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Souza, E W. ESPOROTRICOSE FELINA: RESPOSTA AO TRATAMENTO,
ALTERACOES HISTOLOGICAS CUTANEAS E IDENTIFICACAO DE
Sporothrix spp. NO ESTADO DO RIO DE JANEIRO - BRASIL Rio de Janeiro,
2014. 107 f. Tese [Doutorado em Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas] - Instituto
Nacional de Infectologia

RESUMO

A esporotricose é causada pelo fungo dimorfico Sporothrix spp. Nos felinos
domésticos, a doenca se caracteriza pela presenca de lesbes cutaneas ulceradas e
nodulares, podendo apresentar carater disseminado. Esse estudo teve como objetivos
avaliar a evolucdo clinica e as alteracdes histopatoldgicas das lesdes cutaneas de
esporotricose ao longo do tratamento antifungico em gatos naturalmente infectados,
identificar as espécies de Sporothrix spp. e correlacionar esses fatores com o desfecho
do tratamento. Foram estudados 34 gatos com lesdes cutaneas, que foram tratados com
itraconazol na dose de 100 ou 50 mg/gato/dia por um periodo maximo de 36 semanas,
até o desfecho de cura clinica ou faléncia. Na primeira consulta, foi realizada uma
biopsia de lesdo cutanea, para realizacdo do exame histopatoldgico e isolamento do
fungo e a sua identificacdo por taxonomia polifasica, utilizando analise morfologica,
analise fisioldgica e identificacdo molecular. Revisdes regulares dos gatos e uma biopsia
cuténea adicional na mesma localizacdo da primeira, ap6s um intervalo de 5 a 11
semanas, foram realizadas. Os gatos incluidos nesse estudo tinham uma idade média de
2,9 anos, sendo 70,5% machos. S. brasiliensis foi a Unica espécie identificada na
populacdo felina estudada. Vinte e seis (76.5%) gatos tiveram cura clinica e oito
(23.5%) tiveram faléncia de tratamento. Foi encontrada associacdo de animais em bom
estado geral apresentando lesdes mais localizadas com o desfecho cura ap6s 5 a 11
semanas de tratamento. Na primeira biopsia, foi observada dermatite piogranulomatosa,
granulomas mal organizados com predominio de macrofagos e neutrofilos e altas cargas
fangicas. Ja na segunda biopsia, houve um aumento significativo na ocorréncia de
dermatofibrose e dermatite ndo-granulomatosa, assim como uma menor intensidade de
células inflamatdrias e reducdo significativa da carga fangica. Ndo houve correlagdo
entre os fatores avaliados. A evolugdo das altera¢Ges clinicas e histologicas observadas
sugere que o itraconazol nas doses utilizadas é efetivo contra o fungo S. brasilensis em
gatos.

Palavras chaves: esporotricose, gatos, Sporothrix brasiliensis, histopatologia,

tratamento, itraconazol.



Souza, E W. FELINE SPOROTHRICOSIS: TREATMENT RESPONSE,
HISTOLOGICAL SKIN CHANGES AND IDENTIFICATION OF Sporothrix spp.
IN THE STATE OF RIO DE JANEIRO - BRASIL Rio de Janeiro, 2014. 107 f. Tese
[Doutorado em Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas] - Instituto Nacional de
Infectologia

ABSTRACT

Sporotrichosis is caused by the dimorphic fungus Sporothrix spp. In domestic
cats the disease is characterized by the presence of ulcerated and nodular skin lesions
and may have widespread character. This study aimed to evaluate the clinical and
histopathological alterations of cutaneous sporotrichosis lesions along the antifungal
treatment in naturally infected cats, to identify the species of Sporothrix spp. and to
correlate these factors with the outcome of treatment. Thirty-four cats were studied with
skin lesions that were treated with itraconazole at a dose of 100 or 50 mg/cat/day for a
maximum of 36 weeks, until the outcome of clinical cure or treatment failure. At the
first visit, a biopsy of a skin lesion was performed, to make the histopathological
examination and isolation of the fungus and their identification by polyphasic
taxonomy. Cat’s regular reviews were performed and an additional skin biopsy at the
same location as the first was performed. Cats included in this study were mostly males
with a mean of 2.9 years of age. The anatomical region with the highest number of
collection was the forelimbs and head / face. S. brasiliensis was the species identified in
the study feline population. Twenty-six (76.5%) cats had clinical cure and eight (23.5%)
had treatment failure. It was found animal association in good general condition and
presenting more localized lesions with the outcome healing after 5-11 weeks of
treatment. The first biopsy was observed pyogranulomatous dermatitis, poorly
organized granulomas with predominance of macrophages and neutrophils and high
fungal load. The second biopsy was seen a significant increase in the occurrence of
dermatofibrosis and non-granulomatous dermatitis, as well as a lower intensity of
inflammatory cells and significantly reduced the fungal load. There was no correlation
between the factors evaluated. The evolution of clinical and histological changes
observed suggest that itraconazole in doses is effective against the fungus S. brasiliensis
in cats.

Keywords: sporotrichosis, cats, Sporothrix brasiliensis, histopathology, treatment,

itraconazole.
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Figura 13. Biopsia de pele de gato com esporotricose, cujo desfecho foi
cura clinica ap6s 20 semanas do uso de itraconazol. 1* biopsia: (A)
Dermatite piogranulomatosa, apresentando granuloma mal organizado e
infiltrado inflamatoério acentuado e difuso composto por macréfagos,
neutrdfilos, plasmécitos e linfocitos. HE; (B) Diversas estruturas
leveduriformes coradas em negro sdo observadas na derme. GMS; 22
biopsia: (C) Ulcera recoberta por crosta e dermatite piogranulomatosa
moderada e difusa, com infiltrado inflamatdrio mais intenso na derme
superficial. HE; (D) Detalhe da foto A mostrando foco de dermatite
piogranulomatosa apresentando granuloma mal organizado e infiltrado
inflamatério moderado constituido por macrofagos, neutrofilos,

plasmdcitos e linfocitos. HE

Figura 14. Biopsia de pele de gato com esporotricose, cujo desfecho foi
cura clinica apos 28 semanas de uso de itraconazol. I* biopsia: (A)
Dermatite piogranulomatosa acentuada e difusa, apresentando
granuloma bem organizado. HE; 2 biopsia: (B) Dermatite nado
granulomatosa discreta e difusa composta por neutréfilos e linfocitos.
Observa-se também acentuada dermatofibrose com 8 semanas de

tratamento. HE.
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Figura 15. Biopsia de pele de gato com esporotricose, cujo desfecho foi
cura clinica ap6s 20 semanas de uso de itraconazol, porém apresentando
recidiva ap6s 16 semanas da alta. 1* biopsia: (A) Dermatite
piogranulomatosa apresentando granuloma fungico com abundantes
estruturas leveduriformes no interior de macrofagos e escasso infiltrado
inflamatério de linfécitos, plasmécitos e neutréfilos. HE; (B)
Abundantes estruturas leveduriformes arredondadas e em forma de
charuto coradas em negro sdo observadas. GMS; 22 biopsia: (C)
Dermatite piogranulomatosa apresentando granuloma mal organizado e
infiltrado inflamatdrio acentuado e difuso constituido por macréfagos,
neutrdfilos, plasmdcitos e linfocitos. HE; (D) Estruturas leveduriformes

arrendodadas sem brotamento coradas em cinza. GMS.

Figura 16. Biopsia de pele de gato com esporotricose, cujo desfecho foi
faléncia ap6s 36 semanas de uso de itraconazol. 1% biopsia: (A)
Granuloma flngico com abundantes estruturas leveduriformes no
interior de macrofagos e escasso infiltrado inflamatério. HE; (B)
Presenca de estruturas fungicas arredondadas. GMS; 22 biopsia: (C)
Dermatite piogranulomatosa apresentando granuloma mal organizado e
infiltrado inflamat6rio acentuado e difuso constituido por macréfagos,
neutrofilos, plasmoécitos e linfocitos.  Observa-se  também
dermatofibrose.HE; (D) Detalhe da foto C; (E) Presenca de estruturas
leveduriformes semelhantes a hifas coradas em negro.GMS; (F) Detalhe
da foto E apresentando estruturas alongadas semelhantes a hifas e
arredondadas com brotamento.

Figura 17. Primeira biopsia de pele de gato com esporotricose, cujo
desfecho foi cura clinica ap6s 20 semanas de uso de itraconazol, porém
apresentando recidiva ap6s 12 semanas da alta. Raros mastocitos (seta)
e eosinofilos (cabeca de seta) sdo observados no infiltrado inflamatério
da derme, proximos a estruturas leveduriformes (EL) de S. brasiliensis.

Giemsa.
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SIGLAS E ABREVIATURAS UTILIZADAS

ALT Alanina Aminotransferase

AST Aspartato Aminotransferase

BDA Batata dextrose agar

BHI Brain Heart Infusion

CEUA Comisséo de Etica para 0 Uso de Animais
DNA* Acido Desoxiribonucleico

EDTA Ethylenediamine tetraacetic acid

FELV Virus da Leucemia Felina

FIOCRUZ Fundacdo Oswaldo Cruz

FIV Virus da Imunodeficiéncia Fellina
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INI Instituto Nacional de Infectologia
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IL-10 Interleucina 10

LAPCLIN- Laboratdrio de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em Animais
DERMZOO Domeésticos

LTBBF Laboratdrio de Taxonomia, Bioquimica e Bioprospecg¢do de Fungos
NK Natural killer

PAS* Acido periddico de Schiff

PBS* Solucéo salina tamponada com fosfato
PCR* Reacdo em cadeia da polimerase

RFLP Restriction fragment length polymorphism
RAPD Random amplification of polymorphic DNA
RNA Acido Ribonucleico

SPSS* Statistical Package for Social Sciences

SC Subcuténeo

TLR Toll-Like recptors
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Thl Linfocito T helper 1
Th2 Linfocito T helper 2
TCLE Termo de consentimento livre e esclarecido
YNB Yeast Nitrogen Base

* Abreviaturas em inglés

As unidades de medidas utilizadas no texto seguem a nomenclatura do Sistema Internacional de Unidades

(S).
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1. INTRODUCAO
1.1. Sporothrix schenckii

Sporothrix schenckii, até o ano de 2007, era considerado o Unico agente causal
da esporotricose (Marimon et al, 2007). A espécie foi isolada pela primeira vez por
Benjamin Schenck, em 1898, nos Estados Unidos, a partir de material coletado de
lesBes de um paciente com abscessos na mao e no brago. A amostra clinica foi enviada
para Erwin Smith que classificou o agente causal como sendo um fungo pertencente ao

género Sporotrichum (Schenck, 1898).

Em 1900 Hektoen e Perkins, também nos Estados Unidos, isolaram o agente
causal de uma leséo no dedo de uma crianga e o classificaram como Sporothrix

schenckii (Hektoen & Perkins, 1900).

Na Europa esse fungo foi descrito por Beurmann e Gougerot em 1903 com o
nome de Sporotrichum beurmanni, porém, posteriormente, essa terminologia passou a

ser sinonimia de S. schenckii (Lavalle & Mariat, 1983).

Ao longo dos anos varios estudos descrevendo a esporotricose e seu agente
etiologico, S. schenckii, foram publicados por diversos autores (Lurie, 1971; Mariat &
Lavalle, 1972; Nicot & Mariat, 1973; Lavalle & Mariat 1983; Travassos 1985; Rippon,

1988; Schubach et al., 2004).

S. schenckii tem sido descrito como um fungo dimorfico apresentando uma fase
micelial e outra leveduriforme. A fase micelial, saprofita, é obtida também em cultura a
25°C. Em sua macromorfologia a fase micelial apresenta coldnias de superficie rugosa,
rachada e quebradica, podendo ser plana, tmida, glabra ou membranosa. A pigmentacéo
varia do branco ao marrom escuro e cinza, mas frequentemente séo negras, sendo que
em alguns isolados demoram a escurecer. Na micromorfologia observam-se hifas

hialinas, delgadas e septadas contendo conidioforos que produzem conidios (esporos de
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origem assexuada). (Thibaut, 1970; Travassos, 1985; Nicot & Mariat, 1973; Neufeld,

1999; Romero-Martinez et al., 2000; Lopes-Bezerra et al., 2006; Zancopé et al., 2011).

Os conidios sdo de dois tipos: conidios sésseis, deméaceos (marrons,
melanizados), de modo geral dispostos individualmente sobre curtos denticulos ao
longo de hifas vegetativas e conidios simpodiais, hialinos (claros, sem pigmento) ou
ligeiramente pigmentados, usualmente obovaides dispostos sobre células
conidiogénicas denticuladas. Esses conidios simpodiais apresentam-se em forma de
pétala de rosa e se arranjam em grupos cuja estrutura se assemelha a uma margarida,
dispostos em cada lado da hifa, podendo se separar delas se tornando células
independentes com potencial germinativo. A intensidade da pigmentacéo da colonia
esta diretamente ligada a producéo de melanina por esse fungo (Thibaut, 1970; Nicot &
Mariat, 1973; Travassos, 1985; Neufeld, 1999; Romero-Martinez et al., 2000; Lopes-

Bezerra et al., 2006; Oliveira et al., 2011).

A fase leveduriforme, parasitaria, é obtida em meio BHI (Brain Heart Infusion)
a 35°-37°C, com aspecto macromorfoldgico de colénias imidas e de coloracdo creme.
A microformologia demonstra células fusiformes, ovais ou em formato de charuto,
medindo 2,5 a 5 um de didametro. Alguns fatores influenciam na transi¢cdo morfoldgica,
mas a temperatura é um fator determinante no dimorfismo, que é reversivel. Em
algumas culturas a 28-30°C todos os tipos celulares — hifas, conidios e leveduras —
podem ocorrer simultaneamente (Travassos, 1985; Neufeld, 1999; Romero-Martines et

al., 2000; Lopes-Bezerra et al., 2006).

Os constituintes da parede celular determinam a morfologia do fungo,
desempenham um papel ativo durante a infecgcdo, sendo também essenciais ao
crescimento fangico e resisténcia a fagocitose. Os carboidratos deste envelope celular

dos fungos dimorficos variam na composic¢éo e estrutura conforme o estagio
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morfolégico do fungo. As glicoproteinas sdéo componentes importantes na parede
celular do S. schenckii e sdo 0s mais ativos componentes antigénicos. A presenca de
melanina confere protecdo, pois este pigmento € eliminador de radicais livres, e também
é um importante fator de viruléncia (Romero-Martinez et al., 2000; Latgé, 2013;
Previato et al., 2013; Mora-Montes et al., 2013). A parede celular das células em fase
leveduriforme possui mais carboidratos do que lipidios quando comparada a parede dos
conidios (fase micelial). Os principais polissacarideos de parede sdo manose e ramnose,
sendo encontrados também galactose, tracos de glicose e outros (Lavale & Mariat,1983;

Morris-Jones et al., 2003; Lopes-Bezerra, 2011).

1.1.1. O COMPLEXO Sporothrix schenckii
Sporothrix spp. é um fungo dimdrfico e anamérfico, e alguns estudos apontam

para a possibilidade que Ophiostoma sp. seja sua forma sexuada (Kirk et al, 2008).

Esse género € composto por cerca de 60 espécies distribuidas mundialmente nas
regides tropical e subtropical, sendo comumente saprofitas. A Unica espécie que era
considerada patogénica, S. schenckii, atualmente pertence a um complexo de espécies,
proposto por estudos filogenéticos que indicaram uma variabilidade genética dentro da

espécie (Marimon et al., 2006; de Meyer et al., 2008 ).

Estudos moleculares e fenotipicos permitiram a identificacao de seis espécies
que compdem o complexo S. schenckii: S. schenckii sensu stricto, Sporothrix
brasiliensis, Sporothrix globosa, Sporothrix mexicana, Sporothrix luriei e Sporothrix
pallida (Marimom et al., 2007; Marimom et al., 2008). Inicialmente as espécies
patogénicas pertencentes ao complexo eram: S. brasiliensis, S. globosa, S. luriei, e S.
schenckii sensu stricto (Marimon et al., 2007). Mas ja tem sido descritos casos clinicos

humanos associados as espécies S. mexicana e S. pallida (Marimon et al., 2008; Dias et
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al., 2011; Morrison et al., 2013; Morrison et al., 2013; Rodrigues et al, 2013; Choappa

etal., 2014).

S. brasiliensis é considerada a espécie mais virulenta para modelo murino,
seguida de S. schenckii e S. globosa (Arrillaga-Moncrieff et al., 2009). Adicionalmente,
dados referentes a casos clinicos humanos tem demonstrado que a espécie S.
brasiliensis é mais agressiva, mas que os individuos infectados apresentaram uma boa
resposta ao tratamento, em intervalo de tempo menor, quando comparados aos casos

clinicos devido a S. schenckii (Almeida-Paes et al., 2014).

Marimon e colaboradores (2007) propuseram inicialmente, para identificagéo
das espécies do complexo Sporothrix, utilizar uma chave de identificacdo a qual
continha testes de: anélise da morfologia dos conidios, auxonograma (rafinose, ribitol e

sacarose) e termotolerancia.

Atualmente, classificar as espécies do complexo Sporothrix somente utilizando
caracteristicas morfoldgicas é um dado muito restrito, pois as estruturas morfolégicas
divergem sutilmente entre as espécies, além da possibilidade de modifica¢fes devido a
fatores externos (Oliveira et al, 2011; Rodrigues et al, 2013). E indispensavel analisar
diferentes caracteristicas, morfologicas, ecoldgicas, bioquimicas, fisioldgicas,
nutricionais e genéticas, em uma analise multifatorial denominada taxonomia polifésica
(Cruz, 2013). Os isolados que nédo puderem ser classificados fenotipicamente em nivel

de espécie devem passar pela analise molecular (Oliveira et al., 2011).

1.2. ESPOROTRICOSE

1.2.1. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS



25

A esporotricose, micose subcutdnea causada pelo fungo dimorfico Sporothrix
spp., é considerada uma micose emergente (Barros et al., 2011; Rodrigues et al., 2013),
e tornou-se um grande problema de salde publica no estado do Rio de Janeiro (Silva et
al., 2012; Pereira et al., 2014). A partir de 2013 os casos em humanos se tornaram de
notificagdo compulsoria, na tentativa de conter a expansdo desta doenga, por meio da
Resolugdo SES n° 674 de 12 de julho de 2013 (Brasil, 2013). Entretanto, a esporotricose
animal tornou-se de notificacdo compulséria somente em 2014 a partir da Portaria
GM/MS n° 1.271 de 6 de junho de 2014, em seu artigo 2°, paragrafo IV, que inclui
epizootia na lista de doencas de notificacdo compulséria nacional (Brasil, 2014).

Os primeiros relatos de casos de esporotricose humana ocorreram em 1898 e
1900, por Schenck e Hektoen & Perkins, respectivamente. Entretanto, Linck em 1809 e
Lutz em 1889 ja tinham se referido a possiveis casos de esporotricose, porém sem
isolamento do agente causal (Kwon-Chung & Bennet, 1992).

