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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL

Paula Gongalves Viana

Esporotricose é causada por espécies de fungos do complexo Sporothrix schenckii, que
infectam humanos e animais, incluindo os cdes. Desde 1998 vem ocorrendo uma epidemia
desta micose no Rio de Janeiro, acometendo um grande nimero de seres humanos, gatos e
cdes. O principal sinal clinico é a presencga de lesfes cutaneas ulceradas. Nesta epidemia,
apesar dos gatos serem 0s animais mais acometidos, casos caninos tém ocorrido ao longo
dos ultimos 10 anos e pouco se sabe sobre as caracteristicas clinicas, epidemioldgicas e
terapéuticas destes animais. A esporotricose canina € uma doenga pouco descrita no
mundo e a maior série de casos compreende 44 animais provenientes do Rio de Janeiro no
periodo entre 1998 e 2003. Os objetivos deste estudo foram: a) descrever a ocorréncia de
casos caninos diagnosticados com esporotricose no INl/Fiocruz; b) realizar o
georreferenciamento dos enderegos dos cées; c) descrever as apresentacdes clinicas da
esporotricose canina; d) descrever a resposta terapéutica e os efeitos adversos clinicos ao
tratamento antifingico e e) descrever o agente etiolégico envolvido. Foi realizado um estudo
retrospectivo que consistiu na revisdo dos prontuarios médicos dos caes com diagndstico de
esporotricose, por meio de isolamento do Sporothrix sp. em cultivo, assistidos no INI/
Fiocruz no periodo de 2004-2014. Foram incluidos nesse estudo 203 cdes, na sua maioria
machos, idosos, sem raca definida, residentes no municipio do Rio de Janeiro, em bom
estado geral e que tiveram contato com gato. A forma clinica cuténea fixa foi a mais
observada, assim como as Ulceras foram as lesdes mais frequentes. A mucosa nasal foi o
local mais acometido. Os sinais extracutaneos estavam presentes na maioria dos caninos,
sendo a linfadenomegalia regional e 0 espirro com secre¢do nasal os mais frequentes. Os
cdes receberam diferentes esquemas terapéuticos, principalmente monoterapia com
cetoconazol e itraconazol. A cura clinica ocorreu em cerca de 50% dos casos, porém houve
um alto indice de perda de seguimento terapéutico. Os efeitos adversos foram observados
nos caes que fizeram uso de cetoconazol. Os animais que iniciaram o tratamento antifangico
mais precocemente tiveram um tempo de tratamento até a cura clinica menor em relacdo
aos que iniciaram tardiamente. Os caes cujo tratamento foi regular obtiveram a cura clinica
em menor tempo. NOs casos que apresentaram sinais respiratorios observou-se um tempo
de tratamento maior até a cura clinica. O agente etioldgico caracterizado nos isolados de 10
animais foi Sporothrix brasiliensis. A partir dos resultados obtidos podemos concluir que: a
ocorréncia de casos de esporotricose canina descrita nesse estudo representa a maior
casuistica mundial dessa micose nesta espécie animal; o tratamento com itraconazol foi
mais efetivo e seguro em relacdo ao cetoconazol; o gato foi a principal fonte de infeccao do
Sporothrix sp. para 0os caninos e o0 S. brasiliensis parece ser o agente etiolégico mais
comum da esporotricose canina no Rio de Janeiro ja que foi a Unica espécie caracterizada
nos animais.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN TROPICAL MEDICINE

Paula Gongalves Viana

Sporotrichosis is caused by species of fungus from the Sporothrix schenckii complex and
affects humans and animals, including dogs. Since 1998, a sporotrichosis epidemic has been
described in Rio de Janeiro, involving a large number of cases in humans, cats and dogs.
Ulcerated cutaneous lesions are the main clinical sign of sporotrichosis. Although cats are
the most affected species within the actual epidemic, cases of canine sporotrichosis have
been occurring for the past ten years. However, little is known so far concerning the clinical,
epidemiological and therapeutic profiles of sick dogs. Canine sporotrichosis is seldom
reported worldwide and the largest series of cases comprised 44 dogs from Rio de Janeiro in
the period from 1998 to 2003. The aims of this study were: a) to describe the occurrence of
canine cases of sporotrichosis, diagnosed at INI/Fiocruz; b) to georeference the canine
cases; ¢) to describe clinical presentation of canine sporotrichosis; d) to describe treatment
response to antifungal therapy and its clinical adverse effects e) to describe the causative
agent involved in the canine cases. A retrospective study was carried out comprising the
review of medical records of dogs with sporotrichosis confirmed by isolation of Sporothrix sp.
in culture, seen at INI/Fiocruz within the period from 2004 to 2014. Two hundred and three
dogs were included in this study. Most of them were male, elder and mixed-breed dogs from
the city of Rio de Janeiro. They had good general condition and with a history of contact with
cats. The most frequent clinical presentation was the mucosal form and the nasal mucosa
was the most affected site. Extracutaneous signs were observed in most of cases and
regional lymphadenopathy and sneezes with nasal secretion were the most frequent. The
dogs were treated under different therapeutic regimens, especially monotherapy with
ketoconazole and itraconazole. Clinical cure was observed in around 50% of the cases,
however, a high percentage of follow up loss was observed. Adverse effects were described
in dogs treated with ketoconazole. In dogs in which the outset of antifungal treatment was
earlier, the time required until clinical cure was shorter compared with those in which
treatment started later. In dogs under regular treatment, clinical cure was obtained in a
shorter time. In cases in which respiratory signs were observed, the treatment until clinical
cure was longer. The isolated species of Sporothrix from ten canine samples was S.
brasiliensis. Based on these findings, we conclude: the casuistic of canine sporotrichosis
herein described is the major ever reported; treatment with itraconazole was safe and the
most effective; cats were probably the main source of Sporothrix sp. to dogs and S.
brasiliensis seems to be the main causative species of canine sporotrichosis in Rio de
Janeiro.
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1 INTRODUCAO

1.1 Histoérico

Em 1898, Benjamin Schenck, médico do Hospital John Hopkins em Baltimore,
Estados Unidos, descreveu o primeiro caso de esporotricose humana em um
paciente do sexo masculino, que apresentava um abscesso em dedo com linfangite
nodular em antebraco. O isolamento do fungo foi realizado pelo micologista Erwin F.
Smith, que identificou o fungo como pertencente ao género Sporothrichum (Schenck,
1898).

O segundo relato de caso foi descrito em 1900, por Hektoen e Perkins,
também nos Estados Unidos, em Chicago. Este paciente era um menino que
apresentava lesdo no dedo apds trauma com um martelo. Apos o isolamento do
fungo, os autores denominaram o agente como Sporothrix schenckii (Hektoen e
Perkins, 1900).

Em 1903, os primeiros casos humanos na Europa, foram descritos na Franca
por De Beurmann e Ramond, e o fungo isolado das lesbes dos pacientes foi
denominado Sporothrichum beurmanni por Matruchot e Ramond em 1905 (Rippon,
1988).

Entre 1903 e 1912, De Beurmann e Gougerot (1912) relataram mais de 200
casos da doenca e descreveram as principais formas clinicas e a terapéutica da
esporotricose.

Lutz e Splendore (1907) descreveram o primeiro caso humano de
esporotricose no Brasil, em Sdo Paulo. Descreveram a primeira infeccdo natural
animal em ratos e a possibilidade de infeccdo humana por mordidas destes animais
foi considerada.

Matruchot (1910) descreveu novamente 0 microrganismo, homeando-o como
Sporotrichum schenckii. Esta nomenclatura foi utilizada erroneamente até a década
de 1960, quando um estudo propds diferencas na conidiogénese entre 0s géneros
Sporothrix e Sporotrichum, sugerindo entdo que o nome correto do agente causador

da esporotricose fosse Sporothrix schenckii (Charmichael, 1962).
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No Rio de Janeiro, Terra e Rabelo (1912) descreveram 0 primeiro caso
humano de esporotricose (Donadel et al., 1993), e Le&o e colaboradores (1934), o
primeiro relato de esporotricose animal em uma mula.

A susceptibilidade de gatos a infeccdo por S. schenckii foi demonstrada
experimentalmente no inicio do século passado (De Beurmann et al., 1909). No
entanto, a primeira citacdo da doeng¢a naturalmente adquirida em gatos foi feita por
Singer e Muncie (1952) em Nova York, nos Estados Unidos. No Brasil, o primeiro
relato de esporotricose felina foi descrito em 1956, em Sdo Paulo (Freitas et al.,
1956).

Em 1915 foi descrito por Meyer, na Franca, o primeiro caso de esporotricose
canina e em 1957 e 1964 foram descritos 0s primeiros casos de esporotricose
canina no Brasil, sendo estes provenientes de Recife, Rio Grande do Sul e Sédo
Paulo (Souza, 1957; Migliano et al., 1963; Londero et al., 1964). At¢é o momento,
poucos estudos sobre esporotricose canina foram publicados, e na sua maioria em
forma de relato de caso (Moriello et al., 1988; Sykes et al., 2001; Bernstein et al.,
2007; Cafarchia et al., 2007; Madrid et al., 2007; Whittemore e Webb, 2007; Crothers
et al., 2009; Filgueira, 2009; Madrid et al., 2012; Rossi et al., 2013; Guterres et al.,
2014)

Schubach e colaboradores (2006) descreveram a maior casuistica de
esporotricose canina até o momento, no qual os autores relataram a ocorréncia
dessa micose em 44 cédes provenientes da regido metropolitana do Rio de Janeiro
em um periodo de cinco anos (1998-2003). Desde entdo, o Instituto Nacional de
Infectologia Evandro Chagas (INI), unidade da Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz),
Rio de Janeiro, vem diagnosticando um grande numero de casos humanos e
animais dessa micose no Rio de Janeiro (Schubach et al., 2004a; Schubach et al,
2006; Barros et al., 2011; Silva et al, 2012; Gremiao et al, 2015).

1.2 Complexo Sporothrix schenckii

Esporotricose € uma micose subaguda ou crbnica causada por fungos
termodimorficos do género Sporothrix (Rippon, 1988).
Espécies do género Sporothrix sdo encontradas em plantas e matéria vegetal

em decomposicdo. A distribuicdo geografica € universal, apresentando predilecao
17



por climas temperados e tropicais (Rippon, 1988). Sporothrix spp. na natureza ou em
meio de cultura a 25°C, cresce na forma filamentosa; enquanto que em parasitismo
ou em meio de cultura a 37°C, encontra-se na fase leveduriforme (Kwon-Chung e
Bennet, 1992). As colbnias filamentosas de Sporothrix spp. em cultura variam em
sua morfologia, em agar Sabouraud glicose a 25°C, ap0s trés a cinco dias de
crescimento, geralmente apresentam textura lisa e coloragcdo branca acinzentada,
porém, com o passar do tempo, as col6nias tornam-se mais escurecidas na periferia.
A micromorfologia da forma filamentosa revela varias hifas hialinas finas e septadas,
associadas a conidios ovoides e soltos, algumas vezes agrupados em conidioforos
terminais, conferindo-lhes o aspecto de “margarida” e também a conidios deméaceos
gue podem ser encontrados dispostos ao longo de toda a hifa. Em meio de infusédo
de cérebro e coracdo (BHI) a 37°C ocorre a conversao para fase leveduriforme e
observam-se colénias lisas e uUmidas, de consisténcia cremosa, superficie
esbranquicada. Microscopicamente, observam-se células fungicas redondas, ovais
ou em forma de naveta. A aeracao, tensdo de CO2, fonte de carbono e pH também
tém importancia na conversao da forma filamentosa para leveduriforme (Rippon,
1988).

