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Reis EG. Ensaio clinico comparativo entre itraconazol e associacédo de itraconazol
e iodeto de potassio no tratamento da esporotricose felina. Rio de Janeiro, 2016.
102f. Tese [Doutorado em Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas] — Instituto
Nacional de Infectologia Evandro Chagas.

RESUMO

A esporotricose felina € uma doenca endémica no Rio de Janeiro, Brasil, onde a
transmissdo zoonotica de Sporothrix spp tem sido relatada desde 1998. O itraconazol
(ITZ) permanece como o farmaco de escolha para o tratamento da doenca em gatos.
No entanto, casos de falha terapéutica e longo tempo de tratamento tém sido descritos.
O iodeto de potassio (KI), considerado no passado como um farmaco de efetividade
variavel em gatos com esporotricose, surge como uma opg¢ao importante no tratamento
desses animais provenientes da area endémica do Rio de Janeiro. A fim de avaliar a
efetividade e a seguranca de ITZ associado ao Kl, foi realizado um ensaio clinico
randomizado em 166 gatos com esporotricose que receberam ITZ 100 mg/dia ou ITZ
100 mg/dia + Kl 2,5-20 mg/kg/dia. O estudo foi conduzido em gatos atendidos no
Laboratorio de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em Animais Domeésticos
(Lapclin-Dermzoo), Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INIl)/Fundacéao
Oswaldo Cruz (Fiocruz), entre 2013 e 2016. Os gatos considerados elegiveis para este
estudo foram aqueles com esporotricose confirmada pelo isolamento de Sporothrix spp.
em cultura; auséncia de terapia antifungica prévia, e peso = 3 kg. Os gatos foram
submetidos a exame clinico e a exames laboratoriais uma vez por més de acordo com o
protocolo de tratamento. O critério para definir a cura clinica foi a cicatrizacdo completa
das lesBes cutdneas/mucosas e remissdo dos sinais clinicos inicialmente apresentados.
Apés a cura clinica, a terapia foi mantida por um periodo adicional de quatro semanas,
0 que correspondeu a consulta de alta. Todos os procedimentos e farmacos foram
fornecidos gratuitamente. Gatos que apresentaram reaces adversas clinicas (hiporexia
ou anorexia combinada com a perda de > 10% do peso corporal), associadas ou nao a
alteracdes das transaminases, tiveram a terapia suspensa temporariamente por um
periodo minimo de sete dias [ITZ] e 10 dias [KI]. A reintroducdo de cada farmaco
aconteceu em tempos alternados e diferentes na tentativa de descobrir qual farmaco
estava causando a reagao adversa. Além disso, gatos que apresentaram alteracéo leve
das transaminases hepaticas receberam silimarina 30 mg/kg por via oral, uma vez ao
dia. A cura foi observada em 42 (50,6%) gatos do grupo ITZ e 73 (88%) do grupo ITZ +
Kl, com tempo de tratamento semelhante (15 semanas cada). O Hazard Ratio ajustado
pelo modelo logistico demostrou que o tratamento com ITZ+KI foi associado a cura
clinica (HR 1,77, 1C95% 1,2 - 2,62), mesmo quando controlado por sinais
extracutaneos. Incrementos na dose de Kl foram necessarios em 28 gatos devido a
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resposta clinica insatisfatéria. As reacdes adversas foram igualmente frequentes entre
0S gatos que receberam ITZ (33,7%), e ITZ + Kl (39,7%) e foram manejados com a
suspensao temporaria do(s) farmaco(s), e/ou terapia hepatoprotetora. A associa¢édo de
ITZ e KI € mais efetiva que a monoterapia com ITZ e emerge como a primeira op¢ao
para o tratamento de esporotricose felina.

Palavras-chave: 1. Gatos. 2. Sporothrix. 3. Terapia. 4. Itraconazol. 5. lodeto de
potassio. 6. Associagao.



Reis EG. Comparative clinical trial of itraconazole and its association with
potassium iodide for the treatment of feline sporotrichosis. Rio de Janeiro,
2016. 102s. Thesis [PhD in Clinical Research on Infectious Diseases] — Evandro
Chagas National Institute of Infectious Diseases (INI).