No Brasil a doenga é conhecida desde 1907 com a infeccdo natural em ratos
(Lutz & Splendore, 1907), sendo feito mencdo de transmissdo ao homem através da
mordedura desses animais (Pupo apud Oliveira, 2013). Singer e Muncie (1952) também
mencionaram a possibilidade de doenga zoondtica entre felinos e 0 homem. Freitas e
colaboradores (1956) descreveram o primeiro caso brasileiro de esporotricose felina,
naturalmente adquirida, e posteriormente publicaram oito casos em gatos na cidade de
Séo Paulo (Freitas et al., 1965).

Atualmente, reconhece-se que a esporotricose € uma micose causada por
especies do género Sporothrix, que infecta os seres humanos e varias espécies animais,
desempenhando o gato um importante papel na transmissdo zoondtica (Marimon et al.,

2007; Pereira et al., 2014).
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A transmissdo do fungo ocorre através da inoculacao traumatica na pele ou pelo
contato com plantas ou material organico contaminado, ou ainda através de mordidas ou
arranhdes de animais, causando uma infecgdo cutanea e subcutanea, mas que pode se
manifestar de forma disseminada tanto nos homens quanto nos animais (Pereira et al.,
2014; Gutierrez-Galhardo et al., 2015). A transmissdo pela inalacdo dos conidios pode
ocorrer, porém em menor frequéncia, causando sinais extracutaneos, como a infeccéo
pulmonar e a forma sistémica (Kauffman et al., 2007; Barros et al., 2011).

O papel do gato como fonte de infeccdo, difere do que ocorre na forma cléssica
de transmisséo, na qual o ser humano em atividades ocupacionais ou de lazer manipula
ou interfere no habitat do fungo. Nesta forma de transmissdo zoonética, é o fungo que

entra no ambiente do ser humano por meio dos gatos (Barros et al., 2004).

As primeiras publicacdes de casos humanos de esporotricose transmitidos por
gatos ocorreram na década de 1970 (Larsson et al., 1989) e os nimeros continuaram a
crescer nos anos posteriores (Dunstan et al., 1986a; Barros et al., 2001).

Durante o periodo de 1987 a 1998 foram atendidos 13 casos humanos de
esporotricose no servico de dermatologia do Hospital Evandro Chagas, Fundagéo
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro. Dentre estes, dois pacientes, atendidos no
ano de 1991 e 1997, relataram arranhadura por gatos (Barros et al. , 2001).

O isolamento do fungo das unhas e cavidade oral de gatos sadios e a presenca
de um grande numero de estruturas leveduriformes nas lesGes cuténeas de felinos
infectados indicaram um grande potencial zoonotico desta espécie (Schubach et al.,
2001; Schubach et al., 2002; Gremiao et al., 2006).

Ja a primeira epidemia (Rezende, 1998) de esporotricose humana resultante de
transmissdo zoonatica foi identificada no Rio de Janeiro com inicio em 1998, na qual a

maior prevaléncia da doenca foi observada nas pessoas que cuidavam dos gatos doentes.
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Entre 80 e 91% dos casos humanos de esporotricose nessa epidemia em curso na regido
metropolitana do Rio de Janeiro sdo de transmissdo zoonotica através de mordidas,
arranhaduras ou contato com exsudato das lesdes do gato domestico. A populagdo mais
acometida é do sexo feminino, idade entre 21 e 60 anos e da raca branca (Barros et al.,
2004; Barros et al., 2008; Barros et al., 2010; Freitas, 2010; Silva et al., 2012).

A esporotricose felina é frequente no Brasil, onde o maior nimero de casos é
proveniente da regido metropolitana do Rio de Janeiro (Pereira et al., 2014, Gremido et
al., 2015). Um total de 4.124 gatos foram diagnosticados com a doenca no Laboratorio
de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em Animais Domesticos (LAPCLIN-
DERMZOO) do Instituto Nacional de Infectologia INI/FIOCRUZ-RJ , de 1998 até
2012, podendo este numero ser maior, devido a falta de notificacdo obrigat6ria da
doenca nesse periodo (Gremido et al., 2015). Ha relatos de casos no Rio Grande do Sul,
Parana, Sdo Paulo e Minas Gerais (Rodrigues et al., 2013), sendo considerada uma
infeccdo emergente no estado de Séo Paulo (Montenegro et al., 2014).

Atualmente, o tratamento desta doenca nos felinos continua sendo um dos
maiores entraves e permanece como 0 grande desafio para o controle da epidemia
(Barros et al., 2010; Gremido et al., 2015). Alteracdes no meio ambiente, 0 aumento da
populacéo felina, aliado a falta de acfes de saude publica para interromper a cadeia de
transmisséo animal sdo fatores que podem estar relacionados com a epidemia no estado
do Rio de Janeiro (Barros et al., 2008; Silva et al., 2012). A irregularidade no
tratamento e no acompanhamento clinico, assim como o alto indice de abandono pelo
proprietéario do gato, ao perceber melhora nas lesbes cutaneas, pode levar a recorréncia
da doenca, prejudicando o processo de cura e representando um obstaculo no controle

da cadeia de transmissdo (Chaves et al., 2013; Pereira et al., 2014).
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Medidas de controle para a epidemia englobam estudos epidemioldgicos,
promocdo de a¢des educativas que enfatizem a posse responsavel dos animais,
programas que limitem a reproducdo felina, diagndstico e tratamento precoce dos gatos
com esporotricose, notificacdo obrigatoria dos casos, agdes efetivas por parte das
instituicdes governamentais de satde publica, cremacdo de animais doentes que venham
a obito e desenvolvimento de vacinas antifungicas para animais (Schubach et al., 2005;

Barros et al., 2008; Barros et al., 2010; Pereira et al., 2014).

1.2.2. ASPECTOS CLINICOS DA ESPOROTRICOSE FELINA

A apresentacdo clinica nos gatos varia desde uma infeccéo subclinica, passando
por lesdo cutdnea Unica até lesGes cutdneas multiplas e sistémicas fatais, acompanhada
ou ndo de sinais extracutaneos (Dustan et al., 1986; Davies & Troy, 1996; Schubach et
al., 2004). Os gatos sdo altamente susceptiveis a esporotricose e 0 envolvimento
sistémico é frequente nesta espécie, levando a formas graves e de dificil tratamento,
podendo levar o animal a ébito. Difere do que ocorre em humanos e caes, nos quais a
forma sistémica é menos frequente e geralmente ha uma boa resposta ao tratamento
(Schubach, 2004; Pereira et al., 2009; Barros et al., 2011; Almeida Paes et al, 2014).

N&o se sabe ainda porque 0s gatos apresentam uma maior sensibilidade a
Sporothrix spp. comparado aos humanos e outros animais, como 0s cdes. Estudo de
Pereira e colaboradores (2009) sugere uma imunodepressao ou anergia especifica a este
microrganismo. Outro fator que pode influenciar na baixa resposta a terapia em gatos
esta relacionada a extensdo e gravidade das lesdes associadas a viruléncia do fungo
(Arrillaga-Moncrieff et al., 2009; Gremi&o et al., 2015).

A forma clinica mais frequente nos gatos € o aparecimento de nodulos cutaneos

multiplos, gomas e Ulceras recobertas ou ndo por crostas, com envolvimento frequente
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de mucosas (Pereira et al., 2009). As lesdes ocorrem preferencialmente na cabeca, cauda
e membros (Werner & Werner, 1994; Schubach, 2004). Extensas &reas de necrose
podem se desenvolver e expor 0ssos e masculos. Os gatos também sdo frequentemente
acometidos por sinais respiratorios, como espirros, secrecdo nasal e dispneia,
acompanhados por linfoadenomegalia. (Schubach et al., 2004; Pereira et al., 2010;
Madrid et al., 2012).

O fungo Sporothrix spp. pode disseminar para outras areas do corpo do animal,
por auto-inoculagdo durante o comportamento habitual de limpeza ou por via
hematogénica (Dunstan et al., 1986b; Schubach et al., 2003). As incursdes de gatos em
areas com material contaminado, o ato de afiar as unhas em troncos de arvores e as
arranhaduras durante brigas ou brincadeiras promovem a infecgéo dos felinos (Larsson
et al., 1989). Ha relatos de espirros iniciais precedendo o aparecimento de lesbes
cuténeas, mas, geralmente, estdo relacionados a presenca de lesdo nasal, o que sugere
que a via inalatoria seja outra importante via de infecgdo para os felinos (Schubach et
al., 2004). O prognostico da doenga nos felinos depende da ocorréncia dos sinais
respiratérios, como os espirros, secrecdo nasal e dispneia e da apresentacao clinica da
doenca (Gremido et al. 2015). Lesdes nasais por patdgenos fungicos sdo de dificil cura,
devido a alguns fatores, como: a viruléncia dos isolados, 0 pouco suprimento sanguineo
na regido, assim como pouco tecido cutaneo viadvel para cirurgias reconstrutivas e a
resisténcia dos microrganismos aos medicamentos comumente utilizados (Malik et al.,
2004).

A maioria dos gatos acometidos sdo machos jovens inteiros, ou seja, nao
castrados, com cerca de dois anos de idade, que adquiriram a infeccdo por meio de
brigas com outros gatos. Adicionalmente a procura pelo atendimento veterinario é feita

tardiamente, em media oito semanas apds o inicio dos sinais clinicos. A maioria dos
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gatos apresenta lesdes em trés ou mais locais ndo adjacentes. A esporotricose parece néo
estar relacionada a co-infecgdo pelo virus da leucemia felina (FELV) ou da
imunodeficiéncia felina (FIV), nem mesmo as formas mais graves, como a forma
disseminada, onde Sporothrix spp. € isolado de diferentes visceras, como o figado, baco,
pulmdes e linfonodos (Davies & Troy, 1996; Schubach et al., 2003; Schubach et al.,
2004).

Pereira e colaboradores (2010), descreveram 773 gatos com esporotricose,
41,3% dos animais tinham lesfes cutdneas em trés ou mais sitios anatdbmicos néo
contiguos e 41,5% apresentavam sinais respiratérios, principalmente espirros, 0s quais
estiveram associados a um maior risco de Obito. Linfangite, linfadenite nodular
ascendente e lesGes em mucosa também estavam presentes (Pereira et al., 2010).

Uma das principais alteracGes hematoldgicas e bioquimicas de gatos com lesdes
cuténeas multiplas de esporotricose, além da anemia e hipoalbuminemia, é a leucocitose
e hipergamaglobulinemia, o que pode reforcar a hipdtese que a gravidade da doenca nos
gatos ndo esté associada a imunossupressdo (Schubach et al., 2004).

As diferentes apresentacdes clinicas da esporotricose felina podem influenciar
no prognostico e consequentemente no desfecho do caso conforme relatado em estudos

anteriores (Schubach et al, 2004; Pereira et al., 2009).

1.2.3. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagndstico definitivo da esporotricose felina, considerado padrao de
referéncia, ocorre pelo isolamento do fungo em meio de cultura (Schubach et al., 2003;
Zancopé-Oliveira et al., 2011). Para o cultivo micologico o material € obtido das lesdes
através de puncao aspirativa, coleta com swab ou biopsia cutanea (Welsh, 2003). Em

casos de suspeita da forma disseminada da doenca, é recomendado a cultura do sangue,
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e em casos de sinais respiratorios deve-se utilizar swabs nasais ou coleta de material de

lavagem broncoalveolar (Leme et al., 2007; Schubach et al., 2004b; Lloret et al., 2013).

Em 89% dos casos o isolamento fangico ocorre em oito dias, mas pode demorar
até quatro semanas para o crescimento (Kaufmann et al., 2007). Os meios utilizados
sdo agar Sabouraud dextrose ou agar Mycosel, e as culturas incubadas a 25°C.
Inicialmente as colnias apresentam tonalidade creme, mas apds algumas semanas se
tornam marrons ou pretas. O dimorfismo térmico deste fungo é demonstrado por meio
da conversdo da fase filamentosa para a leveduriforme pela incubacgéo das culturas a
37°C em meio BHI e posterior visualizagcdo microscopica da morfologia do fungo, o que

finaliza o diagndstico (Morris-Jones, 2002).

A esporotricose em gatos pode ser diagnosticada preliminarmente usando-se o
exame citolégico, sendo o material bioldgico utilizado obtido pela pungéo aspirativa de
nddulos ou abscessos, impressdo em Iamina de lesdes ulceradas, impressdo com swab
por rolamento e raspados de pele (Clinkenbeard, 1991; Pereira et al., 2011). A coloragao
das laminas é feita com corantes tipo Romanowsky (ex: Wright, Giemsa, Pandptico
rapido), sendo visualizadas estruturas leveduriformes arredondadas ou ovais, de 3 a
Sum de diametro, ou na forma de charuto, encontradas em macrofagos, células gigantes
e neutréfilos ou no meio extracelular (Clinkenbeard, 1991; Raskin & Meyer, 2001;
Pereira et al., 2011). Em um estudo que utilizou 806 gatos com esporotricose
confirmada pela cultura micologica, o exame citopatoldgico revelou sensibilidade de

78,9% no diagndstico da infeccédo pelo Sporothrix (Pereira et al., 2011).

O exame histopatologico pelo HE € util para sugerir o diagndstico,
principalmente no caso de nodulos intactos e lesdes recentes (Rosser & Dunstan, 2006;
Greene 2012;Lloret et al., 2013), mas os achados geralmente ndo sdo especificos,

devido serem semelhantes a outras infec¢Bes fungicas, demonstrando um processo
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inflamatorio piogranulomatoso e variam com a fase evolutiva da doenca (Donadel,
1993; Miranda et al., 2013).

O exame histopatoldgico detecta caracteristicas que proporcionam a suspeita
diagndstica, permitindo um diagndstico presuntivo, direcionando a pesquisa pelo agente
etiologico nas amostras histologicas. Essa técnica permite a requisicao de testes
subsequentes apropriados reduzindo custos, o tempo para obter o diagnostico definitivo

e iniciar a terapia adequada (Miranda et al., 2010).

Portanto, para caracterizacdo morfoldgica das estruturas leveduriformes no
exame histopatoldgico, é recomendada a utilizacdo de técnicas histoquimicas, como a
impregnacéo pela prata de Grocott e a coloracdo pelo &cido periddico de Schiff (PAS)
(Miranda et al., 2010). Os elementos fangicos encontrados na ldmina podem apresentar-
se em forma de charuto ou arredondada, podendo ser observados corpos asteroides, 0s
quais séo prolongamentos eosinofilicos da célula fungica, ou hifas, também conhecido
como reacgdo de Splendore-Hoeppli (Bickley et al., 1985; Quintela et al., 2011).
Brotamentos Unicos de base estreita sdao achados comuns na superficie de estruturas
leveduriformes (Miranda et al., 2009). Formas atipicas podem ser encontradas nos
tecidos, com brotamentos multiplos e estruturas com dimensdes maiores do que o
habitual. As hifas encontradas nos tecidos podem ocorrer devido a baixa tensao de
oxigénio e temperaturas baixas, 0 que acontece nas extremidades do organismo animal

(Lopes et al., 1992).

O exame histopatoldgico tambem é Util para diferenciar de outras enfermidades,
como o pioderma bacteriano, micobacteriose, nocardiose, actinomicose, histoplasmose,
neoplasias, doenca auto-imune e erupcdo por medicamentos (Welsh, 2003). Deve-se
tomar a precaucdo de ndo confundir estruturas leveduriformes de Sporothrix spp. com

Candida spp., Histoplasma capsulatum ou Trichosporon spp. (Dunstan et al., 1986b).
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O padrdo histologico observado na esporotricose dos gatos € uma reagdo
inflamatoria piogranulomatosa nodular a difusa (Dunstan et al., 1986b). Em um estudo
histopatoldgico de amostras de pele de 90 gatos com esporotricose realizado por
Schubach e colaboradores (2004), foi observado um infiltrado inflamatério dérmico
exuberante consistindo de células polimorfonucleares e mononucleares, principalmente
neutréfilos e macréfagos. Estruturas leveduriformes foram observadas em 62,2% das
amostras, sendo que em apenas 12,2% dos casos 0 granuloma estava presente. Corpos
asterdides ndo foram encontrados.

Com relacdo a distribuicdo das lesGes na pele dos gatos com esporotricose,
Schubach e colaboradores (2004) classificaram como L3 os gatos que tinham lesdo
cutédnea em 3 ou mais sitios, L2 os gatos que tinham lesdes em dois sitios ndo contiguos,
L1 lesdo cutdnea em apenas um sitio e LO animais sem lesbes. Houve diferenca
significativa entre o grupo L3 comparado aos grupos L2 e L1, com relacdo a baixa
frequéncia de granuloma e a abundancia de organismos fingicos na lesdo de gatos L3
(Schubach et al., 2004).

Em um trabalho mais recente com 84 felinos com esporotricose 0 processo
inflamatorio encontrado no exame histopatoldgico foi do tipo granulomatoso supurativo
com predominancia de granulomas mal formados (Miranda et al., 2013). Nesse mesmo
trabalho, em 41,7% dos casos de esporotricose felina o granuloma foi classificado como
fangico, ou seja, granuloma em que 0s macrofagos estdo preenchidos com estruturas
leveduriformes em toda a sua extensdo, havendo raros linfocitos e plasmacitos. Gatos
em bom estado geral exibiram quantidade marcante de neutrofilos. Os resultados
sugeriram associacao do granuloma bem formado com o controle da carga fangica, com

a boa condicéo geral do animal e com a apresentacéo clinica (Miranda et al., 2013).
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A sensibilidade do exame histopatoldgico utilizando o corante da prata de
Grocott é de 94% para a esporotricose felina (Gremido et al, 2015). Outras opcdes de
coloragéo para identificacdo de formas leveduriformes por meio da histopatologia séo o
Acido Periédico de Schiff (PAS) e a imunohistoquimica, mas até o momento nio
tiveram avaliadas sua sensibilidade nas biopsias de gato (Pereira et al., 2011; Miranda et
al., 2013; Gremido et al., 2015).

Schubach e colaboradores (2004) relataram que ha uma correlacdo inversa entre
a presenca de granulomas e a visualizagdo de estruturas leveduriformes sugestivas de
Sporothrix no infiltrado inflamatdrio de felinos e que a auséncia de fungos na amostra
pode ser explicada pela biopsia em estagios iniciais da infec¢éo ou a variacao individual
da intensidade da resposta imune. A baixa frequéncia de formacgédo de granulomas, a
auséncia de corpos asteroides e a abundancia de leveduras nas lesGes sugerem uma alta
susceptibilidade dos gatos na infecgcdo por Sporothrix spp. (Schubach et al., 2004).

O envolvimento sistémico, demonstrado pelos achados histopatolégicos de
infiltrado inflamatorio leve a moderado de células mononucleares e estruturas flngicas
em pulmaes, figado, baco, olhos, adrenais e linfonodos, é frequente em gatos (Schubach
etal., 2012).