Historicamente, a esporotricose tem sido atribuida a uma Unica espécie,
Sporothrix schenckii (Barros et al. 2011). Entretanto, estudos moleculares com base
nas analises da sequéncia parcial dos genes de quitina sintase, R-tubulina e
calmodulina demonstraram que o S. schenckii constitui um complexo de seis
espécies, discriminadas filogeneticamente, como S. schenckii sensu stricto (s.str), S.
brasiliensis, S. globosa, S. mexicana, S. pallida e S. luriei (Marimon et al., 2006;
Marimon et al., 2007; Marimon et al., 2008; Oliveira et al., 2014a).

Sporothrix schenckii sensu stricto apresenta uma distribuicdo mundial, tendo
sido relatados casos em seres humanos e animais no continente Americano
(Estados Unidos, Brasil, Peru, Argentina, Venezuela, Colémbia, Bolivia, Guatemala
e México), Europa (Franca, ltalia, e Reino Unido), Africa do Sul e Asia (Jap&o)
(Marimon et al., 2007; Madrid et al., 2009; Oliveira et al., 2011b; Romeo et al., 2011).
Um estudo realizado no Rio de Janeiro isolou S. schenckii sensu stricto de cinco
pacientes humanos, aos quais um pertencia a regido metropolitana do Rio de
Janeiro e os outros quatro a regides rurais, sugerindo que S. schenckii possa circular
em menor propor¢ao pela area endémica, quando comparado ao S. brasiliensis
(Almeida-Paes et al., 2014). Poucos estudos sobre isolamento de S. schenckii em

solo no Brasil foram descritos, porém Rodrigues e colaboradores (2014) realizaram o
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isolamento desta espécie de tocas de tatus, nos municipios de Botucatu e Manduri,
localizados no estado de S&ao Paulo.

Sporothrix schenckii sensu stricto € considerada a segunda espécie mais
patogénica do complexo (Arrillaga-Moncrieff et al., 2009). Com relacdo aos estudos
fisioloégicos, no geral a temperatura Otima de crescimento € em torno de 30°C
(Marimon et al., 2007). Alguns carboidratos podem ser assimilados por S. schenckii
sensu stricto, como glicose, frutose, manose e celobiose. No entanto, s&o
observadas variacbes na assimilacdo de sacarose, arabinose, amido, rafinose e
ribitol (Ghosh et al., 2002; Marimon et al., 2007; Oliveira et al., 2011b; Barros et al.,
2011).

Sporothrix brasiliensis € a espécie mais frequente relacionada a epidemia
zoonodtica da esporotricose no Rio de Janeiro (Oliveira et al. 2011b). Até o momento,
essa espécie foi isolada exclusivamente no Brasil (Rodrigues et al., 2013b; Sasaki et
al., 2014), sendo o agente etiolégico mais prevalente da esporotricose humana e
animal no pais (Rodrigues et al., 2013b). E a espécie mais virulenta do complexo S.
schenckii, sendo o agente etiolégico incriminado na epidemia de esporotricose no
sudeste do Brasil (Ishida et al, 2014).

E importante ressaltar que S. brasiliensis foi identificada em amostras clinicas
dos casos mais graves de esporotricose humana relatados no Brasil nos ultimos
anos (Silva-Vergara et al. 2012; Orofino-Costa et al. 2013). Almeida-Paes e
colaboradores (2014) demonstraram, em humanos, que algumas manifestacfes
clinicas incomuns da esporotricose, como infeccdo disseminada em pacientes
imunocompetentes e reacdo de hipersensibilidade, sdo associadas a S. brasiliensis.
Essa espécie tem sido descrita como uma espécie emergente, altamente patogénica
para humanos e animais (Marimon et al., 2007; Arrillaga-Moncrieff et al., 2009;
Oliveira et al., 2011b; Silva-Vergara et al., 2012; Rodrigues et al., 2013a).

Poucos estudos foram realizados para a caracterizacdo de espécies do
complexo S. schenckii em animais no Brasil. Até o momento, foi realizada a
caracterizagao de 87 isolados felinos, provenientes do Rio de Janeiro, Rio Grande
do Sul, Parana, Sdo Paulo e Minas Gerais e Espirito Santo, como S. brasiliensis.
Entretanto, apenas dois isolados caninos foram caracterizados como S. brasiliensis
provenientes do Rio Grande do Sul e Sao Paulo (Oliveira et al., 2011a; Oliveira et
al., 2013a; Rodrigues et al., 2013a; Montenegro et al., 2014).

Os isolados de S. brasiliensis apresentam temperatura 6tima de crescimento

entre 30°C e 35°C e néo sdo capazes de assimilar tanto a sacarose como a rafinose,
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porém assimilam o ribitol (Marimon et al., 2007; Oliveira et al., 2011b). De acordo
com Oliveira e colaboradores (2011b), em algumas colénias podem ser encontrados
conidios em formato triangular, o que parecia ser uma caracteristica apenas do S.
schenckii.

Sporothrix globosa é uma espécie com distribuicdo mundial, apresentando
relatos de caso do seu isolamento apenas em humanos no Reino Unido, Espanha,
Italia, EUA, China, Jap&o e India (Marimon et al., 2007; Madrid et al., 2009; Yu et al.,
2013; Liu et al., 2014), no México, Guatemala e Coldombia (Madrid et al., 2009).
Recentemente em Portugal, foi relatado o primeiro caso autdctone no pais (Oliveira
et al., 2014b). No Brasil, cinco casos foram descritos, sendo um caso no estado do
Rio de Janeiro (Oliveira et al., 2010), trés nos estados de Minas Gerais, Ceara e
Goias (Rodrigues et al., 2013b) e dois casos no Espirito Santo (Oliveira et al., 2013a;
Araujo, et al., 2015).

Cepas relacionadas com essa espécie ndo crescem bem a 37°C, podendo
necessitar de temperaturas mais baixas para conversao a fase leveduriforme e néo
apresentam conidios pigmentados. (Marimon et al., 2007; Arrillaga-Moncrieff et al.,
2009). Além disso, um estudo realizado considerou as cepas de S. globosa como
nao virulentas em camundongos (Arrillaga-Moncrieff et al., 2009). Foi demonstrado
em estudos fisioldgicos, que cepas classificadas como S. globosa ndo fazem
assimilacdo da rafinose, porém fazem do ribitol, dextrose e principalmente da
sacarose, sendo uma caracteristica fisiologica tipica de cepas desta espécie
(Marimon et al., 2007; Oliveira et al., 2010).

Acreditava-se inicialmente que S. mexicana era uma espécie limitada ao
México (Marimon et al. 2007), sendo esta considerada por alguns autores como a
mais incomum das espécies do complexo S. schenckii (Rodrigues et al., 2013b).
Entretanto essa espécie foi isolada, em solo na Australia, de um caso de infec¢éo
humana em Portugal e mais recentemente de trés casos humanos descritos no
Brasil, além de plantas no México (Marimon et al., 2007; Dias et al., 2011; Rodrigues
et al., 2013b). Apresenta temperatura 6tima de crescimento entre 20°C e 35°C e tem
a capacidade de assimilar sacarose, rafinose e ribitol (Marimon et al., 2007).

Sporothrix pallida é uma espécie encontrada no ambiente, e considerada nao
patogénica. Analises filogenéticas de isolados de S. albicans, S. pallida e S. nivea
revelaram semelhancas significativas entre eles, propondo que estejam
estreitamente relacionadas, sendo classificados todos como S. pallida (De Meyer et

al., 2008; Romeo et al., 2011). Apesar de ser considerada ndo patogénica, Morrison
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e colaboradores (2013) descreveram um caso de ceratite fangica causada por essa
espécie, em uma paciente humana, proveniente de Atlanta, nos Estados Unidos.
Dos poucos estudos realizados com animais com relacdo a caracterizacdo de
espécies, Oliveira e colaboradores (2011a) caracterizaram um isolado de um gato
com esporotricose como S. albicans. Essa espécie apresenta temperatura 6tima de
crescimento entre 20°C e 35°C, nao assimila a rafinose e assimila a sacarose. Como
caracteristicas morfolégicas, suas colbnias normalmente s&o desprovidas de
pigmentacdo, microscopicamente apresentam conidios hialinos, sendo uma
caracteristica tipica das cepas de S. pallida (Marimon et al., 2007).

Sporothrix luriei era anteriormente chamada de Sporothrix schenckii var. luriei.
Apés estudos, essa denominacgdo foi alterada, por meio de analises filogenéticas,
quando foi demonstrada uma clara distincdo genética entre S. luriei e as demais
espécies do complexo (Marimon et al., 2008). Sendo considerada uma espécie
clinica rara, foi isolada na Africa do Sul (Marimon et al., 2008), india (Padhye et al.,
1992) e em um caso de esporotricose canina no Brasil (Oliveira et al., 2011a).
Apresenta temperatura 6tima de crescimento a 30°C e inibicdo do crescimento a
40°C, com a velocidade do crescimento mais rapida a 35°C e 37°C. Quanto a
assimilacdo de carboidratos, esta espécie € capaz de assimilar o ribitol, porém a
sacarose e a rafinose nao sédo assimiladas (Marimon et al., 2008). O tamanho da
levedura de S. luriei demonstrou ser maior do que a das demais espécies. Esses
organismos “in vivo” formam células globosas com parede fina (1,6 até 4,8 x 1,6 até
6,9um) que se reproduzem por brotamento e células globosas com parede fina (11,7
até 18,7 x 14 até 23,4 um) que se reproduzem por septacdo ou por brotamento
simples ou multiplo (Rippon, 1988).

Sporothrix chilensis foi descrita recentemente no Chile por Rodrigues e
colaboradores (2015). Essa espécie foi identificada de isolados provenientes do

ambiente e esporotricose humana.

1.3 Caracterizacdo das espécies do complexo Sporothrix

As espécies do complexo Sporothrix sdo semelhantes macroscopicamente,
independente do meio em que sejam cultivadas e microscopicamente apresentam
poucas diferencas (Marimon et al., 2007). Para a definicdo das espécies, sao

utilizados dois tipos de caracterizacdo, a fenotipica (morfolégica e fisioldgica) e a
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caracterizacdo baseada em técnicas moleculares (Marimon et al., 2006; Marimon et
al., 2007).

Para a caracterizacdo fenotipica das espécies do complexo Sporothrix sao
realizadas técnicas como o sub-cultivo em agar batata dextrose (PDA), agar farinha
de milho (CMA) e em agar aveia, para confirmar as caracteristicas macroscopicas e
determinar as caracteristicas microscopicas (Marimon et al., 2007). Para estudos
fisiolégicos s@o avaliadas as taxas de crescimento em varias temperaturas (20°C,
25°C, 30°C, 35°C, 37°C e 40°C) em meio PDA, e séo aplicados testes como o de
assimilacdo de carboidratos (sacarose, rafinose, ribitol, dentre outros) utilizando
meio de cultura Yeast Nitrogen Base — YNB (Marimon et al., 2007). A presenca de
urease, producdo de acido, liguefacdo de gelatina, tolerdncia ao NaCl, MgClz e
cicloheximida e a formacdo de polissacarideo extracelular sdo outros testes
fisiolégicos que podem ser realizados (Marimon et al., 2007). Todas as espécies
apresentam como temperatura boa para o crescimento entre 20°C e 30°C, né&o
havendo crescimento in vitro a 40°C. Porém, a temperatura maxima varia de acordo
com o local de origem dos isolados (Marimon et al., 2007; Marimon et al., 2008).