ABSTRACT

Feline sporotrichosis is an endemic disease in Rio de Janeiro, Brazil, where
zoonotic transmission of Sporothrix has been reported since 1998. Itraconazole (ITZ)
remains the first choice for treating this disease in cats. However, there have been
reports of therapeutic failure and a long-term endeavor. Potassium iodide (KI),
considered in the past as a drug with variable effectiveness in cats with sporotrichosis,
arises as an important option in the treatment of cats from the endemic area of Rio de
Janeiro. In order to evaluate the effectiveness and safety of ITZ associated with Kl, a
randomized clinical trial was performed on 166 cats receiving ITZ 100 mg/day or ITZ
100 mg/day + Kl 2.5-20 mg/kg/day. The study was conducted in cats assisted at the
Laboratério de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em Animais Domeésticos
(Lapclin-Dermzoo), Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI) /Fundacéo
Oswaldo Cruz (Fiocruz), during the period of 2013 — 2016. The cats considered eligible
for this study were those with sporotrichosis confirmed by isolation of Sporothrix spp. in
culture, no previous systemic antifungal therapy, and weight >3 kg. The cats
underwent a clinical examination and laboratory tests once a month according to the
standard care protocol. The criteria for clinical cure were complete healing of the
skin/mucosal lesions and remission of clinical signs initially presented. After clinical
cure, the therapy was maintained for an additional period of four weeks, which
corresponded to the discharge assessment. All procedures and drugs were supplied
free-of-charge for the cats’ owners. Cats presenting hyporexia or anorexia combined
with loss of > 10% of body weight, or the association of clinical adverse reactions and
an elevation of trasaminases levels had a temporary suspension of the drugs
(minimum seven days [ITZ] and ten days [KI]). The reintroduction of each drug
happened in alternated and different times in the attempt to discover which drug was
causing the unwanted effect. Moreover, cats with a mild elevation in transaminases
levels received a hepatoprotective therapy with oral silymarin 30 mg/kg, once a day.
Cure was observed in 42 (50.6%) cats of the ITZ group and 73 (88%) of the ITZ+KI
group within a similar median period of time (15 weeks each). Furthermore, the HR
adjusted by the logistic model showed that the ITZ+KI treatment was associated with
clinical cure (HR 1.77, 95 per cent ClI 1.2 to 2.62), even when controlled for
extracutaneous signs. An increase in the Kl dose was necessary in 28 cats due to the
slow improvement of the lesions. The adverse reactions were equally frequent among
cats receiving 1TZ (33.7%), and ITZ+KI (39.7%) and were managed with a temporary
drug suspension and/or a hepatoprotective therapy. The association of ITZ and Kl is



more effective as ITZ monotherapy and arises as a first option for the treatment of
feline sporotrichosis.

Keywords: 1. Cats. 2. Sporothrix. 3. Therapy. 4. Itraconazole. 5. Potassium iodide.
6. Association.
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1 INTRODUCAO

A esporotricose é uma micose subcutdnea causada por fungos dimorficos do
complexo Sporothrix, que sdo encontrados mundialmente e os diferentes gendtipos do
fungo podem estar intimamente relacionados com sua viruléncia. Essa infecgao era
considerada como doenca negligenciada; mas, atualmente, € classificada como
emergente e de grande importancia em saude publica em varios paises, especialmente
0s tropicais e subtropicais 1.

A infeccdo geralmente ocorre apds a inoculacao traumatica do agente etioldgico
durante o manuseio de solo contaminado, plantas ou matéria organica, através da pele
ou mucosas. Outra forma de infeccdo inclui a transmissdo zoondtica, que esta
associada a arranhaduras e mordeduras de animais, especialmente os gatos?.

A epidemia de esporotricose com transmissdo zoonotica relacionada a gatos
estd em curso ha mais de 18 anos no Rio de Janeiro, e permanece como problema
sanitario, afetando um grande numero de seres humanos, incluindo donos de gatos,
veterinarios e individuos infectados com virus da imunodeficiéncia humana. No Instituto
Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI), Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz),
cerca de 5.000 casos humanos, 4.703 gatos e 240 cées foram diagnosticados com a
doenca até 2015 (Comunicacdo pessoal*). Nessa epidemia, o gato é a principal fonte
de infeccdo do fungo® # e Sporothrix brasiliensis é o agente etioldgico mais prevalente,
embora S. schenckii também seja encontrado em menor proporcéo > 6.

