.

METHODS
Study area

Rio Grande do Sul is localized on the coast of the extreme south of Brazil, bordering
Argentina and Uruguay. It covers 281,707,149 km?, divided in seven health districts (South,
Valley, Metropolitan, Sierra, North, Mission, and Midwest). The estimated population is
11,422,973 inhabitants [15, 16, 19], with approximately 1.77 million domestic cats [20].
Epidemiological inquiry

An active search was performed to recruit professionals enrolled in animal care
(veterinarians working at clinics and hospitals, or as faculty in universities, or engaged in animal
health care from public entities) registered at the Council of Veterinary Medicine of RS
(CRMV-RS). The invitation was forwarded by electronic mail to all the 500 professionals
registered, explaining the study and including an ethics agreement, followed by a link to a self-
administered questionnaire. Six months after the first contact, another email was sent to non-
responders to reaffirm the invitation, and the link to participate was also published on social
media. The questionnaire remained open to responders from October 2019 to December 2020.

Participants were asked 25 questions, regarding demographic data (including region,
professional degree, professional work area, sex of the participant); data comprising the local
case load of sporotrichosis (frequency of cases, outpatient visits for the disease, and occurrence
of zoonotic transmission); and diagnostic method (clinical and/or laboratory based:
cytopathology and/or mycological culture; public or private access to the laboratory
examinations).

In order to reduce missing data associated with unfamiliarity of the participants about
clinical characteristics of sporotrichosis, two more questions referable to the existence of feline
sporotrichosis in their region were obligatory to those who declared no known sporotrichosis
cases. One collected data about the occurrence of ulcerative skin lesions unresponsive to anti-
bacterial on cats and/or dogs, and the other asked if they had already treated an animal with

lesions similar to those shown in images (images of cats with sporotrichosis lesions).

Epidemiological update of sporotrichosis cases in the South region and Metropolitan

region
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All cases of sporotrichosis in humans and animals (cats and dogs) diagnosed by the
Laboratory of Mycology of the Universidade Federal do Rio Grande (Faculdade de Medicina
- FAMED-FURG) and/or registered at the Centre for Zoonosis Control (CZC) of the Prefeitura
Mounicipal de Pelotas between January 2017 and September 2021 were included.

In addition, to illustrate the increase in the occurrence of sporotrichosis in other regions
of RS besides the South region, human sporotrichosis cases diagnosed in the Metropolitan
region by the Laboratory of Mycology of the Irmandade da Santa Casa de Misericordia de
Porto Alegre Hospital Complex between January 2016 to September 2021 were included.

Sporotrichosis cases were defined by Sporothrix spp. growth in mycological culture
and/or the visualization of small elongated oval blastoconidia in direct mycological exam from
lesions of patients with compatible clinical signs and lesions.

Data analysis and Ethics

Data were evaluated by frequency analyses. Geographic distribution was specified by
health districts of RS. The study was approved by the Health Ethics Committee of FURG (CEP-
FURG: 216/2019).

RESULTS
Epidemiological inquiry regarding sporotrichosis occurrence through the regions of RS

A total of 115 participants answered the inquiry. Most were veterinarians (69%; n=79),
26 participants (22%) were other health professionals engaged in health care from universities
or public entities and 10 (9%) participants were veterinary students. Participants were mostly
women (79%; n=91), with a mean age of 36 years (ranging from 21 to 61).

Participants were from 40 cities of RS, covering all the seven health districts of the state.
Although the South region corresponded to 45.3% (n=52) of the participants, 23.5% (n=27)
were from Metropolitan, 9.6% (n=11) from North, 8.7% (n=10) from Sierra, and 4.3% for each
region from Valley (n=5), Mission (n=5), and Midwest (n=5).

Ninety-five participants (83%) described the occurrence of local cases of sporotrichosis
in domestic cats, 40-98% of the participants from every region. Of interest, of those who
declared no known sporotrichosis cases, all of them (#=20) reported attending cats and/or dogs
with ulcerative skin lesions unresponsive to anti-bacterials, and/or reported attending cats with
suggestive lesions of sporotrichosis by reviewing our photographs. In addition, cat-transmitted

human sporotrichosis was also reported by professionals from the South, Metropolitan, Sierra,
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and Midwest regions of the state, with a frequency ranging from 62.5% to 92.5% (Table 1 and
Figure 1).
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Figure 1. Health districts of Rio Grande do Sul state (RS), Southern Brazil. Orange circles refer to
the number of participants and cities included in the study. Cat icons and human icons correspond
to regions with feline and human sporotrichosis cases, respectively, mentioned in response to the

questionnaires.

Laboratory examinations (culture and/or cytopathology) were indicated by the majority
of those interviewed (ranging from 60% to 100% among regions) as the method to define the
disease diagnosis. Only in the South region the laboratory service was predominantly public

(Table 1).
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Update of the epidemiological situation in the South region of RS

During the period studied (2017-2021), 643 new cases of sporotrichosis were diagnosed
in the two most hyperendemic cities of RS (South region): 504 cases in cats, 98 in humans, and
41 in dogs. Annual means were 129 cases/year (ranging from 71 to 163 cases) (Figure 2). More
than 90% of the human sporotrichosis cases indicated contact, bite, or scratch by a domestic cat

with skin lesions consistent with sporotrichosis.