Macromorfologicamente, as colbnias filamentosas de Sporothrix spp. em
cultura variam em sua morfologia. Entretanto, em agar Sabouraud glicose a 25°C,
apos trés a cinco dias de crescimento, geralmente apresentam textura lisa e
coloracdo branca acinzentada e com o passar do tempo, as coldnias tornam-se mais
escurecidas (Barros et al.,, 2011). Porém, algumas cepas produzem colbnias
escurecidas desde o inicio do crescimento (Almeida-Paes et al., 2009). A 37°C, o
fungo faz a converséo para a fase leveduriforme, na qual se observam colonias lisas
e Umidas, de consisténcia cremosa e coloracédo esbranquicada (Barros et al., 2011).

A micromorfologia da forma filamentosa possui varias hifas hialinas, finas e
septadas, associadas a conidios ovoides e soltos, algumas vezes agrupados em
conidioforos terminais, conferindo-lhes o aspecto de “margarida” e também ha
conidios demaceos que podem ser encontrados dispostos ao longo de toda a hifa. O
tamanho e a forma dos conidios demaceos podem variar entre as espécies do
complexo Sporothrix (Marimon et al.,, 2007). Microscopicamente, as células
leveduriformes apresentam-se em varios tamanhos e formas. Observam-se
estruturas redondas, ovais ou em forma de naveta, com brotamento em formato de
charuto (Barros et al., 2011).

Apesar das espécies do género Sporothrix apresentarem algumas diferencas

em sua morfologia e fisiologia, ndo se pode considerar apenas a caracterizacao
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fenotipica, sendo necesséaria a realizacdo de técnicas moleculares para a
identificagdo das espécies (Oliveira et al., 2011b). Para a caracterizacdo molecular
de espécies utiliza-se a extracdo, amplificacdo e sequenciamento do DNA dos
isolados (Marimon et al., 2007; Rodrigues et al., 2013a; Rodrigues et al., 2013b)
através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). As técnicas que permitem a
diferenciacdo entre as espécies sdo: 0 sequenciamento parcial dos genes da CAL,
Btub, CHS, ITS e a PCR T3B fingerprinting (Oliveira et al., 2014a). Essas técnicas
geram diferentes bandas para as espécies S. brasiliensis, S. schenckii, S. mexicana
e S. globosa permitindo assim a diferenciacdo, havendo 100% de correlagdo com o
sequenciamento parcial do gene da calmodulina (Oliveira et al., 2012), que é
considerado o padrdo de referéncia para identificacdo molecular de espécies do
género Sporothrix.

Por meio do niumero de casos publicados em comparacdo com a estimativa
da distribuicdo molecular das espécies, foi observada a predominancia de
determinadas espécies nas principais areas endémicas. A Asia apresentou
predominancia de S. globosa, Australia e Africa do Sul, América do Norte, América
Central e parte ocidental da América do Sul com S. schenckii e o sudeste da
América do Sul com S. brasiliensis. Os casos relacionados a S. mexicana e S. luriei
sdo raros dificultando essa andlise (Zhang et al., 2015).

Até o momento, poucos estudos realizaram a caracterizacdo de isolados
caninos de Sporotrhrix sp. a nivel de espécie. Oliveira e colaboradores (2011a)
realizaram técnicas fenotipicas e moleculares de um isolado canino proveniente do
Rio Grande do Sul que foi caracterizada como S. luriei. Outro estudo caracterizou
dois isolados caninos provenientes do Rio de Janeiro como S. brasiliensis
(Rodrigues et al., 2013a). Entretanto, a associacdo com as caracteristicas clinicas e

epidemiologicas dos cées néo foi realizada em nenhum destes estudos.

1.4 Esporotricose

A esporotricose € uma micose subcutanea que acomete seres humanos e
animais (Rippon,1988). E uma doenca de carater subagudo a cronico, geralmente
limitada a pele e ao tecido subcutaneo, embora possa tornar-se disseminada (Kwon-

Chung e Bennet, 1992). A infeccao geralmente ocorre pela inoculacéo traumatica do
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Sporothrix sp. proveniente do solo ou matéria vegetal contaminada ou por meio da
transmisséo zoondtica, principalmente pela arranhadura, mordedura ou contato com
exsudato das lesdes cutaneas de gatos doentes (Barros et al. 2011).

A transmissdo zoonotica da esporotricose vem sendo relatada no Brasil nas
duas ultimas décadas, especialmente na regido metropolitana do Rio de Janeiro
(Marques et al., 1993; Barros et al., 2001; Barros et al., 2004; Schubach et al., 2008;
Madrid et al., 2009; Barros et al., 2010; Barros et al., 2011, Silva et al., 2012; Freitas
et al., 2014). Os gatos sdo 0s principais animais envolvidos na transmissédo do
Sporothrix sp. para o ser humano (Barros et al., 2008) e para os caes (Schubach et
al., 2006).

Em virtude da elevada quantidade de leveduras encontradas nas lesdes dos
gatos doentes, autores acreditam que 0s gatos sdo 0s Unicos animais que
apresentam um potencial zoonoético importante (Read e Sperling, 1982; Taboada,
2000). O isolamento de S. schenckii proveniente das cavidades nasal e oral,
fragmentos de unhas, exsudato de lesdes cutaneas e mucosas, 6rgaos internos e
sangue de gatos (Schubach et al., 2001; Schubach et al., 2003a; Schubach et al.,
2003b; Schubach et al., 2004a; Schubach et al., 2004b), associado aos relatos de
casos humanos de esporotricose (Schubach et al., 2008), demonstram a importancia
do gato como fonte de infec¢cdo desse fungo (Barros et al., 2004).

1.5 Aspectos epidemioldgicos

A esporotricose apresenta distribuicdo geografica mundial, apesar de
apresentar altas prevaléncias em regifes de clima tropical e subtropical iumido. No
inicio do ultimo século era uma doenca descrita na Franca, entretanto, nos ultimos
anos é descrita esporadicamente na Europa (Barros et al., 2011). Ja foram relatados
casos de esporotricose humana no sudoeste da Australia, onde alguns casos tém
sido identificados ocasionalmente (Feeney et al., 2007). Nos Estados Unidos, a
incidéncia da doenca € baixa (Barros et al., 2011). Devido a predilecdo do fungo por
climas tropicais e subtropicais, a maior incidéncia da doenca apresenta-se no
continente americano, paises asiaticos e Australia (L6épez-Romero et al., 2011),
sendo as principais areas endémicas Japao, China, Malasia, india, México, Africa do

Sul e paises da América do Sul como Uruguai, Peru (Civila et al., 2004; Macoleta-
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Ruiz et al.,, 2006; Mehta et al., 2007; Barros et al., 2008; Kovarik et al., 2008;
Takenada et al., 2009; Barros et al., 2011; Lépez-Romero et al., 2011; Song et al.,
2013; Chakrabarti et al., 2015) e principalmente o Brasil (Schubach et al., 2008; Silva
et al., 2012; Gremiao et al, 2015).

Epidemias de esporotricose ocorrendo em amplas areas geograficas ou
elevado numero de casos sao raras e geralmente estéo relacionadas a uma fonte de
infeccdo comum no ambiente (Bustamante e Campos, 2004). A primeira epidemia
de esporotricose humana ocorreu na Africa do Sul na década de 1940, quando mais
de 3.000 trabalhadores de uma mina de ouro, foram infectados pelo fungo, que foi
isolado da madeira de sustentacdo dos tlneis das minas (Helm e Bermam, 1947;
Quintal, 2000). A maior epidemia de esporotricose humana descrita nos Estados
Unidos ocorreu na década de 1980, na qual 84 trabalhadores de 15 estados
adquiriram a doenca ao participar de um programa de reflorestamento, sendo esses
casos relacionados ao contato com um tipo de musgo contaminado com S. schenckii
(Coles et al., 1992).

Segundo Zhang e colaboradores (2015) as regides geograficas mais
endémicas sdo China, Africa do Sul e Brasil, sendo que este Ultimo apresenta o
maior nimero de casos de esporotricose humana e animal. Davies e Troy (1996)
descreveram 48 casos de esporotricose felina durante um periodo de 40 anos, nos
Estado Unidos. Alguns anos depois, Crothers e colaboradores (2009) realizaram um
estudo retrospectivo entre 1987 e 2007, onde descreveram quatro casos caninos e
14 casos felinos provenientes do nordeste da Califérnia e no Brasil, Madrid e
colaboradores (2012) descreveram em um periodo de 10 anos, 11 casos caninos e
92 casos felinos no Rio Grande do Sul.

No Brasil, a maior série de casos da doenca incluia oito casos felinos (Freitas
et al., 1965), até a descricdo de 44 cdes e 347 gatos provenientes do Rio de Janeiro
(Schubach et al., 2004a; Schubach et al., 2006). Esta epidemia de esporotricose
estd em curso no Rio de Janeiro desde 1998, sendo a primeira sob a forma de
zoonose encontrada na literatura (Freitas et al., 2014). Essa micose € um problema
de saude publica no estado, devido ao aumento do nimero de casos humanos,
felinos e caninos nos ultimos 17 anos (Barros et al. 2010; Pereira et al. 2014). No
periodo de 1987 a 2013, aproximadamente 3.618 casos humanos (Freitas et al.,
2014), 3.804 casos felinos, no periodo de 1998 a 2011 e aproximadamente 120
casos caninos, no periodo de 1998 a 2009 foram diagnosticados no INI/Fiocruz
(Barros et al., 2010; Pereira et al., 2014; Gremido et al., 2015). No Rio de Janeiro a

25



principal fonte de infeccdo do Sporothrix para seres humanos e animais é o gato
doente (Barros et al. 2011).

A esporotricose canina e felina tem sido registrada em outros estados do
Brasil ao longo dos ultimos 20 anos, especialmente no Rio Grande do Sul (Nobre et
al, 2001; Oliveira et al., 2011a; Madrid et al., 2012) e Sdo Paulo (Larsson et al.,
1989; Rodrigues et al., 2013a; Rossi et al., 2013; Montenegro et al., 2014). No
entanto, até o momento, 0 numero de casos descritos nos dois maiores estudos
nestes estados, sao inferiores ao que é descrito no Rio de Janeiro, destacando a
gravidade da situacao epidemioldgica nessa regiao (Pereira et al., 2014).

A esporotricose ndo é uma doenca de notificacdo compulséria na maioria dos
paises, sendo assim as informacfes sobre a incidéncia da doenca ndo sao
conhecidas e estdo limitadas aos dados gerados por publicacdes cientificas (Barros
et al.,, 2011). No Brasil os casos humanos, passaram a ser de notificacao
compulsoria em 2013, através da resolucao SES n° 674 de 12 de junho de 2013 e os
casos caninos e felinos no ano de 2014, através da portaria GM/MS n° 1.271 de 6 de
junho de 2014, no artigo 2°, paragrafo IV.