O tratamento da esporotricose felina é dificil devido a fatores socioeconémicos,
ambientais e a auséncia de um programa de saude publica que invista em programas
de educacdo em saude em areas carentes. Desta forma, atualmente os protocolos
terapéuticos utilizados em gatos sado de fundamental importancia para o controle da
doenca. No entanto, o itraconazol, considerado o farmaco de elei¢cdo, apresenta taxa de
cura variavel. A associagdo de itraconazol (ITZ) e iodeto de potassio (KI) tem sido

utilizada com sucesso em infeccdes fungicas de dificil resolucdo em seres humanos’*!



e em gatos com esporotricose refrataria ao triazélico'?. Esses resultados inspiraram a
equipe do Laboratério de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em Animais
Domésticos (Lapclin-Dermzoo) a conduzirem um ensaio clinico controlado em gatos

provenientes da epidemia de esporotricose do Rio de Janeiro.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HISTORICO

A esporotricose humana foi descrita originalmente em 1898 por Benjamin
Schenck no Hospital Johns Hopkins em Baltimore, Estados Unidos (EUA). Erwin F.
Smith, estudou o isolado fungico e o identificou como uma espécie de “Sporothrichum”
13, Dois anos mais tarde, Hektoen e Perkins'* confirmaram as observacdes de Schenck
através de outro caso clinico, onde o cultivo do material da leséo revelou um fungo
idéntico ao anteriormente descrito, o qual foi nomeado Sporothrix schenckii.

Em 1903 foi observado o primeiro caso de esporotricose na Franca e relatada a
utilizacdo de iodeto de potassio como tratamento 1°. Entre 1906 e 1912, De Beurmann e
Gougerot 8 reuniram cerca de 200 casos de esporotricose e realizaram uma reviséo da
doenca, na qual foram descritas as principais formas clinicas e a terapéutica dessa
micose.

No Brasil, Lutz e Splendore 17 descreveram o primeiro caso de infec¢do natural
em ratos e relataram cinco casos da doenga em humanos, assim como o tratamento
com KI.

Em 1912, Terra e Rabelo descreveram o primeiro caso humano no Rio de
Janeiro 8 e o primeiro caso de esporotricose animal foi relatado em uma mula °. Apés
este relato, novos casos foram registrados na Bahia, Minas Gerais, Rio Grande do Sul,
Acre e Pernambuco 18,

O primeiro caso da doenca naturalmente adquirida em felinos ocorreu em 1954
em Cambuquira, estado de Minas Gerais. O tratamento foi iniciado com KIl, porém o

animal foi a ébito poucos dias apds a instituicdo da terapia °.



No Rio de Janeiro, a primeira descricdo de um caso felino ocorreu somente em
1998 2!, Entretanto, Cruz 22 relatou a ocorréncia de casos isolados de esporotricose
felina na década de 1980.

Desde 1998, o INI/Fiocruz vem acompanhando a ocorréncia dessa micose ha

regido metropolitana do Rio de Janeiro, que é considerada a primeira epidemia

associada a transmissao zoonodtica na literatura mundial 23.

2.2 ESPOROTRICOSE E COMPLEXO SPOROTHRIX

A esporotricose é uma micose subcutanea causada pela implantacao de fungos
dimérficos do complexo Sporothrix schenckii, que acomete seres humanos e animais,
como gatos, cées, cavalos, porcos, aves, roedores, dentre outros & 24,

Sporothrix spp., na natureza ou em meio de cultura a 25 °C, cresce na forma
filamentosa; enquanto que em parasitismo ou em meio de cultura a 37 °C, encontra-se
na forma de levedura 2.

Alguns autores caracterizam a esporotricose como uma micose de implantacéo
ja que a infeccdo pode acometer além da pele e tecido subcutaneo, vasos linfaticos,
musculos, cartilagem e tecido 6sseo 26.