Sporotrichosis

2017 2018 2019 2020 2021 Total

cases - South RS

Id PY Cats
w Humans

643 cases
Annual mean: 128.6 casesl/year
Ranging from 71 (2020) to 163
(2018) cases

v’. ‘l‘
AT RA
A3 44 .
VA2 Pelotas city
|- Rio Grande city

Figure 2. Sporotrichosis cases (human and animal) reported in the two most hyperendemic cities
(Pelotas and Rio Grande, from the South region) of Rio Grande do Sul state, between January

2017 and September 2021

Increases in the frequency of human sporotrichosis in the Metropolitan region of RS

In Porto Alegre city, capital of RS (Metropolitan region), just at one institution
(Laboratory of Mycology of Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre Hospital Complex),
24 cases of human sporotrichosis were diagnosed from 2016 to September 2021. Notably, 71%
(17/24) of them were diagnosed in the last 21 months. An increase of 500% occurred in the
number of cases comparing the first three years (2016-2018; n=4) with the last three (2019-

2021; n=20). Most of these patients indicated a cat-transmission (Figure 3).
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Figure 3. Increase in the number of human sporotrichosis cases in an institution from the capital
city (Metropolitan region) of Rio Grande do Sul state, between January 2016 and September
2021.

DISCUSSION

In the southern state of Brazil, RS, earlier data indicated that feline and cat-transmitted
human sporotrichosis were almost restricted to the southern region, and principally to two cities
where the disease has been reported since the 1990°s [3, 9 - 14, 21]. However, our results expand
these data and show that feline sporotrichosis is widely distributed in all the RS territory,
covering all seven health regions of that state. Our data also suggests the epidemic is continuing
to enlarge.

The disease was reported in regions of RS that border another Brazilian state (Santa
Catarina) and other countries (Argentina and Uruguay). Some cities have extensive tourism
activity, and Rio Grande city is the 5" most important port of Brazil, a public maritime
port, internationally known as the Mercosur Port due to its proximity to Argentina, Uruguay and
Paraguay [22]. In addition, S. brasiliensis isolates from RS are genotypically distinct from those
from other Brazilian states [23, 24]. These data show that coordinated epidemiological
surveillance and control measures are highly necessary given the importance of the region as a
potential source of dissemination of S. brasiliensis to other states and other countries. For
emphasis, in recent years, the Centers for Diseases Control and Prevention [25] issued an alert

to physicians and veterinarians in the United States to be prepared to recognize and treat
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infections by S. brasiliensis, given the travel and exposure patterns of humans and cats. Disease
caused by this fungal species is presently also considered emergent in Argentina [26], and a
cat-transmitted sporotrichosis case has been described in Paraguay [27].

Moreover, our questionnaire showed that the diagnosis, based principally on clinical
and epidemiological aspects, occurred mainly in the South region of RS. This suggests that in
hyperendemic areas of sporotrichosis, clinicians are more familiar with the disease, and more
reliably prescribe treatment without laboratory assistance [12, 14]. In this region, many
participants reported access to public diagnostic services provided by Federal Universities,
highlighting the importance of academic institutions in public health [3, 5].

The support provided by research developed at these institutions has been central in
tallying cases of sporotrichosis and the impact in the region since the 1990’s [3, 9 - 11, 14, 21].
Local public health policies have been implemented based on data from these studies,
increasing the number diagnosed, allowing an earlier start of specific treatment, promoting
assistance to patients, and providing educational activities for professionals and the general
population [3, 5]. In addition, it allows us to hypothesize that in the other regions of RS lacking
reported cases or publications, the disease is underdiagnosed, not nonexistent.

Human sporotrichosis acquired through bites and/or scratches from cats were reported
by the participants in the South, Metropolitan, Sierra, and Midwest regions of RS, suggesting
that S. brasiliensis may be spreading in a typical and dangerous way in these regions. The high
spread of sporotrichosis in urban areas is growing, especially as observed in the Metropolitan
region, which has a high population density and assuredly a consistent presence of vulnerable
cats [15, 16]. Given that situation, education, preventive and control measures are particularly
needed to avoid an even worsening epidemiological scenario in the coming years [7].

Our study has some limitations as the number of participants (n=115) may not be
representative of the entire state, the self-administered characteristic of the questionnaire could
introduce some errors, and cases were likely occurring outside our study framework, thus
underestimating the problem. Despite this, our study is an important “first step”, allowing us to
show that the disease is occurring widely in the RS territory, described in all seven health
regions in the state, not only in the southern region as has been best described previously in the
literature [9 — 14, 18].