Silva e colaboradores (2012) relataram que o numero de casos da epidemia
no estado do Rio de Janeiro ultrapassou os cerca de 3.000 casos descritos na
década de 1940 na Africa do Sul, uma vez que foi observado um aumento de
126,6% em relacdo a totalidade dos casos em onze anos de estudo, 0 que entédo
caracteriza esta endemia como a maior endemia mundial.

A analise de dados epidemiol6gicos e socioambientais demonstrou que a
epidemia de esporotricose no Rio de Janeiro apresenta um perfil caracteristico. Além
da distribuicdo pela regido metropolitana do Rio de Janeiro, a epidemia ocorre
principalmente em regiées com baixo nivel socioeconémico ambientais (Barros et al.,
2010), além da presenca do gato (Silva et al., 2012). N&o foi relacionada ao nivel de
escolaridade, mas influenciada pelos habitos e estilos de vida da populacao (Silva et
al., 2012). No Brasil, em especial no estado do Rio de Janeiro, o grupo de risco para
aquisicao da esporotricose sdo mulheres acima de 40 anos, donas de casa e que
cuidam de gatos com esporotricose. (Barros et al., 2008; Schubach et al., 2008).
Algumas profissbes sdo consideradas como grupo de risco ocupacional, como
agricultores, floricultores, jardineiros, mineiros, fazendeiros e outras que apresentem
facilidade de exposicdo ao fungo (Rippon, 1988). Posteriormente foram incluidos

nesse grupo os médicos veterinarios (Barros et al. 2004; Yegneswaran et al., 2009).
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1.6 Esporotricose felina

Geralmente, os gatos adquirem a infeccdo, quando ocorre a inoculacdo do
Sporothrix sp. através da pele, principalmente apos trauma decorrente de
arranhadura e mordedura durante brigas com outros gatos com esporotricose. A
infeccdo pode ocorrer também por meio do contato corporal com gatos com
esporotricose e/ou contato com ambiente contaminado com Sporothrix sp. Em gatos
a infec¢do pode iniciar de forma subclinica e evoluir para lesdes cutaneas mdultiplas
e comprometimento sistémico fatal, associado ou ndo a presenca de sinais
extracutaneos (Schubach et al., 2004a).

Os gatos podem apresentar mais de uma forma da doenca
concomitantemente. Em alguns casos a esporotricose felina assemelha-se a forma
disseminada da doenca em seres humanos imunocomprometidos (Schubach et al.,
2004a). No entanto, formas graves da esporotricose felina ocorrem
independentemente de fatores imunossupressores. Em gatos com esporotricose, co-
infectados ou ndo, com os virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV) ou da Leucemia
Felina (FeLV), ndo foram observadas, até o momento, diferengas significativas na
resposta terapéutica (Schubach et al., 2004a; Pereira et al., 2010).

As lesdes cutaneas mais frequentes em gatos sédo nddulos, gomas e Ulceras
(Scott et al., 1996). A maioria dessas lesdes esta localizada na cabeca,
extremidades dos membros e cauda (Rosser e Dunstan, 2006). Linfadenite,
linfangite nodular ascendente e lesbes mucosas podem estar presentes nos gatos
com esporotricose. Febre, desidratacéo, perda de peso e anorexia também podem
ser observadas (Schubach et al., 2004a). A presenca de sinais respiratorios €&
frequente em gatos com esporotricose, principalmente os espirros, que podem estar
associados a lesdes localizadas na regido nasal, inclusive em mucosa (Schubach et
al., 2004a).

1.7 Esporotricose canina

Estudos que envolvam a esporotricose canina sao escassos (Schubach et al.,

2006) e na sua maioria limitados a relatos de caso. Os primeiros casos foram
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descritos na Franca e Brasil, sendo estes provenientes de Recife, Rio Grande do Sul
e Sao Paulo (Meyer,1915; Souza, 1957; Migliano et al., 1963; Londero et al., 1964).
Trés estudos relataram em um periodo de 10 anos no Rio Grande do Sul, 18 anos
em Sao Paulo e 20 anos na Califérnia (Estados Unidos); 11, nove e quatro casos de
esporotricose canina, respectivamente (Madrid et al., 2007; Crothers et al., 2009;
Rossi et al., 2013). Relatos de casos isolados de esporotricose canina foram
descritos nos Estados Unidos (Minessota, Florida, Colorado e Los Angeles), Italia e
Brasil, sendo dois casos no Rio Grande do Sul e um no Rio Grande do Norte
(Moriello et al., 1988; Sykes et al., 2001; Bernstein et al., 2007; Cafarchia et al.,
2007; Whittemore e Webb, 2007; Filgueira, 2009; Madrid et al., 2012; Guterres et al.,
2014).

Nos cdaes, alguns relatos apontam que a transmissao ocorra atraves da
introducdo do fungo, quando esses animais entram em contato com lascas de
madeira ou espinhos contaminados com Sporothrix sp., sendo por isso frequente em
cdes de caca (Rosser e Dunstan, 2006). Entretanto, no Brasil, observa-se também
que a infeccdo no cdo pode estar associada a um contato prévio com gatos
infectados, em alguns casos provenientes da propria residéncia (Schubach et al.
2006). Em estudo realizado no Rio de Janeiro, 0os autores relataram a ocorréncia de
44 caninos com esporotricose, e observaram gque os gatos foram a principal fonte de
infeccdo para esses caes, jA que a maior parte relatou contato prévio com felinos
infectados. Nesse estudo, a esporotricose felina antecedeu a ocorréncia da doenca
NOS caes e NOS Seus responsaveis com 0s quais 0s gatos tiveram contato (Schubach
et al., 2006).

A esporotricose nos cées é usualmente caracterizada por lesdes cutaneas na
cabeca, incluindo orelhas, e térax, raramente é descrito o acometimento
osteoarticular e formas disseminadas nesses animais (Sykes et al. 2001). As lesdes
mais frequentemente observadas sao Ulceras e nodulos (Schubach et al. 2006). Em
caninos sao relatadas trés apresentacdes clinicas: cutanea localizada ou forma fixa
cutanea, cutanea linfatica e cutanea disseminada (Scott et al. 1996; Crothers et al.
2009, Pereira et al.,, 2015). Nos cédes acometidos, as lesdes ndo costumam ser
dolorosas ou pruriginosas, sendo dificil o encontro do fungo no exsudato das lesdes
cutaneas, estando geralmente os animais em bom estado geral (Scott et al. 1996).

Schubach et al. (2006) demonstraram que cerca de 40% dos cédes com
esporotricose apresentaram lesdes cutaneas unicas, sendo estas encontradas com

maior frequéncia no focinho (n=25, 56,8%), seguido pelos membros anteriores
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(n=13, 29,5%). O acometimento da mucosa nasal esteve presente em nove (20,5%)
dos cées avaliados. Outros sinais como a linfangite (n=3, 6.8%) e a linfadenomegalia
regional (n=19, 43,2%) foram também observados por esses autores. Sinais
extracutaneos como espirros, linfadenomegalia generalizada, secrecdo nasal,
dispneia, perda de peso, vomito e anorexia estiveram presentes em 18 (40,9%)
cdes. Adicionalmente, 37 (84,1%) cées e 15 dos seus respectivos responsaveis com
esporotricose tiveram contato com gatos positivos para esporotricose.

1.8 Diagnéstico laboratorial

De acordo com o tipo e a localizacédo da leséo, diferentes amostras biolégicas
podem ser coletadas para isolamento do fungo (Schubach et al., 2002). Secrecao
nasal e exsudato de lesdes cutaneas ou mucosas podem ser obtidas através de um
swab estéril (Schubach et al., 2003b). Também podem ser enviados para o cultivo
fragmentos de lesbBes cutdaneas ou mucosas obtidos por bidpsia, aspirado de
contetdo purulento ou seropurulento proveniente de abscesso ndo ulcerado
(Schubach et al., 2004a), sangue (Schubach et al., 2003a), unhas (Schubach et al.,
2001) e lavado broncoalveolar (Leme et al., 2007).

O método padrdo de referéncia para o diagnostico da esporotricose é o
isolamento do fungo em meio de cultura. Nos cées, a taxa de isolamento fangico foi
mais alta quando foram utilizados fragmentos de lesGes cutaneas obtidos por bidpsia
(Schubach et al. 2006).

A cultura pode ser realizada inicialmente em meio de agar Sabouraud
dextrose acrescido de cloranfenicol ou agar Mycosel a 25°C por cinco a sete dias,
podendo as vezes ser um tempo maior. Apos o crescimento de um fungo hialino na
forma filamentosa, que com o tempo adquire a capacidade de produzir melanina,
este é inoculado em meio BHI e incubado a 37°C por cinco a sete dias, visando a
conversdo do fungo para a fase leveduriforme, com aspecto cremoso e coloracao
amarelada, finalizando assim o diagnostico micoldgico (Rippon, 1988; Barros et al.,
2011). As culturas sem crescimento fungico devem ser mantidas por pelo menos
guatro semanas para serem consideradas negativas (Rippon, 1988). O -cultivo

micoldgico caracteriza o fungo como Sporothrix spp. ou Sporothrix schenckii lato
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sensu. Para a caracterizacdo das espécies, € necessaria a aplicacdo de técnicas
morfoldgicas, fisioldgicas e moleculares (Oliveira et al., 2011b).

O exame histopatolégico é uma importante ferramenta de diagndstico na
esporotricose canina e felina (Rodrigues e Sarmiento 1998; Barros et al. 2005).
Usando esta técnica para diagnéstico da esporotricose canina, foram encontradas
predominantemente lesdes granulomatosas supurativas (88,4%) com infiltrado
granulomatoso difuso (71,0%) que apresentam uma diferenciacdo epitelidide
predominante de fagocitos mononucleares (75,0%). As leveduras foram encontradas
somente em lesBes granulomatosas supurativas, nas quais as coloracdes por
impregnacao da prata Grocott (GSS) e acido periodico de Schiff (PAS) revelaram a
presenca de leveduras em 41,9% e 19,8% respectivamente (Miranda et al. 2009).
Santos e colaboradores (2007) relataram a importancia das coloracdes GSS e PAS
no diagnostico diferencial da esporotricose canina. J& no exame histopatolégico dos
gatos, predominam lesdes granulomatosas supurativas com granulomas mal
formados, estes apresentam uma predominancia de macrofagos e frequentemente
grande quantidade de leveduras (Miranda et al., 2013).

A imunohistoquimica € um método complementar que pode ser aplicado para
melhorar a sensibilidade do diagndstico histoldgico. Esta técnica também é utilizada
no diagnostico da esporotricose canina e a sensibilidade para deteccdo de leveduras
foi de 65,5% (Miranda et al, 2011).

O exame citopatologico é utilizado rotineiramente no diagndéstico da
esporotricose felina, observando-se grande quantidade de estruturas leveduriformes
arredondadas, ovais ou em forma de charuto dentro dos macréfagos e neutréfilos ou
no meio extracelular, sendo as coloragdes mais indicadas nas técnicas
citopatolégicas as do tipo Romanowsky, como o método pandético rapido (Pereira et
al. 2011). Entretanto, devido a escassez de leveduras nas lesGes cutaneas, a
sensibilidade deste método € baixa no diagndstico de cdes com essa micose
(Santos et al. 2007), o que prejudica a realizagcdo do exame citopatolégico nesses
animais (Pereira et al., 2011), e nos seres humanos (Barros et al., 2011).