Os micologistas tem pesquisado meios de diagndsticos que possam agilizar e
baratear o diagndstico da esporotricose felina, sendo introduzidos novos metodos que
ndo utilizam os tradicionais procedimentos de cultivo. Recentemente foi desenvolvido e
otimizado um teste ELISA para deteccdo de anticorpos anti Sporothrix schenckii, o qual
demonstrou sensibilidade e especificidade acima de 90%, sendo um bom teste de
triagem (Fernandes et al., 2011). Na tentativa de buscar metodologias mais rapidas e
praticas, a biologia molecular, em especial a PCR, tem sido utilizada na identificagcdo

apenas de S. schenckii em amostras clinicas provenientes de humanos e animais em



35

trabalhos de pesquisa (Oliveira et al, 2011; Rodrigues et al, 2013). Essas metodologias
foram desenvolvidas utilizando regifes dos genes de quitina sintase, rRNA 18S e
topoisomerase Il, para os quais foram desenvolvidos primers especificos para a
deteccdo molecular do agente da esporotricose (Hu et al., 2003; Kanbe et al., 2005;

Kano et al., 2005).

1.2.4. RESPOSTA INFLAMATORIA NA ESPOROTRICOSE

Sporothrix spp. ao ultrapassar a barreira fisica de um organismo, como a pele e
mucosas, encontra uma série de mecanismos de defesa, como os fagdcitos mono ou
polimorfonucleares, desencadeando uma resposta inflamatdria aonde predominara um
tipo de célula a resposta agressora do patdgeno (Blanco, 2008).

Um desses tipos celulares sdo 0s mastdcitos, células versateis do sistema imune
que contribuem para a resposta inata e adaptativa contra patégenos, tém meia vida longa
e sdo observados em locais de entrada dos microrganismos, como pele e mucosa, se
tornando as primeiras células inflamatdrias a entrar em contato com o patdgeno invasor.
Estudo experimental in vitro demonstrou que a deplecdo funcional de mastdcitos
permite a resisténcia ao progresso da infeccdo, com diminuicdo da carga fungica,
demonstrando reducéo significativa na severidade das lesdes cutaneas de esporotricose
(Romo-Lozano et al., 2012).

Os neutrdfilos sdo células que aparecem em intensidade variada nas biopsias de
pele, acompanhando o aparecimento de macrdfagos. A intensa quantidade de neutrofilos
nos casos humanos esta relacionada a pacientes com maior numero de lesdes e
tratamentos mais prolongados (Morgado et al., 2011), enquanto nos felinos ha uma

relacdo inversa entre quantidade de neutrdfilos e carga fungica (Miranda et al., 2013).
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Os macrofagos, por meio dos receptores Toll-Like (TLR) que sdo ativados pelos
lipideos da parede fungica (Carlos et al., 2009), secretam moléculas que amplificam a
resposta imune, controlam a inflamacdo, contribuem diretamente para o reparo de danos
teciduais por remocdo do tecido morto. Mais importante, eles processam 0s antigenos
em preparacdo para a resposta imune especifica (Tizard, 2009). Os macréfagos séo
células importantes na defesa do hospedeiro pela sua capacidade fagocitaria e também
pela sintese de proteinas regulatérias como as citocinas (Carlos et al., 2003). Essas
células liberam colagenases e elastases que destroem diretamente o tecido conjuntivo.
Adicionalmente, liberam IL-1 que promovem a proliferacdo de fibroblastos e estimula a
sintese do colageno, essencial para o reparo de qualquer dano tecidual (Tizard, 2009).

O coléageno é depositado por toda a lesdo e é gradualmente remodelado por
varias semanas ou meses a medida que a area retorna ao normal, e durante esse tempo,
ha crescimento de novos vasos sanguineos. Se 0 microrganismo ofensor ndo puder ser
destruido, o processo inflamatorio pode persistir (Tizard, 2009). Os microrganismos que
permanecem no meio intracelular podem resistir ao processo de fagocitose, persistindo
por longos periodos, causando estimulacdo antigénica cronica e ativacao de células T e
macrofagos, resultando na formacdo de granulomas. Nestes casos, a histopatologia
demonstra um processo inflamatdrio granulomatoso (Abbas et al., 2013).

Os granulomas comecam a ser visualizados a medida que os macréfagos sao
ativados e diferenciados, dispersos no infiltrado inflamatorio dérmico ou no tecido
subcutaneo, podendo se estender para a musculatura esquelética, acompanhado pelo
declinio do nimero de células fungicas encontradas. Com a cronicidade do processo,
devido a persisténcia do agente agressor e a quimiotaxia das células inflamatdrias, o
infiltrado torna-se arranjado em trés zonas caracteristicas, sendo a zona central

composta de neutrofilos, a zona intermediaria composta de histiocitos e a zona
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periférica de células redondas formando o granuloma esporotricético, que € um
granuloma bem organizado (Donadel, 1993; Rosser & Dunstan, 2006; Miranda et al.,
2009), frequentes na esporotricose humana e canina e pouco comuns em gatos

(Miranda et al., 2009; Miranda et al., 2013).

O tipo de infiltrado inflamatdrio encontrado em bidpsias de pele de gatos com
esporotricose, demonstram na maioria dos casos, um piogranuloma mal organizado,
com predominio de células inflamatérias do tipo neutrofilos e macréfagos, sendo que o
citoplasma dessas células, em muitos casos, encontram-se com abundantes estruturas
fangicas, caracterizando um granuloma fungico, com uma minima reacéo
linfoplasmocitéria, diferentemente do que é observado nos casos de esporotricose

canina e humana (Miranda et al., 2013; Gremido et al., 2015).

As infecgBes fungicas, uma vez estabelecidas s6 podem ser destruidas por
mecanismos mediados por células T. As doencas fungicas cronicas ou progressivas se
associam comumente com defeitos no sistema de células T. Essas células funcionam nas
infeccbes fungicas por meio da ativacdo dos macréfagos, promocdo do crescimento
epitelial e da queratinizacdo (Yasuda et al., 2005).

Na infec¢do por S. schenckii a resposta do tipo Thl e Th2 estdo presentes. Em
geral, a imunidade mediada por células tipo Th1l é usada para a depuracdo da infec¢do
fangica, enquanto a imunidade Th2, habitualmente, atua na suscetibilidade a infeccdo.
A produgdo de citocinas inibidoras tais como, IL-4 e IL-10 por células Th2 estdo
associadas a desativacdo de fagocitos e a progressdo da doenga. Apds a oitava semana
de infeccdo pelo Sporothrix spp. a resposta celular do tipo Th2 tende ao crescimento
(Costa et al., 2008; Romani, 2011). A pequena resposta do tipo Th1l em esporotricose

induz a infec¢Bes mais severas (Romo-Lozano et al., 2012).
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1.2.5. TRATAMENTO DA ESPOROTRICOSE FELINA

No passado, o tratamento da esporotricose felina envolvia a administragéo oral
de iodetos (Dunstan et al., 1986b; Werner & Werner, 1994; Davies & Troy, 1996;
Welsh, 2003). Entretanto, efeitos adversos graves associados aos iodetos levaram a sua
substituicdo por antifungicos mais efetivos e seguros como os imidazdlicos (Welsh,
2003). Todos os azolicos exercem sua agdo antifungica na membrana celular do fungo
pela inibicdo da sintese de ergosterol (Heit & Riviere, 1995). Entretanto, 0 mecanismo
de acdo dos iodetos permanece ainda obscuro e sugere-se que sua acao terapéutica seja

através da modulagdo da resposta inflamatoria (Reis et al., 2012).

Na década de 1970, o cetoconazol, o primeiro composto imidazélico para uso
oral, foi aprovado. Esse farmaco possui uma boa distribuicdo na pele e tecido celular
subcutaneo, considerado efetivo no tratamento de infec¢des fungicas superficiais. Os
efeitos adversos mais comuns incluem anorexia, nausea e vomitos, sendo os felinos
mais sensiveis a esses efeitos quando comparado aos cdes (Heit & Riviere, 1995;
Pereira et al., 2009).

Ja os triazélicos, como o itraconazol, apresentam efeitos adversos bastante
reduzidos (Oliveira Nobre et al., 2002). O itraconazol é considerado o farmaco de
escolha para o tratamento da esporotricose em gatos e humanos (Sykes et al., 2001;
Morris-Jones, 2002, Welsh, 2003, Pereira et al., 2009), principalmente, nas situacfes
onde o custo ndo limita seu uso e por ser um farmaco efetivo e com menor associagdo
de efeitos adversos quando comparado aos demais antifungicos (Sykes et al., 2001;
Pereira et al., 2010). O itraconazol é um antifungico mais seguro, pois possui maior
seletividade para sistemas de citocromos do fungo, além de atingir uma boa

concentragdo na pele (Welsh, 2003). A dose oral de itraconazol recomendada para
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esporotricose varia de 5 a 10 mg/kg, uma ou duas vezes ao dia (Rosser & Dunstan
2006).

Schubach e colaboradores (2004) realizaram um estudo sobre esporotricose
felina na regido metropolitana do Rio de Janeiro e avaliaram diferentes esquemas
terapéuticos para o tratamento de 266 gatos doentes. A cura clinica foi obtida em 68
pacientes (25,5%) e a duracéo do tratamento variou de 16 a 80 semanas (mediana = 36
semanas). Os efeitos adversos mais observados foram: anorexia, vémito e diarréia.
Entretanto, o nimero de abandonos e mortes por diferentes causas somou 69,7 %,
explicitando o alto indice de ndo adesdo ao tratamento e ndo permitindo a mensuragao

da eficacia de cada esquema utilizado.

Ja Pereira e colaboradores (2010) verificaram uma mediana de tempo de
tratamento até a cura clinica menor, de 26 semanas. Esse autores observaram cura
clinica em 38,3% de gatos tratados com itraconazol em uma dose de 8,3 a 27,7
mg/kg/dia, superior a dose tradicionalmente recomendada. Outro farmaco também
utilizado foi o cetoconazol, utilizado na dose de 13,5 a 27 mg/kg/dia, sendo o percentual

de cura de 28,6%.

Ensaios de susceptibilidade antifungica revelaram um amplo espectro para 0s
triazois, mas também indicam cepas multiresistentes dentro do complexo Sporothrix

(Rodrigues et al., 2014).

Recentemente, foi descrito o tratamento de 48 gatos com esporotricose
utilizando-se iodeto de potassio em capsulas na dose de 2,5 mg/kg com aumento
progressivo desta dosagem até 20 mg/kg a cada 24 horas. Nesse tratamento foi obtida a
cura em 47,9% dos animais, sugerindo que este farmaco na formulacdo e doses descritas

é uma alternativa no tratamento da esporotricose felina (Reis et al., 2012).
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Uma opcéo para casos refratarios ao itraconazol, ou seja, gatos que ndo iniciam
uma melhora com dois meses de tratamento ou ndo alcangam a cura clinica com um
tempo satisfatorio com esse antiflingico, é a associa¢do deste com a anfotericina B, na
dose de 0,5 mg/kg SC (via subcutdnea) ou 1 mg/kg via intralesional (Rodrigues, 2009;
Gremido et al., 2009; Gremido et al., 2011). A anfotericina é o farmaco de primeira
escolha para infecgdes micoéticas disseminadas e de rapida progressdo em humanos. A
anfotericina B interfere na permeabilidade de membrana celular do fungo promovendo a
morte celular. E pouco absorvida pelo trato gastrointestinal, logo, é somente usada por

via parenteral (Schubach et al., 2012).

O tratamento cirdrgico combinado a terapia antifingica pode ser curativo sem
aumento do risco para o animal desde que seja em local fisiologicamente e
anatomicamente operavel, como por exemplo, lesdo localizada na bolsa escrotal
(Gremido et al., 2006). A criocirurgia com intervalos mensais pode ser indicada em
casos de lesbes persistentes, como tratamento coadjuvante (Pereira et al., 2013). Honse
e colaboradores (2010) relataram a cura clinica de um gato com esporotricose cutanea

localizada utilizando a termoterapia local.

O tratamento da esporotricose felina ainda ¢ um desafio, devido a poucas opcbes
de farmacos antiflngicos testados, aos efeitos adversos e ao alto custo do tratamento

(Reis et al., 2012).

A necessidade de um tratamento antifungico regular e prolongado (Schubach et
al., 2004), a dificuldade na administracdo de medicamentos por via oral aos gatos
domeésticos, a falta de condi¢bes para manter os animais confinados, além dos gastos
com transporte urbano e a dificuldade para transportar os animais em veiculos coletivos
(Barros et al., 2004), podem explicar parcialmente o grande percentual de abandono

relatados por Schubach e colaboradores (2004) e Chaves e colaboradores (2013).
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Este percentual de abandono de tratamento da esporotricose felina foi de 21%
em um estudo epidemiolégico com 147 animais entre os anos de 1998 a 2005 no estado
do Rio de Janeiro (Chaves et al, 2013). Portanto, o comprometimento do proprietario
do gato com o tratamento é um fator determinante no progndstico da doenca (Lloret,

2013).

A esporotricose em humanos imunocompetentes e em cées, geralmente,
apresenta progndstico mais favoravel e com boa eficécia terapéutica. No entanto, a
esporotricose felina tende a uma evolugéo grave, de ocorréncia sistémica e com baixa

resposta terapéutica (Pereira et al., 2010).

Algumas micoses subcutaneas graves sao de dificil resolu¢do podendo ocorrer
progressdo durante a terapia ou recorréncia, aléem de problemas de intolerancia aos
antifungicos (Gremido et al., 2006). Existem relatos de reativacdo de lesfes cutaneas
entre trés e 18 meses apo6s o final do tratamento com cura clinica (Gremido et al., 2011).
Formas viaveis de Sporothrix schenckii podem ficar sequestradas nos tecidos por seis
meses sem ocasionar sinais clinicos, alem de lesdes aparentemente cicatrizadas poderem
ser reativadas e progredir para lesdes cutaneas caracteristicas, apos imunossupressao

com corticdide (MacDonald et al., 1980).

1.3. IDENTIFICAGCAO E GENOTIPAGEM DE Sporothrix spp.

A identificacdo do género Sporothrix em nivel de espécie tem sido realizada por
metodologias fenotipicas e genotipicas.

Estudos moleculares e fenotipicos sobre a populacdo de Sporothrix spp.
demonstraram a existéncia de linhagens genéticas diferentes, definida como um
complexo, que podem ser agrupadas de acordo com sua origem geografica (Mesa

Arango et al., 2002; Marimon et al., 2006; Rodrigues et al., 2013).
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Ishizaki e colaboradores (1998) encontraram relagdo entre 0 DNA mitocondrial
de Sporothrix shenckii provenientes de humanos de diferentes areas geograficas, dentre
elas Estados Unidos, Venezuela, Argentina e Brasil, pela técnica de polimorfismo do
comprimento dos fragmentos de restricdo (RFLP). Utilizando essa mesma técnica,
Zhang e colaboradores (2006) encontraram significativas correlagfes entre o perfil
molecular, a distribuicdo geografica e a apresentacdo clinica de 31 isolados de
Sporothrix schenckii provenientes de casos humanos de cinco regides diferentes da
China. Trabalho recente (YuX et al.,, 2013) analisou 74 amostras humanas e
identificaram S. globosa (71/74) como a espécie prevalente no Nordeste da China, por
meio de caracteristicas fenotipicas e andlise do sequenciamento parcial do gene da
calmodulina.

Por meio da caracterizagdo molecular de Sporothrix spp. de humanos e gatos
envolvidos na epidemia de esporotricose no Rio de Janeiro, utilizando a técnica de
RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic DNA-PCR), demonstrou-se que apesar da
grande relacdo genética exibida entre os isolados eles puderam ser agrupados entre 5 a
10 gendtipos (Reis et al., 2009). Ja& pela técnica de microsatélite observou-se a formacéo
de dois grupos maiores, os quais foram subdivididos em dois grupos menores cada um.
Os isolados de gatos foram idénticos aos das amostras humanas, entretanto, esses
isolados foram diferentes dos isolados provenientes de outra regido geografica, 0s
Estados Unidos (Reis et al., 2009).

Em um estudo molecular, fisioldgico e filogenético realizado por um grupo
espanhol com 127 isolados recebidos como S. schenckii, foram propostas trés novas
espécies no género Sporothrix: S. brasiliensis, S. globosa e S. mexicana. Portanto, 0s
resultados desse estudo sugeriram que S. schenckii ndo deveria ser considerada como

uma unica espécie, mas sim um complexo de espécies, o qual necessita de mais estudos
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para a compreensao de sua distribuicdo geogréafica, seu papel na doenca e nas diferengas
as respostas aos agentes antifungicos (Marimon et al., 2006; Marimon et al., 2007).
Utilizando semelhante metodologia, Oliveira e colaboradores (2011) analisaram
fenotipicamente 246 isolados humanos de Sporothrix spp. provenientes da epidemia de
esporotricose do estado do Rio de Janeiro entre 1998 e 2008 e concluiram que a espécie
S. brasiliensis foi a mais prevalente nesta epidemia. Entretanto, nesse mesmo estudo a
andlise fenotipica ndo foi suficiente para identificar 25 isolados de Sporothrix em nivel
de espécie, o que s6 foi possivel com o uso da andlise genotipica (Oliveira et al., 2011).

Rodrigues e colaboradores (2013) fizeram estudo semelhante, por meio de
analises fenotipica e genotipica de amostras provenientes de cinco estados brasileiros,
de cdes e gatos, e confirmaram S. brasiliensis como a espécie mais prevalente em gatos
no Brasil e a Unica identificada nos animais do Rio de Janeiro. Os isolados de S.
brasiliensis de gatos de Sdo Paulo, Parana e Minas Gerais compartilharam o mesmo
gendtipo da epidemia do Rio de Janeiro, diferente dos isolados do Rio Grande do Sul,
permitindo concluir que existem no minimo duas fontes distintas dessa espécie no
Brasil (Rodrigues et al., 2013). Esses autores identificaram a espécie S. schenckii em
apenas um isolado de gato proveniente de Sao Paulo.

A caracterizacdo fenotipica é realizada conforme chave de identificacdo
taxonbmica proposta por Marimon e colaboradores (2007), sendo observada a
morfologia do isolado em diferentes meios de cultura, especialmente a morfologia dos
conidios pigmentados sésseis, taxa de crescimento nas temperaturas de 30, 35 e 37°C, e
assimilacdo das fontes de carbono, sacarose, rafinose, glicose e ribitol. Compara-se
entdo com o perfil das espécies S. brasiliensis, S. globosa, S. mexicana e S. albicans,

descritas por Marimon e colaboradores (2007), identificando-se o isolado em estudo.
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Ja a caracterizacdo genotipica utiliza a técnica da PCR tendo como alvo
diferentes genes, por exemplo, o gene da calmodulina, ITS1, ITS4, B-tubulina, quitina
sintase, seguido do sequenciamento de seus produtos (Marimon et al., 2007; Oliveira et
al., 2011; Rodrigues et al., 2013; Oliveira et al., 2014; Rodrigues et al., 2014; Liu et al.,
2014). A deteccdo molecular de Sporothrix spp. seria Util para um répido diagndstico e
em casos de cultura negativa devido a pouca quantidade de fungos nas amostras ou
infeccOes secundarias. Nesse contexto, chama a atencdo de uma metodologia rapida de
identificacdo de espécies de Sporothrix pelo método T3B fingerprint desenvolvida por
pesquisadores brasileiros (Oliveira et al., 2012).