In the Metropolitan region of RS, until recent decades, human sporotrichosis was noted
only as sporadic cases of plant origin [28, 29]. Recently the first series of sporotrichosis cases
in cats from this region was published [18], and, likely related, our study showed an increase

of 500% in the last three years of the human cases associated with feline transmission in a
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hospital from the same city. Two other cities from the metropolitan region, which are localized
23 and 30 km from Porto Alegre city, respectively, also noted a series of 44 and 11 cases of
feline and human sporotrichosis in one year in Sapucaia do Sul (August 2020 to July 2021) and
30 human cases in 2021 in Gravatai, representing an increase of 130% in cases in comparison
with 2020 [30, 31]. These data suggest a change in the epidemiological scenario of
sporotrichosis in these areas, from a sporadic disease of plant origin to an emergent zoonotic
one.

Regarding the update of the epidemiological situation of sporotrichosis in the southern
region of RS, an increase of 184% in mean annual cases of sporotrichosis occurred in
comparison with our last epidemiological study, relying on the same diagnostic services [14].
The rate of up to 70 new cases/year reported previously (n=489 between 2010 and 2016)
increased to 129 new cases/year (n=643 between 2017 and August 2021). The year with the
fewest cases diagnosed in the southern region of RS was 2020 (n=71), probably due to
distracted efforts, countering the pandemic of Covid-19.

Feline and zoonotic sporotrichosis is an underreported mycosis in RS and is widely
distributed in the territory of the RS state. In this region, health professionals must be aware
regarding atypical and more severe cases of sporotrichosis generally more associated with the
zoonotic incidence and especially associated with immunocompromised persons since the RS
has the second-highest prevalence of HIV/AIDS among Brazilian states [32 - 34]. Given the
severity of zoonotic sporotrichosis in Brazil, public policy measures to increase education and
the surveillance and control of this disease in all RS regions is urgently needed. Furthermore,
considering our data with other studies reporting the increase of the disease from other states
of Brazil [4, 35 — 38], sporotrichosis needs, urgently, to be included in the national list of
diseases requiring compulsory notification to receive the attention that this public health

problem deserves.
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ABSTRACT (250words)

The pharmacological potential of diphenyl diselenide [(PhSe):], a stable
organoselenium compound, has been suggested for the treatment of some injuries given its
antioxidant properties. In addition, in vitro antifungal activity against the agent of
sporotrichosis, the main emergent implantation mycoses in Brazil, is highlighted. Therefore,
we aimed to evaluate the activity of (PhSe),, alone and in association with itraconazole, in the
treatment of sporotrichosis by S. brasiliensis in a murine model. Sixty mice were

subcutaneously infected with S. brasiliensis in the footpad and treated by gavage for 30
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consecutive days. The six treatment groups received placebo, itraconazole — ITZ (50 mg/kg),
(PhSe)z at 1, 5 and 10mg/kg dosages, or ITZ and (PhSe), 1 mg/kg, once a day, starting seven
days post-inoculation. At the end of the experiment a similar significant reduction in fungal
burden of internal organs was achieved in the groups treated with ITZ or (PhSe). in comparison
with the control groups (placebo). Interestingly, the association of both [ITZ and (PhSe):1
mg/kg] was even better than their activity alone (p<0.001). These data are the first steps in
shown the potential use of (PhSe),, alone and mainly in association with the drug of choice in
the treatment of sporotrichosis. Further in vivo studies are instigated to evaluate even lower
dosages of this (PhSe), and/or distinct approaches of administration (acute/ subacute dosages)
in the treatment of sporotrichosis.

KEYWORDS: in vivo model; antifungal; treatment; zoonosis; sporotrichosis; organoselenium

compound; subcutaneous mycoses.

1. INTRODUCTION

Zoonotic sporotrichosis became an emergent disease in Brazil in the last decade
(Brandolt et al., 2015; Gremido et al., 2020; Poester et al., 2022; Rodrigues et al., 2022).
Nowadays, it is a hyperendemic mycosis with an outburst of cases identified in all regions of
the country (Poester et al., 2018a; Gremido et al., 2020; Silva et al., 2021; Bento et al., 2021;
Andrade et al., 2022). Factors such as behavior habits of domestic cats and their high
susceptibility to develop a severe disease by Sporothrix brasiliensis, the highest virulent fungal
species in the Sporothrix complex, and the lack of public health politics to control and prevent
this disease, allowed its current situation of a national public health problem (Gremido et al.,
2015, Sanchotene et al., 2015, Gremiao et al., 2017; Silva et al., 2018; Munhoz et al., 2022).

One of the limiting factors to control sporotrichosis is the difficulty on the treatment of
infected cats, which are the main victims of the disease and acts as the central pillar in the fungal
transmission to humans and other animals (Barros et al., 2004; Gremiao et al., 2017; 2021). The
first-line treatment is the oral antifungal itraconazole (ITZ) (Rossow et al., 2020; Gremido et
al., 2021; Thompson et al., 2021; Poester et al., 2022). The therapy with this drug of choice is
often long-term, and associated with expansive costs, therapeutic failures, and adverse effects
(Almeida et al., 2017; Poester et al., 2018a). In addition, the acquired resistance of Sporothrix
spp. to ITZ is recently described (Nakasu et al., 2020).