Técnicas sorologicas tém sido recentemente adotadas como ferramentas
auxiliares para o diagnoéstico de seres humanos e gatos (Barros et al., 2011;

Fernandes et al., 2011), porém até o momento ndo existem estudos em caes.
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1.9 Terapéutica

Os farmacos utilizados para o tratamento da esporotricose canina sao,
itraconazol, cetoconazol e o iodeto de potédssio (Schubach et al. 2012), sendo os
dois primeiros os mais usados (Schubach et al. 2006).

Schubach et al. (2006), descreveram a cura clinica apés tratamento com
antifingicos sistémicos em 26 cées, dos quais 22 receberam tratamento com um
farmaco, sendo 14 (63,3%) com cetoconazol e oito (36,6%) com itraconazol. Os
mesmos autores relataram que o tempo de tratamento até a cura clinica variou de
dois a cinco meses (meédia= 2,5 meses) com itraconazol e de dois a 15 meses
(média= 3,5 meses) com cetoconazol.

A esporotricose canina é uma doenca de bom progndstico, pois 0s caes
geralmente respondem bem ao tratamento sistémico com azdlicos. Além disso,
foram descritos cinco casos nos quais foi observada cura clinica espontanea que
permaneceram livres de lesdes por até quatro anos de acompanhamento (Schubach
et al. 2006).

O tratamento da esporotricose felina, diferente do que é observado nos
humanos, em muitos casos representa um desafio e um esforco em longo prazo
(Pereira et al., 2010). O tempo de tratamento € longo, a administracdo dos farmacos
por via oral € complicada e a adesdo do responsavel pelo gato ao tratamento &
baixa. A cura, a faléncia terapéutica, a recorréncia e os efeitos adversos ocorrem
independentes do esquema terapéutico utilizado (Schubach et al., 2004a). O
itraconazol, o cetoconazol e o iodeto de potassio sdo os antifungicos mais descritos
no tratamento da esporotricose felina, sendo o primeiro considerado o farmaco de
eleicdo (Pereira et al., 2010; Reis et al, 2012). O iodeto de sodio, a terbinafina, a
termoterapia local, a anfotericina B, a remocao cirdrgica das lesdes cutaneas e a
criocirurgia (Pereira et al., 2009; Gremiao et al, 2015) representam outras opcdes de

tratamento.

1.10Justificativa

Desde 1998 ocorre uma epidemia de esporotricose envolvendo seres

humanos, cdes e gatos na regido metropolitana do Rio de Janeiro. No Instituto
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Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI), unidade da Fundacédo Oswaldo Cruz
(Fiocruz), RJ, foram diagnosticados ao longo dos ultimos 17 anos, aproximadamente
4.000 casos humanos e 4.000 casos felinos.

Desde os primeiros relatos de esporotricose canina descritos no Brasil
(Souza, 1957; Migliano et al., 1963; Londero et al., 1964), poucos casos dessa
micose nesses animais tém sido relatados. Até o0 momento o estudo que incluiu o
maior numero de cdes foi realizado por Schubach et al. (2006), no qual foram
avaliados 44 caes provenientes da regido metropolitana do Rio de janeiro
diagnosticados no INI/Fiocruz no periodo de 1998 a 2003. Entretanto, casos de
esporotricose canina continuaram a ocorrer na mesma regido ao longo dos ultimos
dez anos.

Estudos que envolvam aspectos epidemioldgicos, clinicos e terapéuticos da
esporotricose canina Sao escassos € nha sua maioria estdo limitados a relatos de
casos, portanto, pouco se conhece sobre a correlagdo entre estes aspectos desta
doenca. Além disso, ndo se conhece a espécie de Sporothrix circulante entre os
cées na regido metropolitana do Rio de Janeiro.

Atualmente, o cenario epidemiolégico presente na regido metropolitana do
Rio de Janeiro aponta para a necessidade de realizagdo de um estudo mais
aprofundado e abrangente a respeito da esporotricose em caes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar os aspectos epidemioldgicos, clinicos e terapéuticos da esporotricose
canina diagnosticada na Fiocruz, Rio de Janeiro-RJ no periodo de 2004 a 2014.

2.2 Objetivos Especificos

a) Descrever a ocorréncia de casos de esporotricose canina diagnosticados
na Fiocruz, RJ;

b) Realizar o georreferenciamento dos enderecos dos cées positivos,
localizados na capital e dos demais residentes em outros municipios do
estado;

c) Descrever as apresentacdes clinicas dos céaes;

d) Descrever a resposta terapéutica e os efeitos adversos clinicos ao
tratamento antifangico;

e) Descrever o agente etiolégico circulante entre os cdes na regido

metropolitana do Rio de Janeiro.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Desenho do estudo

Foi realizado um estudo retrospectivo por meio da revisdo dos prontuarios
médicos de caes com esporotricose, assistidos no Laboratério de Pesquisa Clinica
em Dermatozoonoses em Animais Domésticos (Lapclin-Dermzoo)/INI/Fiocruz, RJ,
no periodo de Janeiro de 2004 a Dezembro de 2014.

Foram incluidos no estudo 203 cédes cujo diagnostico definitivo, obtido por
meio do isolamento do Sporothrix sp. em meio de cultivo, tenha sido realizado no
INI/Fiocruz. Durante a revisdo dos prontuarios as seguintes informacfes foram
coletadas: idade, peso, raca, sexo, estado geral, procedéncia do animal, se houve
contato com gato, possivel modo de transmisséo, tipo e localizacdo das lesdes,
acometimento de mucosas, presenca de sinais extracutaneos (sinais respiratorios e
linfadenite) e forma clinica. Foram incluidos dados relativos a terapéutica
(antifangicos utilizados, tempo de tratamento até a cura clinica, tipo de tratamento,
observacdo de efeitos adversos e desfecho do caso). Adicionalmente, foi coletada
informacédo sobre o agente etiolégico envolvido (espécie do complexo Sporothrix

envolvida).

3.2 Georreferenciamento

Foi realizado georreferenciamento a partir dos enderecos dos caes residentes
na capital e em outros municipios do estado do Rio de Janeiro. Para isso, foi feita
uma busca individual dos enderecos nos prontuarios de animais atendidos no
Lapclin-Dermzoo. Esse enderec¢o foi marcado como um ponto no programa gratuito
Google Earth, permitindo assim a identificacdo das coordenadas de latitude e
longitude. Foi utilizado o sistema de coordenadas projetadas LatLong (SIRGAS
2000). As coordenadas de cada ponto identificadas no Google Earth foram inseridas
num shapefile do Rio de Janeiro, resultando em uma nova malha digital. O shapefile
€ um formato vetorial de dados geoespaciais que se utiliza em ambientes de

Sistema de Informacao Geografica (SIG).
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3.3 Caracteristicas clinicas

De acordo com a forma clinica apresentada na consulta clinica inicial os caes
foram classificados em forma cutanea fixa, linfocutanea, cutanea disseminada e
mucosa. Sendo a forma cutanea fixa, quando o animal apresentava uma ou poucas
lesGes em um local, linfocutanea, quando havia acometimento de vasos linfaticos,
cutanea disseminada, quando o canino apresentava mais de uma lesdo em locais
ndo contiguos, forma mucosa, quando havia acometimento de uma ou mais
mucosas. Os caes foram classificados de acordo com a forma clinica apresentada,
podendo o animal apresentar somente uma forma clinica ou mais, independente de
apresentarem ou nao sinais extracutaneos (linfadenopatia ou sinais respiratérios).

Em relacdo a idade, os animais foram agrupados em faixas etarias: filhote
(zero a 12 meses), adulto jovem (13 a 36 meses), adulto (37 a 72 meses) e idoso (a

partir de 73 meses).

3.4 Terapéutica

De acordo com os farmacos utilizados no tratamento antifingico, os caes
foram divididos em grupos: monoterapia com azélicos (cetoconazol ou itraconazol) e
outros (administracdo de mais de um farmaco consecutivamente ou associacao
entre farmacos durante o tratamento).

O tratamento dos caninos que receberam alta clinica foi classificado como
regular ou irregular. Foi considerado regular aquele caso em que o responsavel pelo
cdo compareceu as revisdes e/ou buscou a medicagdo mensalmente, e irregular

aquele em que o responsavel ndo seguiu essas recomendacdes.
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3.5 Agente etioldgico

Para a caracterizacdo de espécie foram utilizadas técnicas fenotipicas e
moleculares com isolados clinicos provenientes de lesGes cutdneas e/ou mucosas
de cédes antes da instituicdo do tratamento. As técnicas fenotipicas consistiam na
avaliacdo do diametro da colonia a 30°C, termotolerancia, avaliacdo morfologica dos
conidios e teste de assimilacdo de carboidratos (sacarose e rafinose) (Oliveira et al.,
2011b; Rodrigues et al., 2013b). ApOs a realizacdo dos testes morfolégicos e
fisiolégicos a espécie de cada isolado foi definida quando comparada com a chave
de identificacéo fenotipica. (Oliveira et al., 2013b)

Para a identificacdo molecular foi realizada a PCR T3B fingerprinting, que
gera perfis de bandas bastante distintas que permitem diferenciar as espécies S.
brasiliensis, S. globosa, S. mexicana e S. schenckii, sendo possivel entdo fazer uma
comparacao destes controles com os isolados caninos (Oliveira et al., 2012). As
cepas de S. brasiliensis (IPEC16490), S. globosa (IPEC27135), S. mexicana
(MUM11.02) e S. schenckii (IPEC27722) foram utilizados como referéncias.

3.6 Analise estatistica

Os dados coletados nos prontuarios médicos foram armazenados em banco
de dados informatizado utilizando o programa Statistical Package for the Social
Science (SPSS) for Windows versdo 16.0 ou GraphPad Prism® version 4.00
GraphPad softwarew Inc. para posterior andlise das variaveis descritas acima. Foi
realizada uma analise exploratéria do banco de dados e analises uni e bivariadas.
No caso de variaveis continuas, foram usadas medidas de tendéncia central (média
e mediana) e de disperséo (desvio padréo ou quartil). Para verificar diferencas entre
variaveis continuas foi usado o teste T de Student e no caso de correlacéo foi usado
o teste de Spearman. No caso de variaveis categoricas foram realizadas analise de

frequéncia. Em todos os casos foi usado um nivel de significancia de p<0,05.
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3.7 Consideracdes éticas

Devido ao carater retrospectivo do estudo (revisdo de prontuarios clinicos de
cées), apos consulta ao Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA/Fiocruz), néo
houve necessidade de submisséo para avaliacdo ética (Anexo A).
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas socio demogréaficas e epidemioldgicas

Foram incluidos no estudo 203 cdes com esporotricose no periodo de janeiro
de 2004 até dezembro de 2014 (Figura 1). A média anual de cées diagnosticados no
LAPCLIN-DERMZOO/INI/Fiocruz nesse periodo foi 18,2 (mediana 17,0).
Adicionalmente, nos meses de julho e agosto, foi observado um aumento na
prevaléncia de caes com esporotricose (Figura 2).
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Figura 1. Nomero de casos de esporotricose canina atendidos no Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz,
RJ no periodo de 2004-2014.
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Figura 2. Curva endémica do numero de casos de esporotricose canina diagnosticados no
LapClin-Dermzoo/INI/Fiocruz, RJ no periodo de 2004 — 2014. DP: desvio padrao.