Outra metodologia que tem sido realizada para a distingdo de isolados de S.
brasiliensis, S. globosa, S. mexicana, S. schenckii, S. luriei e S. pallida é a
espectrometria de massa por ionizacao e dessorcédo a laser assistida por matriz (matrix-
assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry - MALDI-TOF
MS) com bons resultados e por ser um método simples, rapido, confiavel e adequado
para a rotina de identificagdo em laboratérios de micologia clinica e colegdes de cultura
(Oliveiraet al., 2015).

A informacéo sobre o perfil fenotipico e molecular de Sporothrix spp.utilizando-
se a taxonomia polifasica, associada com a epidemia de esporotricose pode ser Util para
compreender um pouco mais sobre a infecgé@o, epidemiologia e a refratariedade desse

fungo aos tratamentos (Reis et al., 2009).
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2. JUSTIFICATIVA

Uma epidemia de esporotricose h& dezesseis anos acomete a regido
metropolitana do estado do Rio de Janeiro, tendo sido diagnosticados mais de 4.000
casos humanos e 4.124 casos felinos no INI/FIOCRUZ/RJ entre 1998 e dezembro de
2012 (Pereira et al., 2014; Gremido et al., 2015). Os felinos estdo envolvidos na
transmissdo para 0os humanos em mais de 80% dos casos nesta epidemia. Apesar da
esporotricose humana ser uma doenga de notificagdo compulséria no Rio de Janeiro
desde o ano de 2013, ela continua sendo negligenciada, prevalecendo em regides de
pobreza e contribuindo para e entraves no desenvolvimento (Barros et al., 2010; Silva et
al., 2012; Pereira et al., 2014).

A dificuldade de tratamento dos gatos explicitada pelos baixos indices de cura,
inclusive com o itraconazol, considerado o farmaco de eleicdo, € um dos entraves para
as tentativas de controle dessa epidemia (Barros et al., 2010; Pereira et al., 2010).

Até 0 momento, sabe-se que o gato é mais susceptivel a infec¢do por Sporothrix
spp. do que o ser humano e outros animais, como 0s caninos, sendo a doenca de curso
longo, frequentemente com acometimento sistémico, levando a formas graves de dificil
tratamento e evolugcdo a Obito (Schubach et al.,, 2004). A ocorréncia de sinais
respiratorios esta associada a falha terapéutica e 6bito nesses animais. Entretanto, as
causas da grande susceptibilidade a esporotricose nos felinos ainda sdo pouco
conhecidas (Pereira et al., 2010). Acredita-se que o0s gatos que tenham uma resposta
imunologica eficaz contra o fungo desenvolvam uma resposta inflamatoria com
formacdo de granulomas bem organizados, como observado com frequéncia nos casos
de esporotricose humana e canina (Schubach et al., 2004; Miranda et al., 2009; Miranda
et al., 2010; Quintela et al., 2011). Consequentemente, esses gatos provavelmente

responderiam melhor ao tratamento e teriam melhor progndstico como ocorre no
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homem e no cdo (Schubach et al., 2004; Schubach et al., 2006; Barros et al., 2011;
Almeida-Paes et al., 2014).

Além da imunidade, outro fator que pode influenciar nesse baixo indice de cura
clinica em gatos estaria relacionado a uma possivel maior viruléncia do agente
(Schubach et al., 2003). O frequente acometimento 6sseo, de mucosas e de cartilagem
na regido nasal de felinos dessa epidemia (Gremido et al., 2015), diferente do relatado
em outros paises (Malik et al., 2004), reforcam essa hipdtese de uma maior viruléncia
do fungo. Essa hipdtese é reforcada pela ocorréncia em gatos da epidemia do Rio de
Janeiro da espécie S. brasiliensis (Rodrigues et al., 2013), a qual é considerada a de
maior patogenicidade (Arrillaga-Moncrieff et al., 2009). Entretanto ndo ha estudos
correlacionando a identificacdo fenotipica e molecular de espécies do complexo
Sporothrix em gatos dessa epidemia com as alteracdes histopatolégicas e sinais clinicos
encontrados nesses animais.

Portanto, nos gatos com esporotricose provenientes da regido epidémica do Rio
de Janeiro, incluidos no estudo, a avaliagdo da evolugdo clinica, de alteragdes
histopatoldgicas das lesbes ao longo do periodo de tratamento com o farmaco de
eleicdo, assim como a identificacdo fenotipica e molecular de Sporothrix spp. obtidas
desses animais associando-as com o desfecho, tempo de tratamento e de cicatrizagdo
das lesdes, podera contribuir para identificagdo de fatores preditivos de prognostico da

doenca, que ainda séo pouco conhecidos.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a evolugdo clinica e descrever as alteracdes histologicas cutaneas
durante o periodo de tratamento em gatos com esporotricose, identificar em nivel de
espécie os isolados fangicos desses animais, e correlacionar esses fatores com o

desfecho do tratamento, tempo de tratamento e de cicatrizagdo das lesdes.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Reportar a evolugdo clinica dos gatos com esporotricose durante o tratamento
antifungico com itraconazol;

» Identificar os isolados fungicos por meio de métodos taxondmicos
morfoldgico, fisiologico e quando necessario molecular;

» Descrever o tipo da inflamacao presente nas lesfes cutaneas e quantificar as
células inflamatdrias envolvidas durante o tratamento antifungico;

» Caracterizar a morfologia e quantificar as estruturas leveduriformes de
Sporothrix ~ spp. encontradas nas lesdes cutdneas durante o tratamento
antifungico;

» Associar a evolugdo dos sinais clinicos, a evolu¢do das alteracoes
histopatoldgicas das lesdes cutaneas e a(s) espécie(s) de Sporothrix com o
desfecho do tratamento, tempo de tratamento e de cicatrizacdo das lesdes

cutaneas nos gatos com esporotricose.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. DESENHO DO ESTUDO

Estudo de coorte prospectivo.

4.2. CASUISTICA
4.2.1. AMOSTRA

A populacgdo do estudo foi constituida de uma amostra de conveniéncia de uma
coorte de 183 gatos atendidos no Laboratdrio de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses
em Animais Domésticos (LAPCLIN-DERMZOO), Instituto Nacional de Infectologia
Evandro Chagas (INI), FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil de agosto de 2011 a outubro

de 2013.

4.2.2. CRITERIOS DE INCLUSAO
e Gatos com lesBes cutaneas e diagnostico definitivo de esporotricose por
isolamento de Sporothrix spp. em meio de cultura;
e Peso acima de 2Kkg;
e Idade superior a 12 meses e inferior a 12 anos;
e Gatos que ndo tenham sido tratados com farmacos antifingicos ou

corticosterdides;

4.2.3. CRITERIOS DE EXCLUSAO
e Gestantes ou lactantes;
e Uso de terapia concomitante ndo permitida (corticoides);
e N&o atingir o nimero minimo de duas biopsias com intervalo pré

determinado;



49

e Nao atingir o desfecho do tratamento (6bito ou eutanasia);
e Abandono de tratamento;

¢ Necessidade de mudanca da terapia antifangica inicial.

4.2.4. CRITERIOS PARA INTERRUPQAO DEFINITIVA DO TRATAMENTO

O paciente apresentar, durante o estudo, algumas das condic¢Ges explicitadas nos
critérios de exclusdo; eutanasia solicitada pelo proprietério; ocorréncia de graves efeitos
adversos clinicos e laboratoriais (superior ao grau 3 da tabela Anexo 1); o6bito; ndo

atingir o desfecho de cura ou faléncia.

4.3. EXAME CLINICO E COLETA DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS

4.3.1. PRIMEIRA CONSULTA

Os animais foram atendidos no LAPCLIN-DERMZOO/INI. Apds a realizagdo
do histdrico e anamnese, o animal foi sedado com cloridrato de quetamina 10% (10 —15
mg/kg) associada ao maleato de acepromazina 1% (0,1 mg/kg) aplicados por via
intramuscular. No exame clinico inicial foi aferido o peso do animal e foram realizados
inspecdo geral (mucosas, estado geral, palpacdo de linfonodos, temperatura retal),
verificagdo do grau de hidratagéo e exame dermatologico. Foi adotado o0 mesmo critério
de classificacdo de distribuicdo das lesGes utilizado por Schubach e colaboradores
(2004): L1 (presenca de lesdes em um local), L2 (presenca de lesdes em 2 locais ndo
contiguos) e L3 (presenca de lesbes em 3 ou mais locais ndo contiguos). O diametro das
lesbGes cuténeas foi medido. Também foram avaliados a presenca ou ndo de leses em

mucosas, presenca de sinais extracutaneos respiratorios e ndo respiratorios e o estado
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geral dos gatos. O estado geral foi classificado, segundo Pereira e colaboradores (2007)
em:

- estado clinico bom: indica condic¢do corporal ideal, normorexia, defecacdo e
micgdo normais, normotermia, e animal alerta;

- estado clinico regular: indica magreza, hiporexia, alteracdes nas funcdes
digestivas e urinarias, desidratacdo leve, temperatura corporal normal ou alterada,
estado de alerta pode estar afetado;

- estado clinico ruim: significa magreza ou caquexia, hipo ou anorexia,
distarbios gastrintestinais ou urinarios, desidratacdo severa, temperatura corporal
alterada, estado de alerta alterado.

Todas as informacGes foram detalhadas em prontuério, e realizada a
documentacdo fotografica com armazenamento das imagens obtidas. As lesbes foram
classificadas conforme seus aspectos macroscépicos em: Ulcera, nodulo, goma,
escoriacao e cicatriz.

Amostras de sangue periférico foram coletadas por pun¢do venosa e submetidas
a andlise bioquimica (uréia, creatinina, ALT e fosfatase alcalina) e hematoldgica.

Para realizacdo de biopsia, uma lesdo cutanea foi selecionada usando o critério
de maior extensdo no caso de multiplas lesbes. Quando houve presenca de uma lesdo
cutanea na regido nasal, a mesma teve prioridade de coleta, pois € geralmente de
cicatrizacdo mais dificil (Gremido et al., 2011) e, portanto, permitiria biopsias
subsequentes. Inicialmente foi feita coleta do exsudato com um swab estéril da leséo
cutanea selecionada para cultura fangica. A seguir, foram feitas duas biopsias do bordo
da mesma lesdo cutanea com punch de 3 ou 4 mm, apds sua antissepsia com alcool 70%
e anestesia local utilizando lidocaina a 2%. Um dos fragmentos obtidos foi fixado em

formol tamponado a 10% para analise histopatoldgica e o outro fragmento foi
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conservado em frasco contendo solucéo salina estéril 0,9% e antibidticos para cultura
micoldgica.

No Laboratério de Taxonomia, Bioquimica e Bioprospec¢do de Fungos do
Instituto Oswaldo Cruz (LTBBF/IOC), FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil, foram
realizados a cultura e o isolamento do fungo para identificacdo fenotipica e posterior
extracdo de DNA. O material coletado da biopsia e a secrecéo coletada através do swab
foram cultivados em placas contendo o meio 4gar Mycosel, a temperatura de 25°C, e
observados durante 30 dias. Os isolados suspeitos de Sporothrix spp. foram
subcultivados em meio &gar batata dextrose (BDA) a 25°C para identificacdo
morfologica, e o dimorfismo verificado pelo crescimento de estruturas leveduriformes

em meio BHI a 37°C.

4.3.2. TERAPIA ANTIFUNGICA

O animal incluido no estudo foi tratado com itraconazol (c&psulas) por via oral,
na dose de 50 ou 100 mg/gato/dia, dependendo do peso e estado geral do animal.
Animais com menos de 3Kg de peso ou classificados em estado geral ruim ou com
algum sinal adverso, recebiam a menor dose, de 50mg. Os animais foram tratados até a
cura clinica ou por um periodo méximo de 36 semanas, que é o maior tempo mediano
de tratamento reportado para alcancar a cura clinica (Schubach et al., 2004). Os gatos
foram acompanhados clinicamente durante 24 semanas apés a cura clinica. O periodo
de acompanhamento desses animais foi escolhido com o objetivo de verificar a
possibilidade de ocorréncia de reativacdo da doenga, apos a cura clinica (MacDonald et
al., 1980, Gremiao et al., 2011). Foram marcadas duas revisdes dentro deste periodo, a
cada 12 semanas, para avaliacdo clinica no ambulatorio do LAPCLIN-DERMZOO, INI,

FIOCRUZ.
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4.3.3 DESFECHOS

Cura clinica: gatos com remissao completa dos sinais clinicos cutaneos e
extracutaneos, incluindo os sinais respiratérios, da esporotricose, até o tempo de
suspensdo do tratamento pela alta clinica, que era mantido até dois meses depois da
remissao dos sinais. Também era considerado curado o animal que tinha recidiva da
doenga, ou seja, lesbes que reaparecem nos mesmos locais acometidos anteriormente,

embora o animal ndo tenha acesso a rua.

Faléncia terapéutica: animais que nao foram curados clinicamente até o tempo
maximo estipulado de tratamento com itraconazol, de 36 semanas, ou que apresentaram
piora ou estagnacao das lesdes cutaneas de esporotricose em duas consultas

consecutivas, mesmo sendo ajustada a dose da medicagé&o.

4.3.4. CONSULTAS DE SEGUIMENTO

As revisbes foram mensais para acompanhamento da resposta clinica a
terapéutica e deteccdo de efeitos adversos clinicos e laboratoriais. Primeiramente, o
peso do animal foi aferido para entdo dar continuidade ao exame clinico, realizado
conforme descrito na primeira consulta. Uma nova biopsia da mesma lesdo cutanea
submetida a primeira biopsia foi realizada entre a 5% e 112 semana apds o inicio do
tratamento para observacdo das alteracdes histologicas cutaneas, antes da completa
cicatrizacdo. O tempo para realizacdo da segunda biopsia foi escolhido baseando-se no
tempo minimo reportado para cura clinica da esporotrotricose felina, que é de oito
semanas (Pereira et al., 2010), e considerando uma margem de trés semanas devido a
dificuldade de agendamento das consultas de revisdo com o0s proprietarios. Essa

segunda biopsia de pele foi enviada e processada para exame histopatoldgico, sendo
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realizada também a cultura micoldgica da mesma forma que a primeira biopsia.
Adicionalmente, uma nova amostra de sangue foi coletada para exame bioquimico e
hematologico em cada tempo de realizacdo das biopsias, visando detectar graus de
toxicidade laboratorial.

A Figura 1 apresenta o fluxograma das atividades a partir da primeira consulta
do gato suspeito de esporotricose no ambulatério da LAPCLIN-DERMZOO, INI até a

sua entrada efetivamente no estudo.
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PRIMEIRA CONSULTA
Gatos com suspeita de
esporotricose sem tratamento
prévio

l

SEDACAQ
ketamina 10mg/Kg e
acepromazida 0,1mg/K g

v

EXAME CLINICO
Peso, temperatura, inspecio geral:
mucosas, estado geral, palpagéo
linfonodos, niimero e tamanho das
lesdes
Documentagio fotografica

v

COLETA DE MATERIAL
Les#io mais extensa ou plano nasal
Sangue para hemograma e biogquimica

¥ N
CULTURA FUNGICA HISTOPATOLOGIA
¥ N
CULTURA CULTURA
NEGATIVA POSITIVA
INCLUSAO NO ESTUDO - TCLE
INICIO DO TRATAMENTO:
~ Itraconazol 50-100mg/ gato/dia
iﬁ%;?;ﬁ?m?noh aEdg-;zLaJrg(c? Revisdes mensais; coleta de material para novas
atendimento de rotina ayalialoes

Figura 1. Fluxograma das atividades realizadas no primeiro atendimento de gatos

suspeitos de esporotricose até a sua entrada no estudo com o inicio do tratamento.
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4.4. IDENTIFICACAO FENOTIPICA E GENOTIPICA DOS ISOLADOS

FUNGICOS

4.4.1. PROVAS FENOTIPICAS
4.4.1.1. MORFOLOGIA

As culturas fangicas, na fase filamentosa, foram semeadas em placas de Petri
contendo meio &gar batata dextrose (BDA), incubadas a 30°C e a 37°C, no escuro, por
21 dias para o estudo das caracteristicas morfoldgicas (cor, aspecto e mensuragdo do
diametro da col6nia). Culturas em lamina (Riddell, 1950) foram realizadas em meio
agar corn meal, incubadas a 30°C, no escuro, por 12 dias para 0 estudo das

caracteristicas microscopicas.

4.4.1.2. ASSIMILAC;AO DE FONTES DE CARBONO

Experimentos de assimilagdo de carbono foram realizados utilizando o meio
yeast nitrogen base (YNB) adicionados de fontes de carbono a serem testados: glicose,
sacarose, rafinose e ribitol (Marimon et al., 2007). Os testes foram realizados, em
triplicata, em microplacas de poliestireno com 96 poc¢os, com fundo em U, contendo o
meio e 0 respectivo acucar a ser analisado, inoculadas com o isolado e incubadas a
temperatura de 25°C por até 10 dias. Foi utilizado como controle negativo o meio YNB
sem fonte de carbono inoculado com os isolados. O meio YNB acrescido de glicose foi
utilizado como controle positivo (Oliveira et al., 2011). Adicionalmente, um isolado de
Rhodotorula mucilaginosa (INCQS 40157) foi utilizado como cepa controle de

assimilacdo de todos os carboidratos utilizados.
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A leitura foi realizada como descrita por Marimon e colaboradores (2007, 2008)
segundo a chave de caracteristicas de diferenciacdo das espécies do complexo (Tabela

1).

Tabela 1. Assimilacdo diferencial de carbono para Sporothrix spp.

Espécies Assimilacao
Sacarose Rafinose Ribitol

S. schenckii + + +

S. brasiliensis - - -

S. albicans + - -2

S. globosa + - +3
S. mexicana + + +

S. luriei - -

T'a maioria nao assimila ribitol, porem, cerca de, 19% assimilam; 250% assimilam;
3 9% ndo assimilam;*auséncia de dados

Fonte: Adaptado de Marimon e colaboradores (2007, 2008).