Given that, the search for alternative therapies is necessary. Therefore, diphenyl
diselenide (PhSe)», a lipophilic, simple, and stable organoselenium compound, is a potential

drug to be studied, with in vitro activity, alone and in combination with ITZ, against the three
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main clinical species of Sporothrix spp., including S. brasiliensis (Poester et al., 2018b).
Besides that, (PhSe), deposits in adipose tissue and has hepatoprotective activity, which could
be benefic properties to the sporotrichosis treatment (Nogueira et al., 2003; Wilhelm et al.,
2009; Doleski et al., 2017).

(PhSe), mimics glutathione peroxidases (GPXs) interacting with the thiols group
(Nogueira & Rocha, 2010). Dose-dependent responses are reported in host and fungal cells,
acting as an antioxidant molecule to mammalian cells, and as a pro-oxidant compound to fungal
cells by the generation and accumulation of reactive oxygen species, inducing apoptosis
(Nogueira et al., 2004; Benelli et al., 2021). Although it is considered a janus-faced molecule,
being toxicity or therapeutic effects dose-dependent, a long-term in vivo study in mammalian
model using oral doses of 30 mg/kg (PhSe) (de Bem et al., 2006; 2007), showed low incidence
of adverse effects. Therefore, we aimed to evaluate the (PhSe); alone and its association with
the first-choice drug (itraconazole) in the treatment of sporotrichosis in a murine model infected

by S. brasiliensis and compare it to the treatment with itraconazole.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Drugs and Fungal Isolate
ITZ was obtained commercially (Sporanox®, Janssen-Cilag Pharmaceuticals Inc.,
Beerse, Belgium) and (PhSe), compound (Figure 1) was synthesized by the Chemistry
Department of the Federal University of Santa Maria (UFSM), Brazil (Braga et al., 1997).

Se\
Se

Figure 1. Chemical structure of diphenyl diselenide.

A Sporothrix brasiliensis clinical isolate (M1078), from a feline sporotrichosis case
from Southern Rio Grande do Sul, Brazil, previously identified by molecular method
(Polymerase Chain Reaction - PCR species-specific) (Rodrigues et al., 2014) was used to the
experimental infection. The isolate was stored at the fungal collection of the Mycology Lab
from the Medicine Faculty of Federal University of Rio Grande (FaMed-FURG), Brazil. Prior
to the mice infection, the isolate M1078 was passed through an animal model (BALB/cJ) and

then was re-isolated as a monosporic colony to the inoculum standardization.
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2.2. 8. brasiliensis yeast cells inoculum for experimental infection

The monosporic colony was initially grown in brain-heart-infusion agar slants (BHI)
(Kasvi®, Sao Jos¢ dos Pinhais, PR, Brazil) at 37°C, until complete reversion to the yeast phase.
Then, the total growth (eluted and concentrated) was transferred to 150 mL of BHI broth and
incubated at 37°C for 10 days in a rotary shaker with constant agitation (150 rpm/min). Yeast
cultures were washed three times with phosphate buffered saline (PBS), centrifuged at 800g for
15 min, and finally suspended in sterile PBS. Yeast cells were adjusted using a hemocytometer
to a final concentration of 10° colony-forming units (CFU)/mL. Inoculum viability and
concentration were verified by plating 10-fold dilutions of the yeast cell suspension on PDA
medium immediately after inoculation and determining the number CFUs after 7 days of

incubation at 37°C.

2.3. Subcutaneous infection
We used a modified version of the experimental model of subcutaneous murine
sporotrichosis described by Della Terra et al., 2017. Briefly, all mice were anesthetized with
0.1mg/kg xylazine and 10mg/kg ketamine and the left hind paw was infected with 10 pL of the

inoculum, resulting in final concentration of 107 S. brasiliensis yeasts per animal.

2.4. Experimental Design

Sixty male Specific Pathogen Free (SPF) BALB/cJ mice with a mean weight of 20g (5
to 7 weeks-old) were obtained from Center for Experimental Biological Models of Pontifical
Catholic University of Rio Grande do Sul (CEMBE — PUC/RS). Animals were housed in
temperature-controlled rooms at 22°C, five per cage, in standard boxes with ad libitum access
to food and water.