Dos 203 animais, 119 eram machos (N=201; 59,2%). Em relacdo a faixa
etaria, observou-se uma frequéncia maior em cées idosos com um total de 62 casos
(N=187; 33,2%). A mediana de idade foi 48 meses (3-180). A mediana do peso foi
11 Kg (1,6-48 Kg). Os caes sem racga definida (SRD) foram os mais frequentes,
sendo 85 animais (N=193; 44,0%). Cento e cinquenta e um caninos tiveram contato
com gato (N=193; 78,2%). Em relacdo a forma de transmissdo do fungo, em 58
casos ndo foi determinada (N=182; 29,6%), em 57 (N=182; 29,1%) ocorreu por
arranhadura e/ou mordedura, em 57 por meio de contato corporal com gato (N=182;
29,1%) e 10 tiveram contato com matéria vegetal (N=182; 5,1%). Em relacdo ao
local de moradia dos cées, o municipio do Rio de Janeiro foi 0 mais frequente, com
110 casos (N=201; 54,7%) (Tabela 1) (Figura 3).
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Tabela 1. Distribuicdo das caracteristicas s6cio demograficas e epidemiolégicas dos caes

com esporotricose atendidos no LapClin-Dermzoo/INI/Fiocruz, RJ no periodo de 2004 — 2014.

Variavel N %
Sexo
Macho 119 59,2
Fémea 82 40,8
Idade
Filhote 30 16,0
Adulto jovem 49 26,2
Adulto 46 24,6
Idoso 62 33,2
Racga
SRD 85 44,0
Poodle 31 16,0
Pinscher 17 8,8
Pit Bull 11 5,7
Outras 49 25,5
Contato com gato
Sim 151 78,2
Nao 40 20,7
Desconhecido 2 1
Forma de transmissao
Desconhecido 58 31,9
Arranhadura/mordedura 57 31,3
Contato corporal 57 31,3
Matéria Vegetal 10 5,5
Municipio
Rio de Janeiro 110 54,7
Duque de Caxias 46 22,9
S3o Jodo de Meriti 18 9,0
Nova Iguagu 12 6,0
Outros 15 7,4
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Figura 3. Distribuicdo espacial de 198 casos caninos com esporotricose no estado do Rio de

Janeiro, atendidos no Lapclin-Dermazoo no periodo de 2004-1014.

4.2 Caracteristicas clinicas

Na consulta clinica inicial, 167 cdes apresentavam bom estado geral (N=197;
84,8%). Em relagdo aos sinais extracutaneos, em 72 cdes (N=160; 45,0%) foi
observada linfadenite, dos quais 49 apresentavam linfadenite regional (N=160;
30,6%) e 23 generalizada (N=160; 14,4%). Os sinais respiratérios estavam
presentes em 134 cdes (N=185; 72,4%) (Tabela 02). Ao agruparmos 0s sinais
respiratorios pbservou-se que o espirro associado a secre¢ao nasal foram os mais

frequentes, estando presente em 41 caes (N=93; 22,2%) (Figura 4).
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Tabela 2. Distribuicédo das caracteristicas clinicas dos cdes com esporotricose atendidos
no Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz, RJ no periodo de 2004 — 2014.

Variavel N %

Estado geral
Bom 167 84,8
Regular 23 11,7
Péssimo 7 3,6

Linfadenite

Regional 49 30,6
Generalizada 23 14,4
Ausente 88 55,0

Sinais respiratérios
Presente 134 72,4
Ausente 51 27,6

Espirrot+secrecdo nasal+dispnéia+tosse
Dispnéia+tosse+espirro

Secrecdo nasal+tosse

Espirro+tosse

Tosse

Secregao nasal+dispnéia

Dispnéia

Secregao nasal

Espirro+dispnéia

Sinais respiratdrios

Espirro

Espirro+secrecdo nasal+dispnéia

Espirro+secrecdo nasal

Figura 4. Frequéncia dos sinais respiratérios apresentados por 134 caes positivos para

esporotricose atendidos no Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz, RJ no periodo de 2004-2014.
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Os caes incluidos no estudo apresentaram diferentes formas clinicas (Figuras
5, 6, 7 e 8), sendo a forma cutanea fixa a mais frequente. A distribuicdo das formas
clinicas observadas encontram-se descritas na Tabela 03.

Tabela 3. Frequéncia de formas clinicas apresentadas pelos caes com esporotricose atendidos
no Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz,RJ no periodo de 2004 — 2014.

Varidvel N %
Cutanea fixa 54 27,4
Mucosa 52 26,4
Cutanea fixa+mucosa 32 16,2
Cutanea disseminada+mucosa 30 15,2
Cutanea disseminada 24 12,2
Cutanea linfatica 5 2,5

Figura 5. Formas clinicas apresentadas pelos cdes com

esporotricose atendidos no Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz, RJ no
periodo de 2004-2014. (a) Forma cutanea fixa; (b) Forma
linfocuténea; (c, d) Forma mucosa.
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Figura 6. Forma fixa (a) + forma mucosa (b) apresentada por céo
com esporotricose atendido no Lapclin-Dermzoo/INl/Fiocruz, RJ
no periodo de 2004-2014.

Figura 7. Forma cutanea disseminada apresentada por cdo com

esporotricose atendido no Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz, RJ no
periodo de 2004-2014.
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Figura 8. Forma disseminada (a,b) + mucosa (c,d) apresentada por céo
com esporotricose atendido no Lapclin-Dermzoo/INl/Fiocruz, RJ no
periodo de 2004-2014. (a) lesGes disseminadas em dorso, (b) bolsa

escrotal, (c,d) mucosa nasal.

Com relacdo a localizacdo das lesGes cutdaneas e mucosa, a regido mais
acometida foi a mucosa nasal em 109 casos (N=196; 55,6%) (Tabela 4). Outras
regibes como toérax, lombo, abdome, genitdlia, mucosa oral, pescoco, cauda,
mucosa ocular e genital também foram acometidos, porém menos frequentemente.

Quando agrupamos os tipos de lesbes cutanea e mucosa, observamos que
119 caes (N=190; 62,6%) apresentavam somente Ulcera, seguido de 39 (N=190)
apresentando Ulcera e nédulo (Figura 9). Cento e quatorze caes apresentaram leséo
em mucosa (N=196; 58,2%), sendo que dentre estes animais, 95 apresentaram
apenas lesdo em mucosa nasal (N=114; 88,3%), sendo a mais frequente (Figura
10).
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Tabela 4. Distribuicdo da localizacdo das les6es cutdneas e mucosa dos cdes com

esporotricose atendidos no Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz, RJ no periodo de 2004 — 2014.

Variavel N %
Mucosa nasal
Sim 109 55,6
Nao 87 44,4
Nariz
Sim 80 42,1
Ndo 110 57,9
Regido cefalica
Sim 80 42,1
Ndo 110 57,9
Membros
Sim 64 33,7
Ndo 126 66,3

Sem lesdo cutanea [l 5:2,6%
Ulcera+nédulo+tumoracio | 1:0,5%
Ulcera+tumoraciao [l 7:3,7%
Ulcera+Nodulo [N 39; 20,5%

Tumoracio M 9;4,7%

Tipo de lesdo

Nodulo M 10;5,3%
119;62,6%
Ulcera I

0 20 40 60 80 100 120

Figura 9. Caracteristicas das lesdes cutaneas e mucosas observadas nos caes positivos para

esporotricose atendidos no Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz, RJ no periodo de 2004-2014.
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2;1,7%  1:0,9%
2;1,7%

1;0,9%

4;3,5%

9;7,9%

Nasal

= Nasal+oral

= Qral
Nasal+ocular
Nasal+genital

= Genital
Nasal+oral+ocular

95;83,3%

Figura 10. Frequéncia das lesBes localizadas em mucosas em 114 c&es com esporotricose

diagnosticados no Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz, RJ no periodo entre 2004-2014.

4.3 Terapéutica

Antes do inicio do tratamento, um animal foi a Obito por causa néo
relacionada a esporotricose e um animal apresentou cura espontanea. Dos 184
animais que iniciaram o tratamento antifingico, em 90 o desfecho foi cura clinica
(48,9%). A mediana do tempo de tratamento até a cura clinica desses animais foi 22
semanas (4-160 semanas) e a mediana do tempo do inicio dos sinais clinicos antes
do diagnostico foi 12 semanas (1-288 semanas). A correlagcdo entre o tempo de
inicio dos sinais clinicos e o tempo de tratamento dos cées foi positiva (r Spearman
= 0,4, valor de p=0,0002).

A correlagéo entre a presenca de linfadenomegalia e o tempo de tratamento
até a cura clinica nao foi significativa (p= 0,3339). O tempo médio de tratamento em
semanas dos cdes que apresentavam sinais respiratorios na primeira consulta foi
31,9 + 25,3 (mediana = 25, 1C95%: 25,2-38,5); e nos cdes com auséncia de sinais
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respiratorios foi de 18,7 + 8,2 (mediana 16,0, 1C95%: 15,0-22,3) (p=0,0032) (Figura
11). O tempo médio de tratamento dos cdes que tiveram o tratamento antifiingico
regular foi de 23,1+12,6 (mediana 20,0, IC95%: 20,1-26,1); enquanto nos caes cujo
tratamento foi irregular a média foi 39,3+26,3 (mediana 31,0, IC95%: 24,8-53,9)
(p=0,0133) (Figura 12).

2004

=

o

o
1

Tempe de tratamento
{semanas)

(111l
- : - ..l=='5='I...
Nio Sim
Sinais respiratérios

Figura 11. Relagdo entre o tempo de tratamento e presenc¢a ou auséncia de sinais respiratérios de 80

caes positivos para esporotricose atendidos no Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz, RJ. p=0,0032
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Figura 12. Relacdo entre o tempo de tratamento e o tipo de tratamento de 87 cées positivos

para esporotricose atendidos no Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz, RJ. p=0,0133
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Em relacdo aos farmacos utilizados para o tratamento, 150 fizeram uso de
monoterapia (N=182; 82,4%), ou seja, foram tratados com um farmaco, cetoconazol
ou itraconazol; e 32 (N=182; 17,6%) caes foram tratados com mais de um
antifangico em diferentes momentos (Figura 13). A dose inicial oral do cetoconazol
variou entre 3,9 - 41,7 mg/kg/dia e a mediana do tempo de tratamento até a cura
clinica foi 20 semanas (4-48 semanas). A dose inicial oral do itraconazol variou entre
6,3 — 21,3 mg/Kg/dia e o tempo de tratamento até a cura clinica foi 24 semanas (4-
48 semamas). O tempo mediano de tratamento até a cura clinica dos animais que
receberam mais de um farmaco foi 28 semanas (14-48 semanas). A correlacao entre
a média do tempo de tratamento desses grupos (monoterapia e mais de um
farmaco) com o tempo de tratamento até a cura clinica, ndo foi estatisticamente
significativa (p=0,2454). Esses 182 cdes que foram tratados receberam diferentes

esquemas terapéuticos conforme fluxograma (Figura 14).