4.4.2. PROVAS GENOTIPICAS

Os isolados ndo identificados em nivel de espécie dentro do complexo
Sporothrix spp. pelas metodologias de identificacdo fenotipica descritas acima, foram
submetidos a extracdo de DNA para a realizagdo de experimentos moleculares no Setor

de Imunodiagnéstico do Laboratorio de Micologia do INI, FIOCRUZ.,

4.4.2.1. EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE DNA
Isolados de Sporothrix spp. foram semeados em meio BDA, a temperatura

ambiente, por 10 dias. A col6nia foi raspada com um estilete de platina para a retirada
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do micélio e cerca de 500 ug foram colocados em tubo de polipropileno estéril. Em
seguida, a massa fangica foi congelada em banho de nitrogénio liquido e macerada.
Foram acrescidos 100 uL de tampdo TES (50 mM de EDTA, 20% de sacarose, 1M de
Tris base, pH 8,0) e nova maceracdo foi realizada. Em seguida, 500 puL de TES foram
acrescidos e a solucdo submetida ao vortex por 30 segundos. As células maceradas
foram colocadas em banho de &gua na temperatura de 90 a 100°C por 5 minutos e
submetidas ao vortex, novamente, por 1 minuto. O material foi esfriado, a temperatura
ambiente, centrifugado a 1.800 x g por 10 minutos e o sobrenadante recuperado. Nova
centrifugacdo a 1.800 x g, por 3 minutos, foi realizada e logo em seguida, recuperado o
sobrenadante. Cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) foi acrescido e o material submetido
ao vortex por 30 segundos e centrifugado a 1.800 x g por 10 minutos, por 3 vezes.
Adicionou-se 1/10 do volume total de acetato de sodio 3M e em seguida 2,5x de etanol
PA a 100%. A solucdo foi homogeneizada suavemente por inversdo do tubo, 50 a 60
vezes, e nova centrifugacao a 1.500 x g por 30 minutos foi realizada. O pellet foi lavado
com etanol a 70% e centrifugado a 1.500 x g por 10 minutos. O pellet foi seco em
microcentrifuga a vacuo. Em seguida, 50 uL de &gua destilada milli Q adicionada e o
DNA armazenado overnight a 4°C (Oliveira, 2013).

Os DNAs foram quantificados em espectrofotdmetro Nanovue™(GE Healthcare
UK). A pureza foi estimada pela raz&o entre os valores de densidade otica obtidos a

230, 260 e 280 nm.

4.4.2.2. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)
Foi realizada a técnica da PCR fingerprinting utilizando o primer universal T3B
segundo Oliveira e colaboradores (2012). A reacéo foi preparada utilizando-se 2 mM de

MgClI2; 0,2 uM de dNTP mix; 1 U de Taq DNA polymerase; tampédo KCI 10x; 10 uM
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de primer T3B e 25 ng de DNA. A temperatura de hibridizagdo (ou anelamento)
utilizada foi de 52°C por 30 segundos em termociclador Biorad, seguindo o programa
de amplificacdo de 32 ciclos: 95°C por 15 segundos, 52°C por 30 segundos e 72°C por 1

minuto e 20 segundos.

O fragmento amplificado foi analisado por eletroforese em gel de agarose a 2%,
a 60V, em tampéo TBE (Tris base, 4,84 g; Borato, 1,14 ml; EDTA 0,5 M, 2 ml, pH 8,0;
agua destilada, 1000 ml). Os géis foram corados com brometo de etideo a 0,5 pg/ml em
tampédo TBE e fotografados sob luz ultravioleta usando-se filme polaréide. Como

marcador de peso molecular foi utilizado 100 pb DNA Ladder (Invitrogen).

4.5. AVALIACAO DA EVOLUCAO CLINICA

Para determinar a evolucao clinica, o resultado da avaliacdo clinica realizada no
momento da coleta da segunda biopsia cutanea foi comparado ao da avaliacdo clinica
realizada no primeiro atendimento. As variaveis utilizadas nessa comparagdo foram o
estado geral; a distribuicdo das lesdes; presenca de sinais respiratorios; e presenca de

lesdo em mucosa.

4.6. AVALIAGAO HISTOPATOLOGICA DAS LESOES

As amostras teciduais coletadas por biopsia e fixadas em formol tamponado a
10% foram enviadas para o Servigo de Anatomia Patoldgica do INI e processadas de
acordo com as técnicas usuais para inclusdo em parafina, cortadas em micrétomo em
secOes de 5pum e coradas pelas técnicas de hematoxilina-eosina (HE), &cido periodico de

Schiff (PAS) e impregnacdo pela prata de Grocott (Behmer et al., 1976). A andlise
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microscopica das amostras foi realizada por dois observadores distintos e de forma cega
em relacéo a evolucgdo clinica, espécie do isolado e desfecho do tratamento.

O infiltrado inflamatdrio cutdneo foi classificado em piogranulomatoso ou nédo
granulomatoso. O classificado como piogranulomatoso era constituido por células
ativadas do sistema fagocitico mononuclear formando agregados compactos ou corddes
intersticiais abundantes, com presenca de neutrofilos (Miranda et al., 2009; Ackermann,
1997). Ja o granuloma mal organizado, constituido por macréfagos cheios de estruturas
leveduriformes em toda sua extensdo e raros linfocitos e plasmacitos foi classificado
como granuloma fungico, o qual esta inserido no conceito de piogranuloma (Miranda,
2013Db). A distribuicdo do infiltrado granulomatoso foi classificada em difusa, focal ou
multifocal. O infiltrado que ndo apresentou caracteristica do tipo granulomatoso foi
classificado como ndo granulomatoso.

O tipo de célula inflamatdria detectado no infiltrado foi descrito e quantificado.
A quantificagdo das células foi feita em cortes histoldgicos corados pela hematoxilina-
eosina examinando cinco campos microscopicos de 400x na area mais celular da lesdo,
com auxilio de um reticulo dptico de contagem quadriculado de 1 mm? e também de um
contador de células manual. A contagem das células foi realizada dentro da area do
reticulo dptico quadriculado em cada um dos cinco campos de 400x. Posteriormente foi
calculado o nimero médio de células nos cinco campos delimitados pelo reticulo. A
quantificagdo das estruturas fungicas leveduriformes foi feita em cortes histoldgicos
impregnados pela prata de Grocott (GMS), usando a mesma metodologia da contagem

dos tipos de células inflamatorias.

4.7. ANALISE ESTATISTICA
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Foram descritas as frequéncias das varidveis qualitativas (sexo, distribuicdo das
lesdes, estado geral do animal, presenca de sinais extracutaneos respiratorios, presenca
de lesdo nas mucosas, tipos de granulomas, tipo/quantidade de células inflamatorias,
forma/nimero de estruturas leveduriformes, possiveis espécies do género Sporothrix) e
medianas das variaveis quantitativas (idade, peso, periodo de resposta clinica ao
itraconazol, tempo de cicatrizacdo das lesdes).

A associacdo entre as varidveis qualitativas foi analisada pelo teste qui-quadrado
de Pearson e/ ou Fisher, no caso de tabelas 2x2. A diferenga das varidveis quantitativas
de acordo com o desfecho (faléncia/cura) foi analisada pelo teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney, pois a normalidade das variaveis quantitativas foi rejeitada pelo teste de
Kolmogorov-Smirov, ao nivel de 5%. A comparacdo dos resultados histopatoldgicos
das 12 e 22 biopsias foi realizada pelo teste ndo-paramétrico de Wilcoxon. A correlagao
de Spearman foi empregada na avaliacdo da relacdo entre as varidveis quantitativas.

O teste pareado de Mac Nemar foi realizado para comparar as variaveis
qualitativas: estado geral, distribuicdo das lesGes, sinais respiratérios e lesdes em
mucosas no momento da primeira biopsia e segunda biopsia para verificar se houve
diferenga nesses dois momentos.

Na andlise exploratéria utilizamos o software Statistical Package for Social

Sciences — SPSS versao 16.

4.8. ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA),
FIOCRUZ, pela licenga LW 25/11.

Os proprietarios que concordaram em participar deste estudo assinaram o termo

de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (APENDICE A).



61

5. RESULTADOS

5.1. CASOS CLINICOS AVALIADOS

Foram avaliados clinicamente 183 gatos que chegaram ao ambulatério do
LAPCLIN-DERMZOO/INI, Fiocruz, com suspeita de esporotricose. Amostras das
lesbes cutdneas de todos esses gatos foram coletadas para realizagdo de cultura
micoldgica e exame histopatoldgico para diagnostico da esporotricose, conforme

descrito na metodologia.

5.1.1. ISOLAMENTO E IDENTIFICAC}AO EM NIVEL DE GENERO DO
AGENTE CAUSAL

Das 183 amostras coletadas dos gatos atendidos no ambulatério obtivemos 158
culturas positivas de Sporothrix spp.. A identificacdo foi baseada na morfologia macro e
microscopica do fungo, Sporothrix spp., descrita segundo Nicot & Mariat (1973).

As amostras positivas para Sporothrix spp. apresentaram col6nias com a
superficie rugosa, glabra e membranosa de coloracdo variando do creme ao marrom

escuro quase negro (Figura 2).
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Figura 2. Colonias filamentosas positivas para Sporothrix spp. crescidas em meio
Mycosel, & temperatura de 25°C, com 15 dias, a partir de amostras clinicas de gatos,
atendidos no ambulatério do LAPCLIN-DERMZOO/INI, com suspeita de

esporotricose. A) Colbnia rugosa creme; B) Col6nia glabra de coloragéo negra.

A microscopia foram observadas hifas hialinas, ramificadas, delgadas e septadas
contendo conidiéforos com conidios hialinos e pigmentados organizados em grupos
como uma margarida e também dispostos ao longo das hifas. (Figura 3). Todas as
coldnias que apresentaram as caracteristicas descritas acima apresentaram dimorfismo
positivo, com a presenca de células leveduriformes, quando crescidas em meio BHI a

37°C (dados ndo apresentados).
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Figura 3. Cultura em lamina, em BDA, de isolado de Sporothrix spp. proveniente de
gato com esporotricose, apresentando hifas hialinas septadas ( —» ) com conidios
hialinos dispostos em grupos como margarida ( —» ) e pigmentados sésseis ( —» ).

Lactofenol de Amman com azul de algoddo. Aumento 1000 X.

5.1.2. ANIMAIS INCLUIDOS NO ESTUDO

Inicialmente, foram incluidos no estudo, os 158 gatos com esporotricose
confirmada pela cultura micoldgica. Desses, 30 (18,9%) vieram a Obito, 55 (34,81%)
foram retirados devido a ndo ter atingido o numero de duas biopsias e 39 (24,6%)
abandonaram o tratamento. Sendo assim, 34 animais com esporotricose confirmada,
com duas biopsias em intervalo preconizado e desfecho, como descrito na metodologia,

permaneceram no estudo. Nenhum animal deste grupo foi retirado do estudo por efeito
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adverso laboratorial ou clinico conforme tabelas anexas (anexo 1 e 2). Desse total 24
eram machos e 10 fémeas, sem raga definida, com idade variando de 1,3 a dez anos,
com mediana de 2 anos (desvio padrdo 1,79). O peso variou entre 2,75 Kg a 5,25 Kg,

com mediana de 3,57 Kg (desvio padréo 0,66).

5.1.2.1. DESFECHO DO TRATAMENTO

Dos 34 gatos com esporotricose incluidos no estudo e tratados com o
itraconazol, 26 (76,5%) tiveram cura clinica e oito (23,5%) evoluiram para faléncia.

A mediana do tempo de tratamento até a cura clinica foi de 26 semanas nos 26
gatos que tiveram alta. Desses, cinco gatos tiveram recidiva durante o periodo de
acompanhamento (6 meses ap6s a cura clinica), cujos sitios anatdbmicos acometidos nas
recidivas foram face, membro anterior (2 casos), nariz e dorso. O menor tempo de
tratamento foi de 12 semanas, em um animal classificado como L3 e em estado ruim,
que obteve uma Otima resposta ao farmaco. J& o maior tempo de tratamento com cura
clinica atingiu o tempo maximo permitido, que foi de 36 semanas, em trés animais L2.

Animais que se curaram até 16 semanas eram L3 e seu estado variava de bom a ruim.

5.1.2.2. AVALIACAO DA EVOLUCAO CLINICA
Os resultados da avaliagéo clinica quanto as variaveis nos 34 gatos incluidos no
estudo e a associacao dessas com o desfecho do tratamento encontram-se na Tabela 2.
Dentre os animais avaliados a regido anatbmica com maior numero de coletas de
amostras de lesdo de pele para cultura microbioldgica e exame histopatolégico foi o
membro anterior (13 casos), sequido da face/cabeca (dez casos), dorso (cinco casos),

nariz incluindo plano e ponte nasal (quatro casos), flanco (um caso) e cauda (um caso).
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O tamanho da lesdo cuténea da primeira coleta variou de 0,5 a 10 cm, sendo que
a mediana foi de 3 cm. Houve cicatrizacdo da leséo escolhida para a biopsia em 32
gatos tratados. Nesses gatos, a mediana do tempo de cicatrizagdo da lesdo foi de 16
semanas e variou de quatro a 32 semanas. Em dois gatos a lesdo ndo cicatrizou em 36
semanas e estes animais foram classificados no grupo faléncia de tratamento. Nos
outros seis casos de faléncia a lesdo escolhida para biopsia cicatrizou, porém houve
piora ou estagnacdo de outras lesdes cutaneas de esporotricose em duas consultas
consecutivas.

Os resultados da evolucdo clinica durante a terceira consulta quanto as variaveis
nos 34 gatos e a associagdo dessas com o desfecho do tratamento encontram-se na

Tabela 3.



66

Tabela 2. Avaliacdo clinica dos 34 gatos com esporotricose durante a primeira consulta

antes do inicio do tratamento com itraconazol e correlagdo dos sinais clinicos com o

desfecho do tratamento.

Caracteristicas  Classificacdo 12consulta  Desfecho
clinicas (12 biopsia) p*

C F

Estado geral Bom 20 17 3
Regular/ruim 14 9 5 0,228

Lesdes-distribuicdo L1/L2 11 10 1
L3 23 16 7 0,227

Sinais respiratérios Sim 22 16 6
Néo 12 10 2 0,681

Lesbes mucosa Sim 22 16 6
nasal Né&o 12 10 2 0,681

L1: lesdes em um local na pele; L2: lesGes em 2 locais ndo contiguos; L3: lesdes em 3 ou mais locais ndo
contiguos. Desfecho: C= cura clinica, F= faléncia.
* = associagdo estatisticamente significativa (p < 0,05)
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Tabela 3. Avaliacdo clinica dos 34 gatos com esporotricose no momento da segunda

biopsia (32 consulta) e correlacdo dos sinais clinicos com o desfecho do tratamento.

Caracteristicas  Classificacdo 32 consulta Desfecho

clinicas (2* biopsia) —= = D>

Estado geral Bom 24* 21 3
Regular/ruim 10 5 5 0,031

Lesdes-distribuicdo L1/L2 20* 18 2
L3 14 8 6 0,042

Sinais respiratorios Sim 22 16 6
Né&o 12 10 2 0,681

Lesbes mucosa Sim 22 16 6
nasal Né&o 12 10 2 0,681

L1: lesdes em um local na pele; L2: lesGes em 2 locais ndo contiguos; L3: lesdes em 3 ou mais locais ndo
contiguos. Desfecho: C= cura clinica, F= faléncia.
* = associagdo estatisticamente significativa (p < 0,05)

Comparando 0s mesmos animais em dois momentos diferentes, no tempo da
coleta de primeira biopsia, quando os animais estavam sem tratamento, e 5 a 11
semanas ap0s, no tempo da segunda biopsia, encontramos uma evolucdo significativa
do estado geral regular/ruim para o estado geral bom (p=0,0289) e assim como
observou-se significancia em gatos com distribuicdo de lesbes L3 que evoluiram para
L2/L1 (p=0,022).

As figuras 4, 5, 6 e 7 apresentam as lesfes dos gatos com esporotricose na
consulta clinica inicial no LAPCLIN-DERMZOO/INI e sua evolugdo durante o seu

acompanhamento clinico.



68

Figura 4. Felino macho, 2 anos, 4 Kg, apresentando lesdes esporotricéticas. A- Lesdes

ulceradas na face e membro posterior esquerdo observadas na primeira consulta; B-
Linfangite em membro posterior esquerdo — 1% consulta; C- Lesfes em mucosa
conjuntival, plano nasal e mento — 12 consulta; D- Cura clinica apds 20 semanas de

tratamento com itraconazol — todas as lesdes cicatrizaram.
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Figura 5. Felino macho, 2 anos, 3,5 Kg, apresentando lesdes esporotricéticas. A-
Lesdes ulceradas no dorso e regido escapular direita — 12 consulta; B- Evolucdo das
mesmas lesdes, ap0s 4 semanas de tratamento com itraconazol;, C- Momento da 2°
biopsia da lesdo escapular com oito semanas de tratamento. Observa-se regressao do
tamanho e cicatrizacdo parcial da lesdo; D- Cura clinica apds 28 semanas de tratamento

com itraconazol — todas as lesdes cicatrizaram.
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Figura 6. Felino fémea, 3 anos, 5,2 Kg, apresentando lesdo esporotricotica. A- Lesdo na
cauda - 12 consulta; B- Durante evolugdo clinica ndo houve cicatrizagdo da lesao,

mesmo ap0Os 36 semanas de tratamento com itraconazol.
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Figura 7. Felino macho, 2 anos, 3,4 Kg, apresentando lesdes esporotricéticas. A e B-
Lesdo em plano nasal com aumento no volume do nariz ap6s 8 semanas de tratamento
com itraconazol; C- Cicatrizacdo da lesdo no plano nasal apés 32 semanas de

tratamento; D- Recidiva da lesdo apds 16 semanas de cura clinica.
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5.1.2.3. IDENTIFICACAO FENOTIPICA DOS ISOLADOS EM NIVEL DE
ESPECIE
5.1.2.3.1. MORFOLOGIA

A andlise macroscépica decorrente do crescimento em BDA demonstrou que
ap6s 21 dias de incubagdo a 30°C as colbnias variaram em cor. O reverso,

predominantemente, se apresentou na cor marrom escura (Figura 8).

Figura 8. Col6nias filamentosas de Sporothrix spp. frente e verso, variando de cor cinza
com borda branca (A) e seu reverso marrom escuro na parte central e creme na borda
(B), a colénia com centro negro e borda branca (C) e reverso marrom escuro e borda
marrom mais claro e creme (D) crescidas em meio BDA, a temperatura de 30°C, por 21

dias.
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O aspecto das colbnias foi considerado pleomérfico, tanto em tubo como em
placas de Petri contendo o meio BDA, predominando uma coldnia rugosa, porém
coldnias lisas, arenosas e aveludadas foram observadas (Figura 9). O diametro das

coldnias, em placa de Petri, variou de 13,44 mm a 40,2 mm (Quadro 1), com média de

22,6 £ 11,6 mm.

Figura 9. Colbnias filamentosas de Sporothrix spp., em placas de Petri e em tubo,
contendo meio BDA, incubadas a 30°C e a 26°C, respectivamente, por 21 dias. As
colbnias, em placa de Petri, apresentaram aspecto rugoso de cor cinza a negra (A), liso
na borda e rugoso na parte central de cor creme (B) e arenoso de cor cinza a marrom
escuro quase negra (C). Em tubo as col6nias apresentaram morfologia semelhante e

variou de cinza a negra (D).



74

Jé& as col6nias crescidas a 37°C, testes de termotolerancia, demonstraram maior
homogeneidade em sua morfologia e cor, predominando o aspecto colonial com sulcos
e dobras e coloracdo branca a creme. O diametro das mesmas variou de 2,33 mm a

11,67 mm (Quadro 1), com média de 8,07 + 1,73 mm (Figura 10).