Mice were divided into six treatment groups with 10 animals each, as follows: G1
control group (placebo); G2 treatment with drug of choice - ITZ (50 mg/kg); G3 to G5 treatment
groups with 1, 5 and 10 mg/kg of (PhSe),, respectively; and G6 receiving ITZ (50mg/kg) and
(PhSe)> 1 mg/kg (in association). All the treatments started seven days post-inoculation (p.i),
after all animals presents sporotrichosis lesion in the footpad. All groups received oral

administration, by gavage, once a day, for 30 days (Figure 2).
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Figure 2. Schematic experimental design to evaluate diphenyl diselenide in the treatment of sporotrichosis. The strategy used
to develop the murine subcutaneous infection and antifungal treatment was represented as a timeline. Yeasts of S. brasiliensis
(5.4 x107 cells) were inoculated by subcutaneously injection in the left hind paw. Daily treatment started in the 7"-day post-
inoculation, once ulcerate lesions were already present in all mice. All treatments were performed by gavage for 30 days and
weekly all the animals were clinical evaluated and weight. tD: treatment day; iD: inoculation day.

Mice were monitored daily to evaluate behavior and physical condition, and to check
for mortality. Weight was weekly measured, and on the 39"-day p.i. (48 h after the end of the
30 days treatments) animals were euthanized with a lethal dose of xylazine and ketamine for

mycological and histopathological evaluation of the organs.

2.5. Analysis

2.5.1. Survival assay and weight loss

All mice were daily observed, and mortality was recorded over the 5 weeks between
infection and the end of the experiment. The percentage of weight loss during the disease
progression was determined by measuring each animal’s weight every week post-inoculation
(5 weeks) and comparing it to the animal’s weight on the day of inoculation.

2.5.2. Clinical evaluation

Weekly all animals were clinically evaluated, and a photography register was
performed. Data regarding their physical condition, the progression of the local lesion in the
site of infection (left hind pad), lymphadenomegaly, clinical deterioration (apathy, ruffled hair,
cachexia), and distribution of the cutaneous lesions along non-contiguous sites were collected.

2.5.3. Mycological analyses

2.5.3.1. CFU Assay

At the necropsy, samples of lungs, liver, brain, kidneys, testicle, and footpad (infection
site) were collected aseptically, weighed, macerated, and homogenized (XFK High speed
homogenizer) in saline solution for mycological analysis. Fungal burden in each organ was

measured by quantitatively CFU. To estimate fungal load in affected organs, the homogenate



62

sample of each organ was plated pure (500 ul) and through serial dilutions (1071, 102, 10-%) (50

ul) onto BHI plates with 50 pg/ml chloramphenicol (Sigma Chemical Co., USA) and incubated

at 30°C for 7 days. After incubation, colonies were counted to determine the CFU per gram of

tissue. Fungal burden was analyzed in internal organs, and in the site of infection (footpad).
2.5.3.2. Histopathological Assay

A sample of liver, lungs, kidneys, brain, and testicle were fixed in 10% buffered
formalin for histopathological analyses. Paraffin-embedded tissue sections (3-pum-thick) were
stained with hematoxylin and eosin (H&E), alcian blue, and periodic acid Schiff (PAS) for
observation by light microscopy using an Olympus BX51 microscope (Tokyo, Japan) equipped
with an Olympus SC100 camera. Tissue injury in histopathology analyses were categorized as
1: presence of granuloma without necrosis; 2: presence of granuloma with necrosis; or 3: non-
organized inflammatory response (incompletely granuloma) with the presence of high amount
of blastoconidia dispersed in the tissue.

2.5.4. Statistics Analysis

For survival assay, data were analyzed by Kaplan-Meier survival plots followed by
long-rank test. The weight loss assay was calculated considering the percentage of loss and/or
increase between the day of infection and the end of the treatment. The results were compared
among groups and analyzed by analysis of variance (ANOVA) followed by post-hoc Tukey.

The CFU/gram of tissue (g) of S. brasiliensis and histopathological results in internal
organs (lung, liver, brain, kidney, and testicle) were compared among the groups using non-
parametric tests, Kruskal-Wallis combined with Mann-Whitney and Cross tab with Chi-square,
respectively. It was included in these analyses (CFU/g or histopathological founds vs groups)
only the animals alive at the end of the experimental period (euthanized).

The correlation between the outcome (death/life: death for animals that died before the
end of treatment; and life for animals that completed the treatment period) and CFU/g internal
organs was analyzed by Spearman’s Rank correlation coefficient. In addition, the outcome
(death/life) was associated to histopathological analysis of internal tissues. These data were
analyzed by Pearson’s chi-square.

A P value <0.05 was considered statistically significant. All analyses were performed

using statistical program SPSS 20.0.
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2.6. Ethics Statement
All procedures were conducted according to the National Institutes of Health Animal and

Care Guidelines and the project was approval by the Animal Use Ethics Committee of the

FURG (process number CEUA-FURG P046/2019).

3. RESULTS

At the beginning of the treatments (7 day p.i.) all animals had the same patterns of
ulcerate and exudative lesions in their left hind paw (inoculation site) (Figure 3). During the
treatment period, it was possible to observe that lesions in other non-contiguous anatomical
sites started to appear within 21 days p.i.. On the 28" day p.i., more than 40% of the animals
showed evident signs of dissemination, such as anorexia, bristly hair, lesions on the forelimb
(18.3%), opposite hind limb (20.4%) and tail (10.5%). On the 35" day p.i., 68% of the animals
had some change in clinical evaluation and/or anorexia and lethargy, independently of the
treatment group. Lesions in the tail had an increase of 41% in the last week of clinical
evaluation.