Classicamente, a transmissdo de Sporothrix spp. ocorre através da pele pela
implantacdo traumatica do fungo presente em matéria vegetal ou solo ?* e raramente
através da inalacéo do esporo ?’. Uma outra forma de transmisséo é a zoon6tica, que
ocorre atraves de arranhadura e mordedura de animais infectados, principalmente
gatos, ou do contato com o exsudato das lesGes cutaneas destes 2.

Sporothrix schenckii, anteriormente considerado o Unico agente da esporotricose,
pertence na verdade a um complexo de espécies cripticas que incluem: Sporothrix
brasiliensis, Sporothrix schenckii sensu stricto, Sporothrix globosa, Sporothrix mexicana,
Sporothrix luriei, e Sporothrix pallida 28. As espécies incorporadas neste complexo diferem em
relacdo a ecologia, viruléncia, morfologia, e resposta a antifungicos, o que reflete

diretamente nas estratégias frente a epidemias e niveis de patogenicidade para os



mamiferos 2°. As seis espécies do complexo ja foram descritas no Brasil, entretanto, até
0 momento a esporotricose humana foi relacionada apenas a Sporothrix brasiliensis,
Sporothrix globosa, Sporothrix mexicana e Sporothrix schenckii sensu stricto °.

Sporothrix brasiliensis é a espécie mais virulenta do complexo, sendo restrita ao
territdrio brasileiro e associada a elevada mortalidade e poder de disseminacdo em
modelo murino 3! 32, Em pacientes humanos, a infeccéo por esta espécie foi associada
a doenca cutanea disseminada, reacOes de hipersensibilidade e infeccdes de
mucosas®. E uma espécie com baixa diversidade genética e genotipos idénticos de S.
brasiliensis tém sido descritos a partir de gatos e seres humanos 6. A viruléncia de S.
brasiliensis € frequentemente associada a transmissdo horizontal enquanto S.
Schenckii sensu stricto e S. globosa parecem estar envolvidos com a via classica
(saprofitica) de transmissédo para humanos. Com excecéo de S. pallida, todas as outras
espécies foram associadas a transmissdo da doengca em humanos e animais 2% 33,

No Brasil, S. brasiliensis € o0 agente etiologico mais prevalente entre seres
humanos e gatos doentes © 29 3436 Essa espécie possui melhor taxa de crescimento
quando incubada a 37°C; temperatura muito similiar a fisiolégica de gatos (37.5 a 39°C)
e esta condicdo promoveria a selecdo de cepas resistentes durante a epidemia. A
transmissao de S. brasiliensis por meio de gatos infectados promove a inoculagcéo de
células leveduriformes (mais virulentas) ao invés de hifas e conidios. A interacdo entre
gatos e S. brasiliensis ndo é exclusiva, uma vez que S. schenckii stricto sensu também
é encontrado no hospedeiro felino. No entanto, S. brasiliensis tornou-se predominante
neste hospedeiro em menos de uma década, indicando indiretamente uma recente
adaptacdo as condicdes desse hospedeiro °.

Sporothrix schenckii sensu stricto € considerada a segunda espécie mais
patogénica do complexo 3!. Esse agente apresenta ampla distribuicdo geografica, com
casos confirmados em seres humanos e animais no continente Americano (EUA, Brasil,
Peru, Argentina, Venezuela, Colombia, Bolivia, Guatemala e México), Europa (Franca,
Italia, e Reino Unido), Africa (Africa do Sul) e Asia (Jap&o) 3639,



Sporothrix globosa € uma espécie de distribuicdo mundial, e esta associada a via
classica (saprofitica) de transmissdo para humanos, com isolamento no Reino Unido,
Espanha, Italia, EUA, China, Jap&o e india 37; além do México, Guatemala e Coldmbia*°. Em
2014 foi relatado o primeiro caso autéctone em Portugal 4'. No Brasil, foram descritos,
casos nos estados do Rio de Janeiro %2, Minas Gerais, Ceara, Goias °© e Espirito Santo 4344,

Sporothrix mexicana, anteriormente limitada ao territério do México #° foi isolada
em solo na Australia, em amostra de paciente humano de Portugal e mais
recentemente em trés casos humanos no Brasil & 6.