Figura 10. Coldnia leveduriforme de Sporothrix spp. com sulcos e dobras, de coloragdo
creme, encontrada entre 0s isolados provenientes dos gatos com esporotricose, crescidas

em meio BDA, a temperatura de 37°C, por 21 dias.

As caracteristicas microscopicas foram comparadas entre os isolados. Eles
apresentaram aglomerados de conidios terminais ou intercalares em conidioforos,
podendo ser conidios simpodiais ou sésseis, hialinos ou pigmentados, de formato

obovoidal ou globoso/subgloboso nas col6nias crescidas a 30 °C (Figura 11).
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Figura 11. Caracteristicas microscopicas dos isolados de Sporothrix spp. provenientes
de gatos com esporotricose crescidos em meio agar corn meal, incubadas a 30°C, no
escuro, por 12 dias. (A) Observam-se hifas hialinas, septadas, ramificadas, conidios
simpodiais obovoidais, hialinos, terminais dispostos em grupos na forma de pétalas de
margarida ( —); (B) Conidios sésseis, globoso/subgloboso, pigmentados (— ).

Lactofenol de Amman com azul de algoddo. Aumento 1000 X.
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5.1.2.3.2. ASSIMILAC}AO DE FONTES DE CARBONO

Dos 34 isolados obtidos, 22 foram analisados com relacdo a assimilacdo de
carbonos, uma vez que 12 isolados foram perdidos durante a fenotipagem por
contaminagdo bacteriana ou por acaros, tendo desses gatos apenas amostra de biopsia de
pele fixada em formalina tamponada a 10% e emblocada em parafina, que sera avaliada
posteriormente. Dentre esses 22, 19 assimilaram as fontes de carbono em concordancia
com o perfil da espécie S. brasiliensis, ou seja, assimilacdo negativa para sacarose e
rafinose. Um isolado apresentou resultado positivo para ribitol. Ndo foi possivel
identificar a espécie para trés isolados (8996, 9054, 11345).

O quadro 1 apresenta um resumo das caracteristicas fenotipicas dos 22 isolados
estudados. Nele estdo inseridas todas as caracteristicas como: quantidade de conidios
hialinos e pigmentados, assim como a sua forma (obovoidal e globoso/subgloboso);
tamanho da colbénia a 30° e 37°C; assimilacdo das fontes de carbono utilizadas,

requeridas para a identificacdo da espécie.
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Pigmentacao e forma do conidio Diametro da Assimilacédo dos acgucares
Isolado colénia (mm)
Demaceo Hialino | Obovoidal Globoso/ 30°C 37°C Glic Rib Raf Sac
Subgloboso
8996 + 4+ 4+ + 32,99 6,69 + + + + S
9054 +++ +++ +++ +++ 35,27 6,65 + ; - + S
9106 +++ ++ +++ ++ 31,07 7,44 + . - - S
9539 +4++ +++ +++ +++ 18,13 5,77 + i i i C
9579 4+ ++ 4+ +++ 25,76 8,13 + i i i S
9680 4 ++ + F++ 40,2 9,07 + i i i S
9715 ++ + ++ + 36,30 8,58 + i i i S
10269 ++ ++ ++ ++ 31,5 10,59 + i i i S
10668 ++ ++ + ++ 13,44 7,72 + i i i S
10711 + 4+ 4+ + 36,37 8,05 + i i i S
10712 4+ ++ + +++ 35,52 9,63 + i i i S

Quadro 1. Caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas de 22 isolados de Sporothrix spp.

e identificacdo em nivel de espécie
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Quadro 1. Continuagao

Pigmentac&o e forma do conidio Diametro da Assimilagéo dos ¢
Isolado colénia (mm)
Deméceo Hialino | Obovoidal Globosof 30°C 37°C Glic Rib
Subgloboso
10769 + ++ ++ + 34,91 2,33 N ]
10802 + +++ +++ + 37,29 6,8 + )
10860 + +++ +++ +++ 25,01 11,67 + )
10955 +++ ++ ++ +++ 27,32 6,06 + )
11345 +++ +++ +++ +++ 23,30 7,26 + -
10954 +++ +++ +++ ++ 29,47 7,07 + )
12251 + +++ +++ ++ 30,71 8,85 + )
12263 ++ +++ +++ +++ 38,06 8,42 + )
12330 +++ ++ ++ +++ 18,97 4,45 + )
12379 +++ ++ +++ +++ 33,49 6,68 + )
12464 +++ ++ +++ +++ 28,10 8,57 + )

Glic = glicose; Rib = ribitol; Ra = rafinose; Sac = sacarose; +++ = grande quantidade; ++ = quantidade média; +
= pouca quantidade
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5.1.2.4. IDENTIFICACAO MOLECULAR DOS ISOLADOS EM NIVEL
DE ESPECIE

Os trés isolados (8996; 9054; 11345) de Sporothrix spp. que ndo foram
identificados em nivel de espécie e um isolado (9680) j& identificado como S.
brasiliensis pelas metodologias fenotipicas foram submetidos a técnica de DNA
fingerprinting. Os resultados sdo mostrados na Figura 12. Observa-se que todos os 3

isolados apresentaram perfil molecular compativel com a espécie S. brasiliensis.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figura 12. Perfis moleculares obtidos por T3B PCR fingerprinting de DNAs
preparados de 8 isolados de Sporothrix spp. Linha 1: controle negativo; Linha 2:
Marcador de peso molecular (100bp DNA ladder); Linha 3: S. brasiliensis (IPEC
16490); Linha 4: S. mexicana (MUM 11.02); Linha 5: S. schenckii (IPEC 27722); Linha
6: S. globosa (IPEC 27135); Linha 7: Isolado 8996; Linha 8: Isolado 11345; Linha 9:
Isolado 9054; Linha 10: Isolado 9680 identificado como S. brasiliensis; Linha 11:

Marcador de peso molecular (100bp DNA ladder).
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5.1.2.5. COMPARACAO DA EVOLUCAO CLINICA DOS GATOS COM
ESPOROTRICOSE E A PIGMENTAQAO DOS ISOLADOS

Na tentativa de correlacionar a evolucéo clinica dos gatos com a melanizacéo
dos conidios comparou-se as caracteristicas dos isolados (quantidade de conidios
melanizados e hialinos) com a evolucdo do estado geral, distribuicdo das lesOes e
desfecho nos gatos com esporotricose (Quadro 2).

N&o foi encontrada correlagdo positiva entre melanizacdo e maior viruléncia,
visto que dos sete gatos cujo isolado fingico apresentava maior quantidade de conidios
melanizados, quatro (isolados: 9680; 10955; 12379; 12464) apresentaram estado geral
regular, com distribuicdo de lesbes que variaram de L2 a L3 e evoluiram para cura
clinica. Os outros trés gatos (isolados: 9106; 9579; 10712) com isolado fungico
apresentando predominio de conidios melanizados evoluiram para faléncia, com estado
geral bom e distribuicdo de lesdes que variou de 1 a 3. Por outro lado, sete gatos cujo
isolado fingico apresentava maior quantidade de conidios hialinos, trés (isolados:
10711; 10860; 12263) apresentaram estado geral regular, com distribuicéo de lesbes L3
e evoluiram para faléncia e mais quatro gatos (isolados: 8996; 10769; 10802; 12251)
apresentaram estado geral bom, com distribuicdo de lesdes L3 e evoluiram para cura

clinica.
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Quadro 2. Comparacdo da evolugdo clinica dos gatos com esporotricose e a

pigmentacdo dos conidios dos isolados fungicos

Isolado Pigmentacéo dos Evolugéo clinica dos gatos
conidios
Dermiceo Hialino Evolucéo do estado Distribuicdo das lesdes | Desfecho
(séssil) (simpodial) geral 1'B/ZB
12 B/2¢ B

8996 + +++ BOM/BOM 311 Cc
9054 +++ +++ BOM/REG 2/3 C
9106 +++ ++ BOM/BOM 1/1 F
9539 +++ +++ RUIM/REG 3/3 C
9579 +++ ++ BOM/BOM 3/2 F
9680 +++ ++ REG/REG 2/3 C
9715 +++ + BOM/REG 2/1 C
10269 +++ ++ BOM/BOM 3/3 C
10668 ++ ++ REG/REG 3/3 F
10711 + +++ REG/REG 3/3 F
10712 +++ ++ BOM/BOM 3/3 F
10769 + +++ BOM/BOM 3/3 Cc
10802 + +++ BOM/BOM 31 Cc
10860 + +++ REG/REG 3/3 F
10955 +++ ++ REG/REG 3/3 Cc
11345 +++ +++ BOM/BOM 212 C
10954 +++ +++ REG/BOM 3/2 C
12251 + +++ RUIM/BOM 311 Cc
12263 ++ +++ RUIM/RUIM 3/3 F
12330 +++ ++ BOM/BOM 31 Cc
12379 +++ ++ REG/BOM 31 Cc
12464 +++ ++ RUIM/REG 3/3 Cc

B= biopsia; + = pouca quantidade; ++ = quantidade média; +++= muita quantidade C=cura F=faléncia
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5.1.2.6. AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DAS LESOES
Os resultados da avaliagdo histopatolégica das primeira e segunda biopsias das
lesbes dos 34 casos de esporotricose felina e sua correlacdo com o desfecho do

tratamento encontram-se na Tabela 4 e 5, respectivamente.
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Tabela 4. AlteracGes histopatoldgicas cutdneas em gatos com esporotricose no

momento da primeira biopsia e sua correlacdo com o desfecho do tratamento.

Alteracoes Classificacao 12 biopsia Desfecho p
histoldgicas N/% C
Tipo de Pio/granulomatoso 34(100) 26

infiltrado Né&o granulomatoso 0 - )

Organizacao Bem organizado 3(8,8) 3

1,0
granuloma Mal organizado 31(91,2) 23
Granuloma Sim 13(38,2) 8

. 0,211

fangico Néo 21(61,8) 18
Dermatofibrose Sim 1 1

Néo 33 25 10
Levedura Arredondada 18(52,9) 13

) 0,692
predominante Charuto 14(41,2) 11
Negativo 2

Brotamento da Sim 28(82,4) 21

1,0
levedura Nao 4(11,8) 3

Negativo 2

Desfecho: C= cura clinica, F= faléncia ; negativo= auséncia de fungos
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Tabela 5. Alteragdes histopatologicas cutdneas em 34 gatos com esporotricose no

momento da segunda biopsia e sua correlagdo com o desfecho do tratamento.

Alteracoes Classificacao 2% biopsia Desfecho p
histoldgicas N/% C
Tipo de Pio/granulomatoso 24(70,6) 16
0,72
infiltrado N&o granulomatoso 10(29,9) 10
Organizacao Bem organizado 2(5,9) 2
0,536
granuloma Mal organizado 22(64,7) 14
Granuloma Sim 0 -
fangico N&o 34(100) 16 -
Dermatofibrose sim 20 15
1,0
Né&o 14 11
Levedura Arredondada 14(41,2) 10
predominante Charuto 2(5,9) 1 -
Negativo 18
Brotamento da Sim 4(11,8) 3
1,0
levedura Nao 12(35,3) 8
Negativo 18

Desfecho: C= cura clinica, F= faléncia ; negativo= auséncia de fungo
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N&o houve correlacdo entre os achados histopatolégicos com o desfecho, tanto
na primeira quanto na segunda biopsia. Porém, ao correlacionar estes achados em dois
tempos diferentes, no mesmo animal, houve uma evolucéo significativa (p=0,012) do
infiltrado do tipo piogranulomatoso para infiltrado ndo granulomatoso da primeira para
segunda biopsia nos gatos examinados. Adicionalmente, houve um aumento
significativo (p< 0,001) da frequéncia de casos com dermatofibrose na segunda biopsia
em comparagdo com a primeira.

A distribuicdo do infiltrado inflamatério na primeira biopsia foi difusa em 30
casos e focal em quatro casos. J& na segunda biopsia foram 26 casos de distribui¢do
difusa, um caso de distribuicdo focal e 6 casos de distribuicdo multifocal.

Na analise do tipo de levedura, houve uma evolucédo significativa (p<0,001) de
casos com predominio de estruturas leveduriformes em forma de charuto para casos
com estrutura leveduriforme arredondada da primeira para segunda biopsia.
Adicionalmente, houve reducdo significativa (p=0,02) na ocorréncia de casos com
estrutura leveduriforme apresentando brotamento da primeira para segunda biopsia.
Estruturas fangicas semelhantes a hifas e pseudohifas foram observadas na primeira
analise em 2 casos e na segunda biopsia em 1 caso, sendo o desfecho destes animais a
cura clinica em dois casos e a faléncia em um caso, sem significancia estatistica.

As Figuras 13, 14, 15, 16 e 17 apresentam exemplos de alteracdes histoldgicas
observadas nos gatos com esporotricose avaliados com evolugéo para cura clinica, cura

com recidiva e faléncia.
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Figura 13. Biopsia de pele de gato com esporotricose (isolado 10269), cujo desfecho
foi cura clinica ap6s 20 semanas do uso de itraconazol. 12 biopsia: (A) Dermatite
piogranulomatosa, apresentando granuloma mal organizado e infiltrado inflamatorio
acentuado e difuso composto por macréfagos, neutrofilos, plasmacitos e linfocitos. HE;
(B) Diversas estruturas leveduriformes coradas em negro sdo observadas na derme.
GMS; 22 biopsia: (C) Ulcera recoberta por crosta e dermatite piogranulomatosa
moderada e difusa, com infiltrado inflamatorio mais intenso na derme superficial. HE;
(D) Detalhe da foto C mostrando foco de dermatite piogranulomatosa apresentando
granuloma mal organizado e infiltrado inflamatorio moderado constituido por

macrofagos, neutrofilos, plasmdcitos e linfocitos. HE
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Figura 14. Biopsia de pele de gato com esporotricose (isolado 11345), cujo desfecho
foi cura clinica apés 28 semanas de uso de itraconazol. I* biopsia: (A) Dermatite
piogranulomatosa acentuada e difusa, apresentando granuloma bem organizado. HE; 2
biopsia: (B) Dermatite ndo granulomatosa discreta e difusa composta por neutrofilos e
linfocitos. Observa-se também acentuada dermatofibrose com 8 semanas de tratamento.

HE.
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Figura 15. Biopsia de pele de gato com esporotricose, cujo desfecho foi cura clinica
apos 20 semanas de uso de itraconazol, porém apresentando recidiva apés 16 semanas
da alta (isolado 10955). 12 biopsia: (A) Dermatite piogranulomatosa apresentando
granuloma fangico com abundantes estruturas leveduriformes no interior de macréfagos
e escasso infiltrado inflamatério de linfécitos, plasmdcitos e neutréfilos. HE; (B)
Abundantes estruturas leveduriformes arredondadas e em forma de charuto coradas em
negro séo observadas. GMS; 22 biopsia: (C) Dermatite piogranulomatosa apresentando
granuloma mal organizado e infiltrado inflamatério acentuado e difuso constituido por
macrofagos, neutrofilos, plasmacitos e linfécitos. HE; (D) Estruturas leveduriformes

arrendodadas sem brotamento coradas em cinza. GMS.
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Figura 16. Biopsia de pele de gato com esporotricose, cujo desfecho foi faléncia apds
36 semanas de uso de itraconazol (isolado 12263). 12 biopsia: (A) Granuloma fungico
com abundantes estruturas leveduriformes no interior de macrofagos e escasso infiltrado
inflamatorio. HE; (B) Presenca de estruturas fungicas arredondadas. GMS; 22 biopsia:
(C) Dermatite piogranulomatosa apresentando granuloma mal organizado e infiltrado
inflamatorio acentuado e difuso constituido por macréfagos, neutréfilos, plasmocitos e
linfocitos. Observa-se também dermatofibrose. HE; (D) Detalhe da foto C; (E) Presenca
de estruturas semelhantes a hifas coradas em negro. GMS; (F) Detalhe da foto E

apresentando estruturas alongadas semelhantes a hifas e arredondadas com brotamento.
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Figura 17. Primeira biopsia de pele de gato com esporotricose, cujo desfecho foi cura
clinica ap6s 20 semanas de uso de itraconazol (isolado 10769), porém apresentando
recidiva apds 8 semanas da alta. Raros mastécitos (seta) e eosinofilos (cabeca de seta)
sdo observados no infiltrado inflamatério da derme, proximos a estruturas

leveduriformes (EL) de S. brasiliensis. Giemsa.



91

A mediana do niumero de células inflamatérias e de estruturas leveduriformes

foram comparadas entre a primeira e segunda biopsias (Tabela 6).

Tabela 6. Comparagdo dos niimeros de células inflamatdrias por mm? e de estruturas
leveduriformes (carga fungica) em cortes histologicos de pele com lesdo obtida nas

primeira e segunda biopsias de 34 gatos com esporotricose tratados com itraconazol.

Células 12 biopsia (n = 34) 22 biopsia (n = 34) p*

Mediana Variagao Mediana  Variagéo

Neutrofilos 1033 1662872 86,0 0-266,0 0,145
Macréfagos 95,8 30,0-1786 557 0-166,2 0,001
Linfécitos 18,6 5,0-62,2 16,5 0-434,4 0,478
Plasmécitos 14,3 1,2-62,2 10,8 0-99,4 0,215
Mastdcitos 7,2 0-21,6 4,2 0-27,2 0,274
EL 364,9 0-2808,0 0 0-200,6 < 0,001

EL = elementos leveduriformes; * valor de p < 0,05 = associacdes estatisticamente significativas.

Foram encontradas células gigantes em um caso na primeira biopsia e em trés
casos na segunda biopsia e a mediana do numero dessas células nos dois tempos foi
zero. Os eosinofilos apareceram em oito casos na primeira biopsia e em dois casos na
segunda biopsia, e a mediana do numero dessas células foi zero nas duas biopsias.

Realizamos também a andlise da mediana de cada tipo de celula inflamatdria
frente a carga fungica da primeira e segunda biopsias com cada desfecho (Tabela 7),
observando que ndo houve diferenca significativa em relagdo as medianas das células
inflamatdrias tanto na primeira biopsia quanto na segunda biopsia com relacdo ao

desfecho de cura e faléncia.
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Tabela 7. Comparacdo da mediana das células inflamatérias por mm? e da carga

fangica das primeira e segunda biopsias em cada desfecho.

Célula/Fungo 12 biopsia (n = 34) p* 22 biopsia (n = 34) p*
F C F C

Neutréfilos 90,9 119,6 0,372 115,5 74,4 0,208
Macréfagos 74,1 95,8 0,239 74,3 52,2 0,161
Linfécitos 18,2 21,2 0,745 23,8 16,0 0,383
Plasmacitos 12,6 16,0 0,428 12,1 11,0 0,655
Mastdécitos 1,7 7,2 0,935 2,7 5,0 0,760
Carga fangica 969,6 303,4 0,620 0,9 0,0 0,468

F = faléncia; C = cura clinica. * valor de p < 0,05 = associages estatisticamente significativas.