Mice from the G6 [ITZ + (PhSe), 1mg/kg] were the only ones that at the 28" day p.i.
none lesions in another anatomical site could be detected. At the end of the experiment, 22% of
the animals from G6 [ITZ + (PhSe), Img/kg] had lesions in other non-contiguous anatomical
sites, while this rate was 88% in the group with the treatment of first choice (G2), and 100% in
the Placebo group (G1).
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Figure 3. Mice infected with S. brasiliensis M1078 into the left hind paw. The images shown here correspond to

days 1 to 28 of treatment started after 7 days of infection.
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A similar lost weight pattern (p>0.05) was observed in all groups between the day of
infection and day 0 of treatment (7 day p.i.), however, at the end of the experiment, the two

groups with the highest (PhSe), dosages (G4 and G5) had a significantly higher weight loss
(Table 1).

Table 1. The percentage of weight loss at the end of the experiment expressed as mean and standard
deviation according to the treatment group.

Groups 7th day p.i. During treatment
(% of tD0-iD) (% of tD30-tD0)

G1 — Placebo 10.27 £5.14* 4.59 + 6.42%
G2 - ITZ 50mg/kg 7.69 £3.34* -5.69 + 8.81°

G3 - (PhSe)2 1mg/kg 8.67 +4.25% 2.79 £12.86%
G4 - (PhSe): 5 mg/kg 6.08 £8.52¢ 23.50 £5.29¢

GS - (PhSe): 10 mg/kg 5.92 +4.76* 16.11 £ 10.19%
G6 — ITZ + (PhSe); 1mg/kg 7.69 £7.84* -4.42 + 13.302

Distinct letters denote significative difference between groups in the same column (p<0.05). p.i.: post-infection;

tD: treatment day; iD: inoculation day. ANOVA followed by post-hoc Tukey.

Mortality rate ranged from 10% to 50% of the animals in the groups. Although the G4
[(PhSe), 5 mg/kg] had the highest rate, no significantly difference was observed between groups
(p=0.216) (Figure 4).
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Figure 4. Survival rate of BALB/cJ mice infected with Sporothrix brasiliensis (M1078) yeasts and subjected to one of the
following groups. Kaplan-Meier survival plots followed by long-rank test.

Histopathology of internal organs showed a higher number of the pattern 3 injury
(dispersed yeasts in internal organs with non-organized inflammatory response) from animals
that died during the treatment (outcome: death) in comparison with those alive at the end of the

experiment (p<0.001). In addition, the amount of CFU from internal organs of the animals with
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death as outcome was twice bigger than the CFU of the animals alive at the end of the
experiment (p<0.001). It was possible to observe a moderate to strong correlation of fungal
burden of internal organs and mortality (r = 0.41 to 0.73, p<0.05).

S. brasiliensis colonies were recovered in more than two internal organs from all of the
mice at the end of the treatment, including from the brain of 98% of the animals (59/60).
Although a high amount of fungal burden at the left hind pads (infection site) of mice from all
groups (>10* CFU/g) was observed (p<0.05), we could show a significant fungal burden
reduction recovered from internal organs (liver, lungs, kidneys, brain, and testicle) in the groups
treated with ITZ 50mg/kg and/or treated with (PhSe), 1mg/kg. Both groups treated with these
drugs alone resulted in a minor number of yeasts in internal organs in comparison with the
placebo group (G1) (p<0.05). An even better result in this parameter was obtained in animals
treated with ITZ associated with (PhSe)> Img/kg (G6), with a robust and significant difference
from all other treatment groups (p<0.001) (Figure 5). On the other hand, animals treated with
highest doses of (PhSe). (5 and 10 mg/kg — G4 and G5) did not differed statistically from the
placebo group. Data on CFU per internal organ can be viewed in the supplementary material

(Figure S1).
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Figure 5. Fungal burden (colony-forming units - CFU/g — scale log) of internal organs (lungs, liver, kidneys, brain and
testicle) in the groups evaluated. Distinct letters denote significative difference between groups. Black asterisks
(*p<0.05; **p<0.01 ***p<0.0001) above the plots represent the degree of significance of the groups in relation to
G1 — Placebo. Blue asterisk (***p<0.001) connected with blue line represent the degree of significance of drugs
alone in relation to its association (G6) — ITZ x (PhSe), 1mg/kg. Kruskal-Wallis combined with Mann-whitney.