6;3,3% 5;2,7%

21;11,5%

Cetoconazol

Itraconazol

M Cetoconazol / itraconazol

Itraconazol / iodeto de potdssio

59;32,4% Cetoconazol / Itraconazol /
iodeto de potassio

91,50,0%

Figura 13. Frequéncia dos farmacos utilizados para tratamento dos 182 cdes com

esporotricose atendidos no Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz, RJ no periodo de 2004-2014.
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Quando analisamos os cdes em grupos de acordo com o farmaco utilizado,
obtivemos os seguintes resultados:

Noventa e um animais fizeram uso da monoterapia com cetoconazol (N=182;
50%). Com relacéo ao desfecho, a cura clinica foi obtida em 39 cées (N=91; 42,8%).
Dezesseis apresentaram efeitos adversos clinicos (N=91; 17,6%). Em 47 casos
houve perda de seguimento (N=91; 51,6%). Cinco cées foram a Obito por causas
nao relacionadas a esporotricose (N=91; 5,5%).

Cinquenta e nove animais foram tratados somente com itraconazol
(monoterapia) (N=182; 32,4%). Com relacao ao desfecho, 32 receberam alta (N=59;
54,2%) (Figura 15). Treze apresentaram efeito adverso a esse farmaco (N=59;
22,0%). Vinte e trés caes tiveram perda de seguimento (N=58; 39,6%) e trés ainda
se encontravam em tratamento até o fechamento do banco de dados (N=59; 5,1%).
Um animal néo tinha informacgé&o de desfecho abandono.

Trinta e dois animais foram tratados com diferentes farmacos durante o
tratamento (N=182; 17,6%). Com relacdo ao desfecho, 18 receberam alta (N=32;
56,2%), como exemplificado na figura 16. Sete apresentaram efeito adverso em
algum momento do tratamento (N= 32; 21,9%) (Figura 17). Oito cées tiveram perda
de seguimento (N=31; 25,8%) e dois encontravam-se em tratamento até o
fechamento do banco de dados (N=32; 6,2%). Dois animais foram a ébito (N=32;
6,25%) e um foi eutanasiado (N=32; 3,1%), todos por causas nao relacionadas a
esporotricose. Um animal ndo tinha informacéo do desfecho abandono.

Quando analisamos o tempo de tratamento até a cura clinica em relacdo aos
cdes que apresentaram ou ndo efeito adverso clinico, ndo houve significancia
estatistica (p= 0,8806).
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Figura 15. Esporotricose canina: presenca de tumoragdo no plano nasal e leséo

em mucosa nasal antes do tratamento antifungico (a,c,e) e ao lado lesdes

cicatrizadas (b,d,f) ap6s o tratamento antifungico.
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Figura 16. Esporotricose canina: presenca de lesdes cuténeas disseminadas

(&) com destaque para bolsa escrotal (c) e mucosa nasal (e) antes do
tratamento antifingico e ao lado lesdes cicatrizadas (b,d,f) apés o tratamento

antifingico.
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Figura 17. Frequéncia dos efeitos adversos clinicos em 36 caes com esporotricose atendidos

no Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz, RJ no periodo de 2004-2014, de acordo com farmaco utilizado.

4.4 Agente etiolégico

Todos os cédes tiveram cultura flngica positiva e a caracterizacéo fenotipica e
molecular foi realizada em isolados obtidos de 10 cées incluidos nesse estudo. Os
resultados apontaram S. brasiliensis como a espécie responsavel pela infeccédo

desses caes.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo a esporotricose canina foi diagnosticada em 203 animais
no Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz, RJ em um periodo de 11 anos (2004-2014), sendo
esta a maior casuistica dessa micose nestes animais, descrita até o momento. Os
dados epidemiolégicos, clinicos e terapéuticos desses cdes foram coletados em
prontuarios médicos, armazenados em banco de dados e posteriormente
analisados.

A esporotricose é endémica na América Latina, principalmente no Brasil, onde
a primeira epidemia dessa micose com transmissado zoondética foi detectada no final
dos anos 1990 no Rio de Janeiro. Nessa epidemia o gato € a principal fonte de
infeccdo do Sporothrix sp. para o ser humano, cées e outros gatos (Barros et al.,
2011; Pereira et al., 2014; Gremiéo et al, 2015).

Diferente do que ocorre na esporotricose felina e humana, estudos sobre a
esporotricose canina sdo escassos, limitando-se a relatos de caso isolados ou séries
de casos que incluiram no maximo poucas dezenas de caes (Moriello et al., 1988;
Sykes et al., 2001; Bernstein et al., 2007; Cafarchia et al., 2007; Madrid et al., 2007,
Whittemore e Webb, 2007; Crothers et al., 2009; Filgueira, 2009; Madrid et al., 2012;
Rossi et al.,, 2013; Guterres et al., 2014). Até o presente momento, a maior
casuistica tinha sido descrita por Schubach e colaboradores (2006), na qual os
autores relataram a ocorréncia de 44 casos na regido metropolitana do Rio de
Janeiro nos primeiros cinco anos da epidemia (1998-2003). Cabe ressaltar que os
dados obtidos por esses autores foram coletados na mesma instituicdo onde foi
conduzido o presente estudo, a qual é referéncia nacional no diagndstico e
tratamento de micoses.

O numero de cées aqui relatado quando somado aos ndimeros descritos por
Schubach e colaboradores (2006), todos diagnosticados no INI/Fiocruz, RJ num
periodo de 16 anos, é um indicador de que esse € um problema que provavelmente
apresenta uma dimensao maior nessa area endémica, visto que a esporotricose em
animais nao era um agravo a saude de notificacdo compulsoria até 2014. Apesar de
haver relatos esporadicos de esporotricose em caes em outras regides do Brasil,
(Madrid et al., 2007; Crothers et al., 2009; Filgueira et al., 2009; Madrid et al., 2012;
Guterres et al., 2014), tal qual como ocorre com a esporotricose em seres humanos

e gatos, o estado do Rio de Janeiro permanece como a regido de maior ocorréncia

55



dessa micose (Schubach et al, 2006; Barros et al, 2011; Silva et al, 2012; Freitas et
al., 2014; Pereira et al, 2014; Gremiao et al, 2015).

Neste estudo foi observada média anual de 18,2 caninos diagnosticados com
esporotricose no Lapclin-Dermzoo. No primeiro ano do estudo, foi observado um
namero maior de cdes, 0 que pode estar relacionado a busca ativa de casos
realizada pela equipe do Lapclin-Dermzoo naquele momento. Adicionalmente houve
0 aumento da equipe e do nimero de ambulatérios nesse ano de 2004. A diminuicdo
dos casos nos anos seguintes pode estar relacionada a capacitacao dos veterinarios
da rede publica e ao aumento de outros locais publicos que iniciaram o atendimento
de casos da doenca.

Foi observado um aumento na prevaléncia de cdes com esporotricose nos
meses de julho e agosto. E possivel que essa frequéncia maior de casos
diagnosticados nesses meses seja por conta das temperaturas mais baixas devido
ao inverno, apesar de nao termos estacoes do ano bem definidas na regido Sudeste.
Em decorréncia de temperaturas mais amenas, pode haver uma tendéncia dos cées
e dos gatos permanecerem mais domiciliados, proporcionando um contato corporal
maior entre esses animais, favorecendo a transmissdo do fungo. A partir do
resultado observado na curva endémica, sugere-se que essa curva seja realizada
para esporotricose felina e humana.

No presente estudo, foi observada uma frequéncia maior de caninos machos
e sem raca definida, além disso a idade mediana foi 48 meses. Schubach e
colaboradores (2006) ndo observaram predilecdo sexual ou por faixa etaria em seu
estudo. Em relacdo a possivel forma de transmissdo do Sporothrix sp., observou-se
que 31,3% dos responsaveis pelos caes informaram que a transmissao ocorreu por
meio de arranhadura e/ou mordedura de gato, 31,3% por meio de contato corporal
com gato e 55% contato com matéria vegetal. Adicionalmente, 29,6% dos
responsaveis desconhece como possa ter havido a transmissdo. Entretanto o
contato com gato ocorreu em 78,2% dos cées, ratificando a importancia do gato
como fonte de infeccdo do Sporothrix sp para o cado (Schubach et al, 2006). Em
contraste ao que € observado em outros paises, a esporotricose canina € frequente
em caes de cacga, sugerindo que a infeccao ocorra pela introdugcéo do fungo quando
esses animais, ao exercerem sua atividade, entram em contato com lascas de
madeiras ou espinhos contaminados com Sporothrix sp. (Rosser e Dunstan, 2006).

O Rio de Janeiro é o municipio com maior numero de casos de esporotricose
felina (Shubach et al., 2004a; Pereira et al., 2014; Gremiéo et al, 2015). Um estudo
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realizado em 2010, por Barros e colaboradores, relatou a distribuicdo geografica dos
casos de esporotricose felina e humana atendidos no INI/Fiocruz no periodo de 1998
a 2006 e destacou além do Rio de Janeiro, mais dois municipios acometidos: Duque
de Caxias e S&o Jodo de Meriti, ambos localizados na Baixada Fluminense. Os
autores observaram que, embora a doenca tenha se expandido para municipios
vizinhos, os casos atendidos no INI/Fiocruz se concentraram na area metropolitana
e 0 municipio do Rio de Janeiro é o mais populoso e com 0 maior niumero de casos.

Silva e colaboradores (2012) demonstraram a existéncia de um cinturdo de
esporotricose, devido a elevada densidade de casos ao redor da capital, proximo
aos municipios vizinhos acometidos. Esses achados corroboram com os dados
epidemioldgicos encontrados em nosso estudo, uma vez que os caninos incluidos
eram na sua maioria provenientes do municipio do Rio de Janeiro e municipios da
Baixada Fluminense.

No presente estudo, a maior parte dos caes estava em bom estado geral na
consulta clinica inicial, corroborando com os resultados descritos por Schubach e
colaboradores (2006). Assim como no estudo de Schubach e colaboradores (2006),
foi possivel observar uma frequéncia de sinais extracutaneos, principalmente a
linfadenomegalia regional e o espirro associado a secrecdo nasal. E importante
ressaltar, que um animal pode apresentar mais de um sinal extracutaneo, conforme
foi observado nesse estudo.

A esporotricose nos cées é usualmente caracterizada por lesdes cutaneas na
cabeca, orelhas e térax (Sykes et al. 2001). No presente estudo a localizacdo das
lesdes cutaneas foi predominantemente na regido cefalica, principalmente no nariz,
e nos membros locomotores, além disso, o acometimento de mucosa nasal foi
observado em mais da metade dos caes. Esses achados séo similares ao descritos
por Schubach et al (2006), com excec¢éo da frequéncia de lesdes na mucosa nasal,
gue no nosso estudo foi cerca de duas vezes e meia maior. No que diz respeito ao
tipo de lesdo mais encontrada, nossos achados estdo em consonancia com o que foi
descrito por Schubach e colaboradores (2006), sendo obervada uma frequéncia
maior de ulcera e nodulo.

A classificagdo das formas clinicas da esporotricose em cdaes utilizada no
presente estudo foi adaptada da classificagédo utilizada em seres humanos (Barros et
al., 2011). Nos cées, as formas clinicas relatadas sdo: cutanea localizada ou forma
fixa cutanea, cutanea linfatica e cutanea disseminada (Scott et al. 1996; Rosser e
Dunstan, 2006; Crothers et al. 2009). No presente estudo os céaes foram
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classificados de acordo com a apresentacao clinica, sendo realizada uma adaptacao
quando o céo apresentava uma ou duas formas clinicas associadas, com presenca
ou nao de sinais extracutaneos. Nossos achados indicam que a forma cutanea fixa
foi a mais frequente, corroborando com os achados de Schubach e colaboradores
(2006). Apesar da forma cutanea fixa ter sido a mais frequente a forma clinica
mucosa esteve presente na maioria dos casos, tendo sido observada em 114 caes.
Alguns autores relatam como esporotricose respiratoria ou nasal, quando canino
apresenta sinais respiratorios e/ou alteracdo em nariz e/ou mucosa nasal (Moriello et
al., 1988; Cafarchia et al., 2007; Whittemore e Webb, 2007; Madrid et al., 2012).