No teste de correlacdo entre a carga fangica com as medianas das células
inflamatorias da primeira biopsia, obtivemos uma correlacdo negativa da carga flngica
com as células do tipo neutréfilo (p < 0,001; R=-0,596), macréfago (p = 0,002; R= -
0,522) e linfocito (p = 0,025; R= -0,384) significando que em cargas fungicas maiores
havia menor nimero destes trés tipos celulares. Na segunda biopsia esta correlacdo se
inverteu, sendo que maiores cargas fungicas estiveram relacionadas a maior nimero de
neutrofilos (p =0,016) e macréfagos (p =0,003).

A carga fungica das lesdes cutaneas na primeira e segunda biopsias, assim como
a avaliacdo da sua correlacdo com as caracteristicas clinicas e alteragfes histologicas

nos 34 gatos incluidos no estudo encontram-se nas Tabelas 8 e 9, respectivamente.
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Tabela 8. Correlagdo da carga fungica das lesbes cutédneas na primeira e segunda

biopsias com as caracteristicas clinicas dos 34 gatos com esporotricose incluidos no

estudo.
Mediana da carga fungica
Caracteristicas Classificacdo
clinicas 12 biopsia p* 22 biopsia p*

Bom 286,5 0
Estado geral
0,529 0,92
Regular/Ruim 364,9 0,700
L1/L2 10,0 0
LesGes- 071 0.010%
distribuicéo
L3 389,4 14
Sim 364,9 0,600
Sinais 0.719 0,108
respiratorios
Né&o 283,4 0,0
Sim 364,9 0,600
Lesdes mucosas 0,719 0,198
Né&o 283,4 0,0

L1: lesbes em um local na pele; L2: lesBes em 2 locais ndo contiguos; L3: lesdes em 3 ou mais locais ndo

contiguos. * valor de p < 0,05 = associacdes estatisticamente significativas
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Tabela 9. Correlacdo da carga fungica das lesdes cutanea com as alteracdes

histopatoldgicas cutdneas em 34 gatos com esporotricose no momento da primeira e

segunda biopsias.

Alteracoes Classificacéo Mediana da carga fungica
histoldgicas 1%biopsia p 22 biopsia p
Piogranulomatoso 361,0 1,2
Tipo de infiltrado Nao 0,139 0,010*
granulomatoso 0 0
Bem organizado 0 0,800
Organizacao 0,008* 0,520
granuloma
Mal organizado 389,4 1,2
Sim 1098,8 -
Granuloma <0,001* -
fangico
Né&o 6,8 1,2
Arredondada 8,4 2,8
Levedura <0,001* 0,039*
predominante
Charuto 857,6 110,0
Sim 549,6 39,7
Brotamento da 0,017* 0,015*
levedura
Né&o 2,9 2,2

* valor de p < 0,05 = associa¢Oes estatisticamente significativas
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N&o houve significancia entre duracdo de tratamento e evolucdo clinica e
achados histopatolégicos, mas observamos que a mediana de cura clinica foi menor nos
gatos L1/L2, sem acometimento de mucosa e que apresentavam granuloma tipico
(mediana= 25 semanas). O tempo de tratamento também foi menor nos casos de
granulomas bem organizados, com leveduras do tipo arredondada e sem brotamento
(mediana= 24 semanas).

O tempo de tratamento, o tempo de cicatrizacdo das lesbes e o tamanho das
lesbes ndo estiveram correlacionados com a mediana das células inflamatérias, mas o

tempo de tratamento esteve associado ao tempo de cicatrizagdo da leséo (p = 0,002).
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6. DISCUSSAO

O grupo do LAPCLIN-DERMZOO/INI vem estudando a epidemia de
esporotricose em felinos no Rio de Janeiro, desde 1998 e até dezembro de 2012
diagnosticou 4.124 gatos com essa micose (Gremido et al., 2015). Neste contexto se
insere essa pesquisa, onde 183 gatos com suspeita dessa infeccdo foram avaliados.
Destes, 158 gatos foram incluidos, porém 124 foram excluidos do estudo conforme
critérios de exclusdo. E fato, que o acompanhamento de animais por parte dos
veterinarios ao longo do tratamento de esporotricose € um desafio e um esfor¢o a longo
prazo (Pereira et al., 2010; Gremido et al., 2015). As dificuldades para o
acompanhamento dos animais vao desde o ndo retorno do paciente as consultas
subsequentes até o ndo tratamento adequado por parte do proprietario. Muitos autores ja
relataram essa mesma dificuldade (Schubach et al., 2004; Barros et al., 2004; Chaves et
al., 2013) ndo sendo um problema pontual, mas sim de modo geral o que reduz em
muito o numero de felinos com o acompanhamento adequado necessario.

Por outro lado, neste estudo, 34 gatos (19%) foram incluidos e acompanhados
até o desfecho, ou seja, alta ou faléncia, e nos casos de alta ainda foram acompanhados
por mais 24 semanas no intuito de detectar casos recidivantes. A maioria dos gatos
inseridos neste estudo foram machos, com idade média de 2,9 anos, e de vida semi-
livre. Esses resultados estdo de acordo com outros estudos, nos quais demonstraram que
machos jovens sdo 0s mais acometidos exatamente por estarem no inicio de seu periodo
reprodutivo, tendo acesso livre as ruas, predispondo-os a brigas com outros machos
(Schubach et al., 2004; Pereira et al., 2014).

No acompanhamento desses animais foram observadas, na primeira consulta,
predominio de lesdes em mais de um sitio anatbmico, principalmente nos membros

anteriores, regido cefalica, dorso e regido nasal. Esse perfil clinico foi semelhante ao
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descrito por outros autores, principalmente, nos gatos que tem sido estudados durante a
epidemia do Rio de Janeiro (Schubach et al., 2004; Pereira et al., 2014) e gatos da
regido do sul do Brasil (Rodrigues et al., 2013).

Gatos com esporotricose podem ter uma apresentacdo clinica varidvel, desde
lesdo Unica a lesdes multiplas, com ou sem sinais extracutaneos (Schubach et al., 2004).
No presente estudo também foi observada esta variacdo clinica, com um predominio de
lesbes multiplas, embora a maioria dos gatos estivesse em bom estado geral, o que
também foi observado por Pereira e colaboradores (2010). Sinais respiratorios como
espirros e dispnéia pelo acometimento da mucosa nasal, se destacaram em gatos do
grupo L3 nessa coorte. Adicionalmente, na maioria dos gatos nos quais o desfecho foi a
faléncia do tratamento havia o0 acometimento da mucosa nasal. Esses resultados
sugerem que lesdes na mucosa nasal causadas por S. brasiliensis sdo de cura mais dificil
do que as localizadas em outros sitios anatdbmicos, corroborando outros autores
(Gremido et al.,, 2009; Pereira et al., 2010; Gremido et al., 2015). Gremido e
colaboradores (2015) relatam que a severidade da reacdo inflamatoria, as altas cargas
fangicas e extensdo das lesbes para mucosa, cartilagem e 0sso do nariz de gatos
associadas a infeccdo por Sporothrix spp. podem ser a causa da dificuldade de
cicatrizacdo das lesbes nesse sitio anatdbmico. No entanto, nota-se que o tratamento
regular com o itraconazol na dose pré estabelecida utilizada pode ter uma boa
efetividade contra o S. brasiliensis em gatos, mesmo em les6es de dificil cicatrizacéo,
pois de um total de 22 gatos com lesdes em mucosa nesse estudo, 16 apresentaram cura
clinica.

O percentual de cura clinica nos gatos com esporotricose tratados com o
itraconazol no presente estudo foi elevado. A efetividade do itraconazol tem sido

demonstrada por diversos autores (Schubach et al., 2004; Pereira et al., 2010) e por esse
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motivo, atualmente, é o tratamento mais utilizado na esporotricose felina (Pereira et al.,
2014; Gremido et al., 2015). Em nosso estudo obtivemos uma mediana de tempo de
tratamento para alcancar a cura clinica menor do que Schubach e colaboradores (2004),
que foi de 36 semanas usando diferentes esquemas terapéuticos, e similar a relatada por
Pereira e colaboradores (2010), em gatos tratados com itraconazol.

No momento da primeira consulta ndo foi encontrada associacdo entre o estado
geral do animal, distribuigdo das lesGes e o desfecho do tratamento. No entanto, no
momento da terceira consulta foi encontrada uma associagcdo positiva entre o bom
estado clinico geral dos animais e 0 menor nimero de lesdes com o desfecho de alta.
Pereira e colaboradores (2010) também ndo encontraram associacdo entre a distribuicdo
das lesdes observadas em gatos antes do tratamento com itraconazol com o desfecho
desse tratamento. Entretanto, estudos sobre a evolugdo clinica e sua associagdo com o
desfecho do tratamento na esporotricose felina ainda ndo haviam sido relatados. Nossos
resultados demonstram que o estado geral bom (p=0,031) e lesbes do tipo L1/L2
(p=0,042) em gatos com esporotricose apés 5 a 11 semanas de tratamento com
itraconazol indicam uma boa resposta ao farmaco e sdo fatores preditivos para o
desfecho de alta. E muito provavel, que diversos fatores estejam relacionados com a
resposta ao tratamento da esporotricose felina com o itraconazol, tais como o estado
imunologico do animal, carga fungica e a viruléncia do agente causal, 0s quais precisam
ser avaliados em estudos futuros.

Avaliando a gravidade de formas clinicas na esporotricose, cinco gatos, nesse
estudo, atingiram a cura clinica, porém tiveram recidiva da doenga (isolados 9102;
9142; 10769; 10954; 10955). Sporothrix spp. é capaz de permanecer em uma lesdo
aparentemente cicatrizada e reativa-la meses depois (Mac Donald, 1980). Na opinido de

Pereira e colaboradores (2014), as recidivas ocorrem, provavelmente, devido a
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irregularidade no acompanhamento ao tratamento clinico e ao abandono pelo
proprietario do gato, ao perceber melhora nas lesdes cutaneas. A mesma opinido e
compartilhada por Chaves e colaboradores (2013), que relatam ser a melhora clinica o
principal fator de abandono e ndo os efeitos adversos dos farmacos. Em nosso estudo foi
possivel observar a reativacdo de lesGes cicatrizadas apds 3 a 6 meses de cura clinica,
apesar do tratamento regular com acompanhamento veterinario e cooperagdo do
proprietario. Esses resultados levantam as hipdteses de uma ndo eliminag&o total desse
fungo nas lesdes, uma vez que o itraconazol é primariamente fungistatico, sendo
fungicida em altas doses (Catalan & Montejo, 2006; Greene, 2012), além da capacidade
desse fungo de vencer as barreiras imunolégicas do hospedeiro, mesmo em uma carga
fangica reduzida ap6s tratamento.

Em relacdo a identificagdo dos isolados provenientes dos gatos avaliados nesse
estudo a maioria apresentou as caracteristicas descritas por Marimon e colaboradores
(2007) compativeis com a espécie S. brasiliensis. A identificacdo das espécies
pertencentes ao complexo Sporothrix, segundo a chave taxonémica proposta pelos
mesmos autores, utiliza diversas provas fenotipicas, incluindo analises morfoldgicas e
bioquimicas.

Duvidas na identificagdo, utilizando a chave taxondmica existem, devido a
diferencas morfoldgicas sutis entre as espécies desse complexo, assim como a
possibilidade de perda da capacidade de producéo de alguma estrutura morfolégica e de
alteracdo devido a fatores externos ou repetidas passagens in vitro (Criseo et al., 2008a;
Criseo et al., 2008b). Além disso, podem ocorrer divergéncias nos resultados dos testes
de assimilacdo de carboidratos (Oliveira et al., 2011; Rodrigues et al., 2013). Nesse
estudo observamos que alguns isolados assimilaram a sacarose, 0 que ndo estaria de

acordo com a descricdo do perfil de assimilagdo para a espécie S. brasiliensis na chave
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de caracteristicas fenotipicas proposta por Marimon e colaboradores (2007). Resultados
semelhantes foram obtidos na avaliacdo de Oliveira e colaboradores (2011), sendo
necessaria a identificagdo molecular utilizando a técnica da PCR e o sequenciamento.
Sendo assim, uma analise multifatorial, como a taxonomia polifésica, é indispensével
para a identificagcdo do complexo (Cruz, 2013).

Os dados obtidos nesse estudo com relagdo a identificacdo dos isolados
utilizando parametros morfoldgicos e fisioldgicos demonstraram que a mesma deve ser
realizada com cautela, pois é dependente de préatica, porém € funcional permitindo
definir, na maioria dos casos, a espécie. Por outro lado, a ferramenta molecular resolveu
as questdes inconclusivas nesse estudo, uma vez que utilizamos a PCR fingerprinting do
T3B, conforme descrito por Oliveira e colaboradores (2012). Porém, nem todos os
laboratérios, atualmente, tém condi¢cGes de utilizar ferramentas moleculares e
fisiolOgicas, para a identificacdo de fungos, excetuando-se os de pesquisa, e, portanto
ainda utilizam a classica identificacdo morfoldgica, sendo liberada a identificacdo dos
isolados apenas como S. schenckii. Em nosso estudo aplicamos como ferramenta
molecular de identificacdo das espécies do complexo Sporothrix spp., ndo o
sequenciamento parcial de genes constitutivos, mas uma PCR fingerprinting de baixo
custo e facil execucdo (Oliveira et al., 2012).

Identificamos a espécie, S. brasiliensis, como 0 agente causal da esporotricose
nos gatos incluidos nesse estudo, e nos chamou a atencao os perfis de viruléncia dentre
os isolados, visto que os animais apresentaram diferentes padrées de manifestacGes
clinicas evoluindo para desfechos diversos. O que nos faz supor, mesmo sendo a
especie, S. brasiliensis, a descrita como a mais virulenta do complexo (Arrillaga-
Moncrieff et al., 2009), que exista diferencas intrinsecas nessa espécie com relacdo aos

graus de viruléncia. Os resultados do presente estudo corroboram com os de Rodrigues
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e colaboradores (2013), que também somente encontraram a espécie S. brasilensis em
gatos do estado do Rio de Janeiro, provenientes da mesma regido endémica do presente
estudo.

Os fatores de viruléncia atribuidos ao Sporothrix spp. sdo a melaniza¢do dos
isolados (Romero-Martinez et al., 2000, Madrid et al., 2010; Almeida-Paes et al., 2012),
termotolerancia (Kwon-Chung, 1979; Travassos, 1985), composic¢do da parede celular
(Fernandes et al., 1999), capacidade de aderir e ser internalizado por células endoteliais
durante a infeccdo in vitro (Figueiredo et al., 2004), além da expressdo da proteina gp70
(Castro et al., 2013).

Observamos que os isolados por nés identificados apresentavam quantidades
diferentes de conidios sésseis melanizados, o que nos levou a tentar correlacionar a
evolucdo clinica dos gatos com a pigmentacdo/nimero dos conidios para poder inferir
aos isolados graus diferentes de viruléncia. Ndo encontramos uma correlagdo direta
entre a melanizagdo e a viruléncia. Entretanto, ainda existe certa confuséo no que diz
respeito ao que ¢ viruléncia. Isso por que o termo “viruléncia” tem sido usado,
frequentemente, para determinar propriedades do microorganismo, mesmo que estas
sejam expressas somente em hospedeiros susceptiveis (Casadevall & Pirofski, 2001).

Os isolados de fenétipo Sporothrix spp. (8996; 9054; 11345) estiveram
relacionados a um estado geral bom e ao desfecho de cura nos gatos avaliados nesse
estudo, nos levando a pensar serem isolados menos virulentos, 0 que poderia estar
relacionado a outra espécie do complexo, mesmo apresentando variacdo na quantidade
de conidios pigmentados. Porém, o resultado da andlise genotipica mostrou
compatibilidade com a espécie S. brasiliensis nos trés casos. Os isolados identificados
em nivel de espécie pela metodologia do T3B PCR fingerprinting como S. brasiliensis,

apresentaram perfil de bandas idéntico a cepa tipo de S. brasiliensis IPEC 16490
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(CBS120339) demonstrando auséncia de variacdo intraespecifica entre os isolados
estudados.

A classificagdo de um microorganismo em patogénico ou ndo patogénico
relacionado a sua viruléncia é dificil de aplicar, uma vez que fatores do hospedeiro sdo
determinantes no resultado da interagdo com o parasito. Assim, viruléncia € um
fendmeno complexo, dindmico e mutavel que inclui fatores do hospedeiro e do
microrganismo (Casadevall & Pirofski, 2001). O dano ao hospedeiro pode resultar do
processo imune, microbiolégico ou ambos, e alteragdes na homeostasia provocam a
doenca (Casadevall & Pirofski, 1999; 2001). Assim sendo, semelhante ao que foi
relatado por Brito e colaboradores (2007), concluimos que a capacidade dos isolados de
S. brasiliensis, estudados por nds, em produzir distintos quadros clinicos é o resultado
das diferentes interacdes entre as células do hospedeiro e do fungo.

As principais alteracdes histolégicas observadas na coorte de gatos aqui
estudados foram granuloma do tipo piogranulomatoso, mal organizado, granuloma
tipico com leveduras brotantes tanto arredondada como em charuto, na primeira biopsia.
Ja na segunda biopsia esse quadro apresentou pequenas mudancgas, em relacdo ao
granuloma e as células flngicas encontradas. Autores tém descrito que as principais
lesGes de esporotricose séo do tipo granulomatosa (Dustan et al, 1986b; Miranda et al,
2013), 0 que estdo de acordo com os achados de nosso estudo.

A presenca de granulomas mal formados estid associada a maior numero de
lesGes cutaneas (Miranda, 2013). Em nosso estudo o infiltrado piogranulomatoso e os
granulomas mal organizados e do tipo fungico foram associados a maior carga fungica e
a maior numero de lesdes na primeira biopsia confirmando os achados de Miranda e
colaboradores (2013). Granulomas bem organizados séo vistos com maior frequéncia

em esporotricose humana e canina (Miranda et al., 2009; Quintela et al., 2012). Nossos
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achados demonstram pequeno numero deste granuloma tanto na primeira quanto na
segunda biopsia. Uma baixa frequéncia de granulomas bem organizados nas
esporotricose felina foi também relatado por Miranda e colaboradores (2013) e Gremiéo
e colaboradores (2015), que observaram esse granuloma em 10.7% e 5,9% dos gatos
ndo tratados, respectivamente. Este tipo de granuloma, quando encontrado no presente
estudo, esteve associado a baixa carga fangica, corroborando com os achados de
Miranda e colaboradores (2013) em gatos com esporotricose da mesma regido
endémica. Nossos resultados corroboram com os de Miranda e colaboradores (2013),
sugerindo que gatos, os quais conseguem desenvolver uma boa resposta imunolégica,
com formagdes de granulomas bem organizados, respondem melhor ao tratamento, com
diminuicdo da carga fangica.