Histopathological assay of samples from internal organs at the end of the experiment

showed that mature granuloma without necrosis (Pattern 1) was the main pattern of tissue injury
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detected in G2 (ITZ 50mg/kg), G3 [(PhSe). Img/kg], and G6 [ITZ + (PhSe). 1mg/kg]
corresponding to 85.7%, 77.8%, and 75% similar to the rate from placebo group (83.3%). On
the contrary, groups treated with higher doses of (PhSe), (G4 and GS5) showed the pattern 2
(granuloma with necrosis, especially caseous necrosis) and/or pattern 3 (high number of
dispersed yeasts in the tissue without granuloma formation) as the main patterns, corresponding
to a rate of 60% from both groups. This last pattern (without granuloma) was exclusively
detected in G5 [(PhSe), 10 mg/kg], in a total of 27.3% of the animals from this group. A

representative image of the histopathological categorization pattern is shown in figure 6.

Figure 6. Representative images of histopathological pattern of lesions as: (1) robust inflammatory response: granulomatous
pattern with few yeast cells; (2) presence of caseating granuloma; (3) non-organized inflammatory response: well-delimited
area with myriads of infiltrated with a high number of yeasts for a variable number of macrophages without granuloma
formation.
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4. DISCUSSION

Preclinical studies evaluating potential new drugs are recent essential goals for the
treatment of fungal diseases (Sharma et al., 2022). Specifically, regarding zoonotic
sporotrichosis, the search for new drugs is urgent to discover another efficient treatment, or an
improvement in the treatment of choice, which could lead to a shorter period of therapy. This
approach would reduce the abandonment rate of infected cats, contributing to the control of the
disease, impacting areas where the disease is a serious public health problem (Sanchotene et
al., 2015; Poester et al., 2021; Munhoz et al., 2022; Rabello et al., 2022). In this context, our
study is pioneer in shown the use of (PhSe),, an organoselenium compound, in the
sporotrichosis treatment in an inbred murine model, adding data regarding another possible
pharmacological application of this compound, alone or mainly, in association with the drug of
choice.

Robust scientific data showing an antioxidant activity of (PhSe): in in vivo models
argues in favor of its therapeutic potential (Nogueira & Rocha, 2010; Nogueira et al., 2021) and
in vitro results supports its promising activity as anti-S. brasiliensis (Poester et al., 2018b).
Corroborating with these data, the (PhSe), therapeutic scheme proposed at a dosage of 1
mg/kg/day for 30 days showed potential activity against our model of disseminated
experimental sporotrichosis, showing a significative reduction in fungal burden, with the same
effect of the treatment of choice for sporotrichosis (ITZ). In addition, we highlight its beneficial
interaction with itraconazole, since the group treated with these two drugs in association showed
an expressive reduction in fungal load and improvement in clinical parameters compared to the
other groups. This finding is in agreement with the in vitro results described by Poester et al.,
(2018) showing additive or synergistic effect in the interaction between these two compounds.

On the other hand, higher dosages (5 and 10mg/kg) of (PhSe). subchronically used in
our study, had the opposite effect, increasing the clinical manifestation of sporotrichosis, and
mortality rate. Interestingly, these dosages are lower than those already described as safe in the
literature (de Bem et al., 2006; 2007). However, it is well known that the administration route
of the (PhSe)>, dose adjustment and animal model used are pivotal factors that could directly
interfere with the effectiveness or toxicity of this compound (Savegnago et al., 2007; Rosa et
al., 2007; Nogueira & Rocha, 2010; Nogueira et al., 2021). In fact, in vivo data shows that the
interaction of (PhSe), with thiols can dictate either its toxicological or pharmacological
property. Selenium (Se) compounds are considered “Janus compounds”, i.e., double face drug,

in view of its dose-dependent effect: in low doses, it is beneficial, whereas in high doses is
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toxic. The threshold dose for these opposing properties has not yet been established (Nogueira
& Rocha, 2010).

To date, the toxicological implications from acute and chronic exposures to
organoselenium compounds on mammalian models have not been extensively reported in the
literature (Nogueira et al, 2021). Isogenic mice are strongly indicated for studies of infectious
diseases (Sarkar & Heise, 2019) however, most toxicological studies are carried on outbred
animals (Festing, 2010). Thus, we highlight that a fine adjustment in the tested dosages of
(PhSe), is required to use isogenic mice, taking into account the infectious agent (S.
brasiliensis), treatment period and the greater sensitivity of inbred lineages. The effectiveness
of (PhSe), against other infectious diseases (7oxoplasma gondii and Herpes simplex 2) in
inbred mice has been described (Sartori et al., 2016; Doleski et al., 2017), however, these
studies did not employ a period of subchronic to chronic treatment and a high virulence profile
agent.

Similarly to data evidenced by Bhattacharjee et al., (2019), which used 2mg/kg of (PhSe)>
per 28 days in a mice model, in our study we also observed a significant reduction of body
weight jointly a worsening in the other clinical parameters (such as ruffled hair since the first
week of treatment — data no shown) in mice treated with the higher doses of the compound (G4
and GY). It is well known that one of the major characteristics of Se toxicity is the growth
retardation of animals, being one of the best indicators of its toxic effects (Bhattacharjee et al.,
2019). Furthermore, supplementing diets with above-adequate levels of Se can also affect the
immune cell function, since when in excess, their prooxidant properties generate superoxide
damage cellular components (Huang et al., 2012). This immunosuppression mechanism could
be the reason for a higher fungal burden in our groups treated with high dosages of (PhSe)s.