Em nosso estudo o tempo mediano de evolucdo dos sinais clinicos antes da
consulta inicial foi 12 semanas e o tempo mediano do tratamento até a cura clinica
foi 22 semanas. Schubach e colaboradores (2006) observaram um tempo mediano
desde o inicio dos sinais clinicos de seis semanas. Embora ndo haja relato na
literatura da correlagdo entre o tempo de inicio dos sinais clinicos e o tempo de
tratamento dos cées, ao analisarmos esses resultados, houve uma correlagcéo
positiva, ou seja, 0S animais que demoraram mais tempo para iniciar o tratamento
tiveram um tempo maior de tratamento até a cura clinica em relacdo aos animais
que iniciaram o tratamento mais rapido.

Apesar de 45,0% dos caninos deste estudo apresentarem linfadenomegalia,
guando analisamos a possivel correlacdo entre cdes que apresentaram ou nhao
linfademoegalia e o tempo de tratamento até a cura clinica ndo houve diferenca
significativa. Até o presente momento, ndés ndo encontramos outro relato na literatura
com essa correlagao.

Quando analisamos a mediana do tempo de tratamento entre cdes que
apresentaram ou ndo sinais respiratorios, observamos que a presenca de sinais
respiratérios foi relacionada a um maior tempo de tratamento até a cura clinica.
Embora ndo haja relatos dessa correlacdo na esporotricose canina, um estudo sobre
a terapéutica da esporotricose felina observou que a presenca de sinais respiratorios
esteve associada ao risco de faléncia terapéutica e Obito (Pereira et al., 2010).

Quando comparamos a mediana do tempo de tratamento dos cdes que
tiveram o tratamento regular e os que tiveram tratamento irregular, observamos uma
diferenca estatisticamente significativa, ou seja, os animais que fizeram o tratamento
regular tiveram um menor tempo de tratamento até a cura clinica. Nao foi

encontrado nenhum relato na literatura com essa correlagéo.
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Os farmacos utilizados no tratamento da esporotricose canina séo iodeto de
potéssio, itraconazol e cetoconazol (Schubach et al. 2012), sendo o itraconazol e o
cetoconazol os mais usados (Schubach et al. 2006). Assim como no estudo de
Schubach e colaboradores (2006), no presente estudo, os cées foram tratados com
monoterapia de cetoconazol ou itraconazol, ou com mais de um farmaco. De uma
forma geral o tratamento era iniciado com cetoconazol e em caso de estagnagao ou
piora do quadro clinico, ocorria a substituicdo pelo itraconazol. Em casos mais
graves, 0 tratamento era iniciado com itraconazol, entretanto, em virtude da
indisponibilidade momentanea do mesmo no Servico de Farmacia/INI/Fiocruz, em
alguns destes casos houve a necessidade de troca para cetoconazol durante
algumas semanas até que o itraconazol estivesse novamente disponivel.

A dose de cetoconazol utilizada para o tratamento da esporotricose em cées
e gatos varia entre 5-10mg/kg/a cada 24h, enquanto que a de itraconazol 5-10
mg/kg/a cada 12 ou 24h (Schubach et al., 2012). Em nosso estudo as doses iniciais
de cetoconazol e itraconazol foram mais altas que as descritas para o tratamento
dessa micose em cdes. Da mesma forma, Pereira e colaboradores (2010) relataram
a utilizacdo de doses mais altas desses azdélicos no tratamento da esporotricose
felina na regido metropolitana do Rio de Janeiro. Essa elevagdo nas doses dos
azollicos observada no presente estudo, em relacdo as doses comumente descritas
na literatura, pode ser atribuida ao maior numero de caes tratados que
apresentavam lesfes na mucosa nasal, e consequentemente sinais respiratorios,
que nos gatos estdo associados a faléncia terapéutica e obito (Pereira et al., 2010;
Gremido et al., 2015) e a maior patogenicidade e viruléncia descrita para espécie S.
brasiliensis, agente etioldgico predominante no Rio de Janeiro (Oliveira et al., 2011b;
Rodrigues et al., 2013a).

Em relacdo ao tempo mediano de tratamento de acordo com o farmaco
administrado, quando foi utilizado cetoconazol esse tempo foi 20 semanas e com
itraconazol foi 24 semanas, no estudo de Schubach e colaboradores (2006), os
autores observaram tempos medianos menores, 14 e 10 semanas, respectivamente.
Quando comparamos os tempos medianos de tratamento dos farmacos utilizados,
nao observamos diferenca estatistica significante. Esse fato, adicionalmente a esse
aumento do tempo mediano de tratamento até a cura clinica quando se utilizou a
monoterapia com azolicos em nosso estudo, pode ser parcialmente explicado pelo
namero maior de caes incluidos com diferentes apresentacdes clinicas, como por

exemplo a maior ocorréncia de cdes com a forma cutédneo disseminada e com
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acometimento da mucosa nasal, o que pode interferir na gravidade do quadro clinico
e, por conseguinte necessitar de um maior tempo de tratamento.

Em relagéo ao desfecho, pudemos observar que pouco mais da metade dos
caninos receberam alta e quase metade dos caes tiveram abandono de tratamento.
A ocorréncia de abandono de tratamento € comum em estudos com animais. Os
dois maiores estudos sobre terapéutica da esporotricose felina foram realizados por
Schubach e colaboradores (2004a) e Pereira e colaboradores (2010), onde esses
autores tiveram alto indice de abandono. Segundo Chaves e colaboradores (2013),
em um trabalho sobre esporotricose felina, o abandono do tratamento ocorre
principalmente no momento em que o responséavel pelo animal observa melhora das
lesBes cutaneas e/ou sinais clinicos, ndo retornando para o0 acompanhamento clinico
e terapéutico. A cura, a faléncia terapéutica, a recorréncia e os efeitos adversos
ocorrem independentes do esquema terapéutico utilizado na esporotricose em gatos
(Schubach et al., 2004a; Pereira et al., 2010).

Os efeitos adversos observados nos cédes e gatos quando se utiliza
cetoconazol e itraconazol, sdo de origem gastrointestinal tais como: anorexia, vomito
e perda de peso, além do aumento das enzimas hepéaticas (Pereira et al., 2009;
Greene, 2012; Schubach et al., 2012; Gremiédo et al., 2015). No presente estudo 0s
caninos apresentaram: hiporexia, anorexia, vomito, diarreia, e a combinagédo entre
eles. Adicionalmente, a ocorréncia desses efeitos ocorreu com maior frequéncia nos
caes que fizeram uso de cetoconazol, diferente do que foi descrito por Schubach e
colaboradores (2006), que descreveram uma maior ocorréncia de efeitos adversos
gastrintestinais relacionados ao uso de itraconazol. Nos felinos o cetoconazol
frequentemente esta associado a ocorréncia de efeitos adversos gastrintestinais e
aumento das enzimas hepéticas (Pereira et al., 2009; Gremiédo et al., 2015), sendo o
itraconazol considerado o farmaco de eleicdo para o tratamento da maioria dos
casos de esporotricose, uma vez que este tem sido usado de forma efetiva e segura,
com baixa toxicidade e boa tolerdncia, mesmo por longos periodos de tratamento
(Greene, 2012).

No presente estudo foram feitas analises fenotipicas e moleculares de 10
isolados caninos, sendo todos identificados como S. brasiliensis.

Sporothrix brasiliensis foi a Unica espécie do complexo Sporothrix
caracterizada nos isolados caninos incluidos no presente estudo. Essa espécie tem
sido descrita como uma espécie emergente, altamente patogénica para humanos e

animais e com uma distribuicdo geografica regional no Brasil (Marimon et al., 2007,
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Arrillaga-Moncrieff et al., 2009; Oliveira et al., 2011b; Rodrigues et al., 2013a). Esse
achado esta de acordo com os resultados de um outro estudo que associa S.
brasiliensis com a endemia de esporotricose felina no Rio de Janeiro (Rodrigues et
al., 2013a).

Na regido Sudeste do Brasil, autores descreveram a predominancia de S.
brasiliensis no acometimento de 78 gatos e um cdo com esporotricose, sendo
relatados casos em todos os estados da regido Sudeste, sendo estes, Rio de
Janeiro, Sao Paulo, Minas Gerais e Espirito Santo (Rodrigues et al., 2013a; Oliveira
et al.,, 2013a; Montenegro et al., 2014). Na regido Sul (Rio Grande do Sul) foi
relatado um canino com esporotricose, cujo isolado foi caracterizado como S.
brasiliensis.

A regido Sul do Brasil apresenta um perfil de espécie um pouco diferente, no
Rio Grande do Sul, a principal espécie encontrada foi S. schenckii (Oliveira et al.,
2011b), porém ja foi relatado um caso de esporotricose canina causada por S. luriei
(Oliveira et al., 2011a) e foram relatados casos de esporotricose felina causada por
S. brasiliensis, ndo s6 no Rio Grande Sul, como também no Parana (Rodrigues et
al., 2013a).

A partir dos resultados obtidos nesse estudo, que compreendeu 11 anos de
acompanhamento de cdes com esporotricose no INI/Fiocruz, foi possivel ampliar os
conhecimentos sobre essa micose nessa espécie animal na regido metropolitana do

Rio de Janeiro.
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6 CONCLUSOES

Com base no estudo realizado, pode-se concluir que:

1. A ocorréncia de casos de esporotricose canina descrita nesse estudo
representa a maior casuistica mundial dessa micose nesta espécie animal,

2. O Rio de Janeiro foi 0 municipio com a maior frequéncia de casos de
esporotricose canina;

3. A maioria dos caes encontravam-se em bom estado geral, apresentavam
Ulceras e ocorréncia de sinais extracutaneos, principalmente linfadenomegalia
regional e espirro com secrec¢ao nasal,

4. A forma clinica cutéanea fixa foi a mais observada na esporotricose canina e a
maioria dos caes apresentou lesdo em mucosa, sendo a nasal a mais
acometida;

5. A presenca de sinais respiratorios foi associada ao maior tempo de tratamento
até a cura clinica;

6. Quanto menor o tempo entre o inicio dos sinais clinicos dos cées e a
implementacéo do tratamento antifingico, menor o tempo de tratamento até a
cura;

7. O tratamento antifingico regular com os azélicos foi relacionado ao menor
tempo de tratamento até a cura clinica;

8. O tempo de tratamento até a cura clinica ndo foi dependente do farmaco
utilizado;

9. A ocorréncia de efeitos adversos gastrintestinais foi maior quando se utilizou
cetoconazol no tratamento da esporotricose canina;

10. O alto indice de perda de seguimento terapéutico por parte dos responsaveis
pelos caes foi um dos fatores limitantes desse estudo;

11. O gato foi a principal fonte de infec¢cdo do Sporothrix sp. para os caninos no
Rio de Janeiro e regiao;

12. Sporothrix brasiliensis parece ser o principal agente etioldgico da

esporotricose canina no Rio de Janeiro.
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8 ANEXO

8.1 Anexo A
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