Os granulomas do tipo fungico foram um achado frequente encontrado por
Miranda e colaboradores (2013) na esporotricose felina, tendo sido observado em
41,7% dos casos. No presente estudo, obtivemos uma frequéncia semelhante deste tipo
de granuloma na primeira biopsia (38,2%), mas ndo observamos associacdo com
desfecho do tratamento. Houve desfecho para cura clinica na maioria dos gatos com
granuloma fangico, embora um alto percentual (38%) tenha evoluido para faléncia. Esse
percentual foi bem superior ao percentual de faléncia (14%) observado em gatos sem
granuloma fungico. Miranda e colaboradores (2013) observaram uma frequéncia
significativamente maior desses granulomas em gatos com L3 e em ma condigédo
corporal. Os resultados do presente estudo corroboram com os dados de Miranda e
colaboradores (2013) os quais sugerem gue o granuloma fangico seja indicativo de uma
ma resposta imunologica do gato a infec¢do e de uma chance menor de cura clinica com
o0 tratamento. Porém, estudos com maior niumero de gatos precisam ser realizados para

confirmar essa hipotese.
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As células inflamatdrias presentes em maior numero nos tecidos analisados dos
gatos estudados foram os neutrofilos e macrofagos, havendo uma diminuicdo
significativa de macrdfagos da primeira para a segunda biopsia (p=0,001). Com relacéo
aos neutréfilos, linfécitos e plasmécitos houve também uma reducdo, embora nédo
significativa, da primeira para segunda biopsia. Durante o tratamento, houve redugéo no
namero dessas células, com exce¢do dos casos de faléncia. Além disso, os resultados do
presente estudo demonstraram uma diminuicdo significativa da carga fungica entre a
primeira e segunda biopsia (p<0,001). Essa reducdo demonstra uma acdo eficaz do
itraconazol no periodo de 5 a 11 semanas ap0s o0 inicio do tratamento, sugerindo
resposta clinica satisfatdria ao itraconazol. Essa reducéo na carga fungica foi a provavel
causa da evolucdo da reacdo inflamatdria piogranulomatosa para ndo granulomatosa da
primeira para segunda biopsia. Na primeira biopsia, um maior nimero de neutréfilos
(p=<0,001), macrdfagos (p=0,002) e linfdcitos (p=0,025) esteve associado
significativamente a uma menor carga fangica, sugerindo uma acdo eficaz dessas
células na eliminagdo do fungo. Essa hipétese é reforcada pela diminuicdo das mesmas
células inflamatdrias, sobretudo de macrofagos, na segunda biopsia, acompanhando a
reducdo na carga fungica. Nos casos de faléncia o nimero de macro6fagos, plasmécitos e
linfocitos permaneceu semelhante da primeira para segunda biopsia, possivelmente por
que estruturas fangicas ainda estavam presentes apesar da grande redugdo de carga
fangica, diferentemente dos casos de cura, nos quais a mediana de carga fungica foi
zero.

Na esporotricose humana, a intensidade de neutréfilos estd correlacionada a
maior numero de lesdes e tratamentos mais prolongados (Morgado et al, 2011).
Entretanto, nossos dados sdo compativeis com os de Miranda e colaboradores (2013),

onde foi encontrado em gatos com espororotricose sem tratamento antiflngico,
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correlacdo negativa entre essas células e a carga fungica. Esses resultados demonstram
que, nos casos com intensidade marcante de neutréfilos, a carga fungica esteve menor, o
que pode ser justificado pela fagocitose e destruicdo dos fungos por estas células. Os
resultados de Peng-Cheng e colaboradores (1993) reforcam essa hipdtese, uma vez que
esse autores demostraram em camundongos infectados experimentalmente com S.
schenckii, que os neutrofilos sdo células muito importantes na fagocitose e destrui¢do
desse fungo e consequentemente no processo de cicatrizagdo. Mas em nosso estudo, na
segunda biopsia, esta correlacdo se inverteu e cargas fangicas maiores estiveram
relacionadas com maior nimero de neutrofilos e também de macrdfagos. Embora néo
tenha sido significante a correlagdo de neutrdéfilos com o desfecho do tratamento,
podemos notar um aumento dessas células no caso de faléncia, o que nos faz supor que
nesse caso essas células ndo estariam sendo capazes de destruir o fungo. Diferentemente
dos camundongos imunocompetentes, em camundongos atimicos e, portanto deficiente
em linfocitos-T, o nimero de neutréfilos é persistente durante a infeccdo por S.
schenckii, porém essas células sdo incapazes de fagocitar e destruir o fungo (Peng-
Cheng et al., 1993). Portanto, uma resposta imune celular deficiente nos gatos nos quais
ocorreu faléncia do tratamento, poderia explicar a persisténcia de neutrofilos e
macrofagos incapazes de eliminar o fungo e, portanto, contribuindo para faléncia do
tratamento.

Os mastocitos sdo células abundantes na pele normal de humanos e de animais
domeésticos como caes e gatos, sendo uma das primeiras células a entrar em contato com
0 patdgeno invasor, além de em cdes e gatos serem importantes no processo de
cicatrizacdo (Noli & Miolo, 2001). Romo-Lozano e colaboradores (2012) em estudo in
vivo com camundongos infectados experimentalmente por S. schenckii, concluiram que

0S mastocitos sdo ativados por esse fungo, além de sugerirem que 0S mastocitos
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facilitam a disseminagdo do S. schenckii e aumentam a gravidade das manifestagdes
clinicas da esporotricose, possivelmente por causarem imunossupressao ou por incitar o
progresso da doenca. Observamos em nosso estudo que o nimero de mastocitos esteve
abaixo do relatado por Foster (2008) para pele de gatos sadios, que € uma média de 12,5
por campo microscopico em aumento de 400x. Entretanto, ndo obtivemos correlagéo
dessas células com as caracteristicas clinicas, desfecho do tratamento, tempo de
tratamento e de cicatrizagdo das lesdes em nossa analise. Apesar desse resultado, o
baixo numero de mastocitos encontrado e a sua reducdo na segunda biopsia,
acompanhando a reducdo da carga fangica, demonstram uma possivel relacdo com a
infeccdo, que precisa ser melhor investigada em trabalhos futuros.

Com relacdo a outras células inflamatorias, como células gigantes e eosindfilos,
nosso estudo corrobora com o de Miranda (2013), demonstrando que essas células ndo
sdo comuns na esporotricose felina por estarem presentes em poucos gatos e em
intensidade baixa. Estes dados reportam diferencas para 0s casos humanos, nos quais
consideram frequente o aparecimento dessas células (Quintella et al., 2012).

O predominio da forma fungica em charuto e de estruturas com brotamento nos
casos de maior carga flngica, tanto na primeira quanto na segunda biopsias, sugere que
a forma de charuto esteja associada com a intensa multiplicagdo do fungo. Por outro
lado, estruturas arredondadas e sem brotamento predominaram nos casos com baixa
carga fangica, nos levando a supor que houve uma diminuicdo da capacidade de
multiplicacdo do fungo.

A diminuigdo significativa dos casos com predominio de estruturas
leveduriformes em forma de charuto (p<0,001) e com brotamento (p=0,02) da primeira
para segunda biopsia sugerem uma acéao efetiva do itraconazol, inibindo o crescimento

fangico.
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Nos casos estudados foram encontradas estruturas leveduriformes semelhantes a
hifas ou pseudo hifas em pequeno nimero, ndo conseguindo correlacionar com o
desfecho do tratamento, provavelmente porque estas estruturas aparecem dependendo
das condicbes que o organismo oferece, independente da viruléncia do agente. Gremi&o
e colaboradores (2015) também encontraram hifas no tecido dos gatos avaliados,
entretanto, um percentual maior dessas estruturas fungicas foram observadas no grupo
de gatos refratérios ao tratamento (62,5%) comparando com o grupo sem tratamento
(11,8%), mais uma vez demonstrando o importante papel do hospedeiro na evolugédo da
doenca.

O aumento significativo do nimero de casos de dermatofibrose na segunda
biopsia esta relacionado ao processo de cicatrizacdo da lesdo, sendo encontrado esta
condicdo em apenas um caso na primeira biopsia. Gremido e colaboradores (2015)
também relataram dermatofibrose em gatos tratados e ndo tratados. Ndo podemos
confirmar se o gato que apresentava processo cicatricial sem tratamento estava em
processo de cura espontanea ou se o proprietario omitiu informacdo de tratamento

prévio.



108

7. CONCLUSOES

1. O bom estado geral dos gatos e lesdes mais localizadas no periodo de 5 a 11 semanas

apos o inicio do tratamento com itraconazol sugere fatores preditivos de cura clinica.

2. A aplicacdo da chave de identificacdo apenas, ndo permite identificar em nivel de
espécie todos os isolados de Sporothrix spp. sendo necessario a utilizacdo da

taxonomia polifésica.

3. Sporothrix brasiliensis foi a espécie identificada em gatos com esporotricose no Rio

de Janeiro.

4. As lesdes cutaneas de esporotricose felina caracterizaram-se, principalmente, por
processo piogranulomatoso, mal organizado com predominio de macréfagos e

neutréfilos em animais com e sem tratamento.

5. Granulomas bem organizados estiveram associados a menor carga fungica e

indicam uma resposta imunoldgica eficiente.

6. Animais que apresentaram granulomas bem organizados, do tipo tipico, tiveram uma

melhor resposta ao tratamento.

7. A diminuicéo significativa da carga fangica, das leveduras em forma de charuto e em
brotamento nas lesdes cutaneas com 5 a 11 semanas de tratamento com itraconazol,

indica que este fArmaco é efetivo nas doses utilizadas.
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8. Na avaliacdo da primeira biopsia, isto é, nos gatos com esporotricose sem tratamento,
um maior nimero de macrofagos, neutréfilos e linfocitos foi associado a uma menor

carga fungica.

9. Na avaliacdo da segunda biopsia, nos gatos com esporotricose tratados por 5 a 11
semanas, um aumento no nimero de neutrofilos nos casos de faléncia e a associagdo de
neutréfilos e macréfagos com uma maior carga fangica, sugerem uma incapacidade

dessas células em destruir o fungo.

10. O aumento significativo na ocorréncia de dermatofibrose e da reacdo do tipo ndo
granulomatosa com 5 a 11 semanas de tratamento indicou a evolugdo das lesdes

cutaneas para processo cicatricial e a eficiente resposta ao itraconazol.

11. Diante das diferentes manifestacdes clinicas, alteracdes histolégicas e resposta ao
tratamento sugere-se a existéncia de isolados com perfis de viruléncia distintos. A
melanizacdo dos conidios, provavelmente, ndo esteve relacionada a maior viruléncia do

S. brasiliensis em gatos no presente estudo.

12. Nao houve correlacdo entre as alteragOes histologicas encontradas na primeira e
segunda biopsias com desfecho do tratamento, tempo de cicatrizacdo das lesdes e tempo

de tratamento.
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. PERSPECTIVAS

Identificacdo de Sporothrix spp. por meio de técnica molecular, extraindo DNA
fangico a partir de amostras de tecido emblocadas em parafina;

Identificacdo fenotipica dos isolados de gatos que foram submetidos a apenas
uma biopsia;

Contagem das células inflamatérias e carga fangica dos gatos que tiveram a

lesdo de coleta cicatrizada antes do periodo pré-determinado para a 22 biopsia.
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APENDICES

APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
INSTITUICAO: INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISA CLINICA-INI/

FIOCRUZ

Coordenadora da Pesquisa: Elaine Waite de Souza

Endereco: Avenida Brasil, 4365 — Manguinhos — Rio de Janeiro / RJ — CEP 21045-900
Telefone (0XX21) 3865-9536

Nome do Projeto: ESPOROTRICOSE FELINA: RESPOSTA AO TRATAMENTO,
ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS CUTANEAS E IDENTIFICACAO DE

Sporothrix spp NO ESTADO DO RIO DE JANEIRO - BRASIL

Nome do paciente: Prontuario:

Nome do responsavel:
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Pelo presente documento, vocé esta sendo convidado(a) a participar de uma
investigagcdo clinica que serd realizada no Laboratério de Pesquisa Clinica em
Dermatozoonoses em Animais Domésticos (LAPCLIN-DERMZOO)-INI / FIOCRUZ,

com o seguinte objetivo:

e Avaliar a evolucdo clinica e as alteracGes histopatoldgicas das lesbes de
esporotricose ao longo do periodo de tratamento em gatos naturalmente infectados e o
perfil molecular dos isolados de Sporothrix spp desses animais e verificar a associacao

desses fatores com o desfecho do tratamento.

O presente documento tem o objetivo de esclarecé-lo sobre a pesquisa que sera
realizada, prestando informac6es, explicando os procedimentos e exames, beneficios,
inconvenientes e riscos potenciais.

A participacdo de seu gato neste estudo é voluntaria e vocé podera recusar-se a
permitir a participagdo dele no estudo ou retird-lo a qualquer instante, bem como esta
garantido o atendimento de rotina no LAPCLIN-DERMZOO. O médico veterinario
também podera interromper a participacdo do seu gato a qualquer momento se julgar
necessario.

Para que seu gato participe desse projeto, vocé devera autorizar a realizagdo de
exames e posterior acompanhamento da doenca. Serdo realizadas fotografias em todas
as consultas para o acompanhamento do tratamento. Os exames, procedimentos e
medicacdes contra o fungo serdo oferecidos de forma gratuita pela Instituicdo.

Os resultados desse estudo poderdo ou ndo beneficiar diretamente a vocé e o seu
animal, mas no futuro poderdo beneficiar outros animais e pessoas com a mesma
doenca.

Os resultados dessa pesquisa serdo publicados, preservando o anonimato e em
caso de necessidade, as informacGes médicas estardo disponiveis para toda a equipe
médica veterinaria envolvida, para a Comissdo de Etica no Uso de Animais da
FIOCRUZ, para autoridades sanitarias e para VOceé.

Vocé pode e deve fazer todas as perguntas que achar necessario a equipe de
médicos veterinarios antes de concordar que seu gato participe deste estudo, assim

como durante o tratamento.

Procedimentos, exames e testes que poderao ser utilizados:
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Antes do inicio do tratamento serd realizado exame clinico geral e exame
dermatoldgico. Seu animal serd sedado na primeira consulta e em trés consultas

subsequentes para coleta de material bioldgico e acompanhamento do tratamento.

Apols o inicio do tratamento, o animal devera ser trazido ao LAPCLIN-
DERMZOO uma vez ao més para revisdes da evolucao clinica. O material bioldgico so
sera coletado novamente apos 8 e 24 semanas do inicio do tratamento. Em caso de cura,
0 gato devera ser trazido para as revisfes agendadas para reavalia¢do clinica.

Todos os animais poderdo ser acompanhados no LAPCLIN-DERMZOO apés o

término do estudo caso necessario.

Inconvenientes e riscos principais conhecidos atualmente:

Todo procedimento anestesioldgico, como é o caso da sedacdo a ser realizada,
pode acarretar risco de morte para qualquer animal. Muito raramente ocorrem reacoes
indesejaveis, entretanto todas as etapas desse procedimento serdo monitoradas
adequadamente por equipe médica veterinaria.

Na coleta de sangue podera ocorrer, em alguns casos, a formacao de uma area
arroxeada no local, que retornara ao normal em alguns dias.

No caso da bidpsia, podera ocorrer inflamacdo e infeccdo por bactérias. Caso
1SS0 ocorra, serdo receitados os medicamentos apropriados.

A medicacdo via oral para combater o fungo, pode em alguns casos, ocasionar
efeitos indesejaveis como: falta de apetite, vOmito, diarréia e apatia (“tristeza”). Caso
isso ocorra com seu animal, vocé deve entrar em contato com a equipe de médicos
veterinarios do LAPCLIN-DERMZOO.

Beneficios esperados:

Embora se espere, ndo podemos afirmar que, ao final do tratamento, o seu gato
esteja curado da esporotricose. Também é esperado que ao final do estudo exista uma
grande quantidade de informacGes capazes de contribuir para o tratamento de outros
animais, colaborando para o controle da doenga.

Declaro que li e entendi todas as informagdes relacionadas ao estudo em questéo
e que todas as minhas perguntas foram adequadamente respondidas pela equipe médica
veterinaria, a qual estarad a disposicdo sempre que eu tiver davidas a respeito dessa

pesquisa.
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Recebi uma cdpia deste termo e pelo presente consinto voluntariamente a

participacdo do meu gato neste estudo.

Nome responsavel pelo gato Data
Nome médico veterinario Data
Nome testemunha Data

APENDICE B - Procedéncia das principais substancias quimicas e meios de

cultura utilizados

e Acetato de sdédio - Sigma Chemical Co, USA
e Acido acético glacial — Proguimicos, BR

e Agarose - Sigma

o Batata dextrose Agar — Difco Becton Dickinson, Microbiology Systems, USA
e Brain Heart Infusion — Difco

e Cloridrato de ketamina 10% — Syntec, BR

e Corn Meal — Difco

e EDTA - Sigma

e Etanol — Merck, E. Merck, DE

e Extrato de malte agar — Difco

e Formol - Merck

e Glicose Anidra (Glicose) - Difco

e Hematoxilina-eosina — Sigma

e Itraconazol 100mg- Prati, BR

e Lactofenol de Amann com azul de algodao - Merck
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Lidocaina 1%- Hipolabor, BR

Maleato de acepromazina 1% - Syntec, BR
Mycosel — Difco

Phosphate buffered saline - Difco
Rafinose — Difco

Ribitol (aldonelol) - Difco

Sacarose — Difco

Tris base — Invitrogen, USA

Yeast Nitrogen Base - Difco

100 pb DNA Ladder — Invitrogen, USA

AmpliTag DNA Polimerase - Invitrogen, USA



ANEXO |

Tabelas de graus de toxicidade laboratorial e clinica, adaptadas para felinos
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domésticos da “AIDS Table for Grading Severity of Adult Adverse Experiences,

Tabela de graus de toxicidade laboratorial

1992” (AACTG, 1992).

Toxicidade Grau 1 Grau 2 Grau 3 Grau 4
Laboratorial

Bioquimica

Uréia(mg/dL) 65-195 196-392 393-786 >786
Creatinina(mg/dL) 1,8-2,5 2,6-3,9 4,0-5,5 >5,5
AST(U/L) 43-99 100-199 200-399 >399
ALT(U/L) 83-166 167-334 335-670 >670
FA(U/L) 93-186 187-374 375-750 >750
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Hematologia
Hemoglobina(g/dL) 8,0-7,1 7,0-6,1 6,0-5,1 <5,1
Hematdcrito(%) 24-21 20-17 16-13 <12
Neutropenia(1000/mm?) 2.500-1.500  1.499-1.000 999-500 <499
ANEXO II
Tabela de graus de toxicidade clinica
Toxicidade Grau 1 Grau 2 Grau 3 Grau 4
Clinica
Leve: sinal ou|Moderado: Grave: Risco de vida
sintoma limitagéo de|limitacdo  de | potencial:
REGRA GERAL passageiro ou |atividade leve a|atividade limitacdo
leve; sem | moderada; importante; extrema de
limitagdo  de|podendo necessidade de | atividade;
atividade; sem | necessitar cuidado meédico | grande
necessitar cuidado médico | ou tratamento | necessidade de
cuidado médico | ou tratamento cuidado médico
ou tratamento. e tratamento