Although the inoculum standardization used in our study to the subcutaneous infection
was based on previous studies (Fernandes et al., 2013; Della Terra et al., 2017; de Almeida et
al., 2018), the severe and disseminated presentation of sporotrichosis reproduced in all of the
mice is a limitation of our study, since neither the group of animals treated with the drug of
choice (itraconazole), neither the potentialized activity with the association of (PhSe) could
recovered (cure) from the disease. In fact, virulence in S. brasiliensis is strain-dependent,
allowing them to disseminate from the subcutaneous site of infection (footpad) to internal
organs (Della Terra et al., 2017).

Furthermore, it is known that the variation in pathogenicity may be due to combination
of factors such as fungal genotype, different mice lineages, route of infection (subcutaneous,

intraperitoneal, or intravenous) and inoculum concentration (Arrillaga-Moncrieff et al., 2009;
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Fernandes et al., 2013; Ishida et al., 2014; Almeida-Paes et al., 2015; Della Terra et al., 2017;
Oliveira et al., 2017; de Almeida et al., 2018; Bonilla et al., 2021; Correa-Moreira et al., 2021).
The S. brasiliensis isolate used in our in vivo model is highly virulent, even had being able to
surpass the blood-brain barrier. It is a feline-derived strain from a hyperendemic area of cat-
transmitted sporotrichosis in the state of Rio Grande do Sul (RS), Southern Brazil (Sanchotene
et al., 2015; Gremido et al., 2017; Poester et al., 2018, Munhoz et al., 2022). Its interestingly to
highlight that strains from this region (RS, Brazil) are associated with different genotype and
with high virulence in comparison with isolates from other hyperendemic areas (Rodrigues et
al., 2013; Della Terra et al., 2017).

In agreement with a restrict number of available preclinical studies on the use of (PhSe)>
as antifungals (Loreto et al., 2012), our results, showing the in vivo efficacy of (PhSe) in the
minor dosage tested, especially when associted with the ITZ, highlight the potential of this
compound to be used in the treatment of sporotrichosis by S. brasiliensis. Since (PhSe), is a
janus-faced compound, further studies to evaluate this compound in an animal model with
fixed/lymphocutaneous presentation of the disease, and to evaluate even lower dosages of this
compound alone or in combination with other antifungals for the treatment of sporotrichosis
are necessary to promote more evidence of its therapeutic characteristics and lead to a better
understanding of its application as an antifungal drug. In view of our promising results, we

suggest that treatment with (PhSe)> may be a future alternative therapy to control sporotrichosis.
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6 CONCLUSOES

A esporotricose segue em forte expansao na regido sul do RS, permanecendo crescente e
expressivo o numero de casos/ano diagnosticados, indicando que apesar da rede de acesso ao
diagnodstico estar bem estabelecida subsidiando dados robustos sobre a casuistica local da
esporotricose nos dois principais municipios da regido Sul para tomada de decisdes em politicas
publicas, acdes efetivas por parte do poder publico dos municipios devem ser fortemente
desenvolvidas para impactarem no controle da doenga.

Casos de esporotricose zoonotica foram descritos pela primeira vez na regido da Grande
Porto Alegre, capital do RS. Um crescimento abrupto de casos diagnosticados nos ultimos anos
do periodo de estudo comprova o carater emergente da doenga na regido metropolitana do
estado do RS.

A partir dos dados levantados nas 7 macrorregides da saude do estado pode-se concluir
que ha ocorréncia de esporotricose em todas as regides do RS, deixando claro que a inexisténcia
de meios de notificacdo e auséncia de agdes governamentais fazem com que a doenca cresca
silenciosamente em todo estado.

Com relacdo ao estudo in vivo, a dosagem de Img/kg/dia de (PhSe), demonstrou a¢do
similar ao farmaco de eleicao (ITZ) para o tratamento da esporotricose, tanto nos parametros
clinicos quanto na redugdo da carga fungica dos 6rgdos internos. J4 as maiores dosagens de
(PhSe)2 (5 e 10mg/kg/dia) empregadas agravaram o quadro clinico e elevaram a carga fingica
dos orgaos internos sugerindo toxicidade.

O (PhSe)> Img/kg/dia quando utilizado em interagdo com o ITZ demonstrou significativa
melhora nos pardmetros clinicos bem como substancial reducao da carga fungica dos 6rgdos
internos, com efeito significativamente melhor ndo somente ao grupo placebo como também
ao grupo do tratamento de elei¢ao (ITZ).

Dada a caracteristica dose-dependente associada ao (PhSe)z, novos estudos com dosagens
menores do composto devem ser considerados a fim de estabelecer seu pleno potencial
terapéutico tanto para ser empregado de forma isolada ou em associacdo com antifungicos

comercialmente disponiveis para o enfrentamento da esporotricose.
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