Sporothrix luriei é considerada uma espécie clinica rara, com isolamento
confirmado na Africa do Sul, india e, em um caso de esporotricose canina no Brasil 37
47.

Sporothrix pallida € uma espécie ambiental e considerada ndo patogénica, no
entanto, Morrison e colaboradores “8 descreveram um caso de ceratite flngica causada
por essa espécie em uma paciente humana, proveniente de Atlanta, nos Estados
Unidos.

Sporothrix chilensis, foi isolado recentemente a partir de amostras ambientais e
de um caso de onicomicose em Vinha del Mar, Chile. A via de infec¢do por S. chilensis
possivelmente refere-se a um trauma acidental com o solo contaminado ou matéria
vegetal, semelhante ao descrito para S. globosa e a maioria dos casos ocasionados por
S. schenckii até o momento. Ainda que essa nova espécie ndo seja considerada como
um patdégeno primario, a infeccdo acidental pode ter um impacto importante na

populagdo imunossuprimida “°.



2.3 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

A esporotricose tem emergido como uma importante infeccdo fungica ao longo
das duas ultimas décadas devido as mudancas em sua epidemiologia, distribuicao
geografica, evolucdo taxondmica e multiplos surtos. A doenca apresenta distribuicao
mundial, principalmente em regides tropicais e subtropicais. Sua ocorréncia ja foi
reportada na Africa do Sul, América Latina (Brasil, Argentina, Colémbia, Chile
Guatemala, México e Peru), Asia (China, india, Japdo e Malasia), Estados Unidos
(EUA), Europa e Australia .

A primeira grande epidemia de esporotricose em seres humanos ocorreu na
década de 1940 em Witwatersrand, Africa do Sul, onde aproximadamente 3.000 casos
foram registrados em mineradores e o fungo foi isolado da madeira de sustentacao dos
tineis das minas °. Apds esse evento, outros casos foram relatados no Zimbabue,
Nigéria e Suddo. Mais recentemente, casos de esporotricose linfocutanea foram
associados a fontes ambientais em mineradores de Barbetown, Africa do Sul 52,

Nos EUA, a maior casuistica de esporotricose ocorreu em 1988, onde 84 casos
foram registrados em trabalhadores envolvidos em programas de reflorestamento. Os
casos foram associados a exposicdo ao esfagno contaminado com S. schenckii e
utilizado para a embalagem de mudas °2. Posteriormente, outros casos também foram
descritos e relacionados ao feno contaminado 3.

A esporotricose em seres humanos no continente Asiatico ja foi amplamente
reportada em paises como China, india, Japdo e Malasia. Desde o primeiro relato
clinico de esporotricose na China, em 1916, mais de 4.000 casos ja foram relatados. A
doenca tem sido reportada em quase todas as provincias com maior nimero de casos
em Jilin, onde mais de 450 casos foram diagnosticados °4.

No Japao, mais de 3.000 casos humanos foram reportados desde o relato de
Fukushiro® embora atualmente o nUmero de casos tenha decrescido

consideravelmente.



O primeiro caso de esporotricose humana na india foi relatado por Ghosh em
1932 e, desde entdo, a doenca vem sendo relatada em todo o pais com prevaléncia na
regido Sub-Himalaia, norte, noroeste e ao sul de Karnataka 3’.

De 1998 a 2012, mais de 1.500 casos humanos foram diagnosticados no Peru,
onde a esporotricose € endémica na regidao dos Andes, especialmente em Abancay,
area economicamente desfavorecida; sem saneamento e carente em servicos de saude
56_

A esporotricose no México ocorre principalmente nas regiées de clima tropical
umido. Somente no estado de Jalisco, principal regido acometida, mais de 1.000 casos
humanos foram diagnosticados ¥’.

A epidemiologia da esporotricose no Brasil tem sido largamente elucidada a
partir da descricdo de grandes séries de casos. Historicamente, a forma classica de
transmissao ocorria por inoculagéo traumatica do agente etiolégico durante o manuseio
de matéria organica, como prevalece em outros paises. No entanto, desde o final da
década de 1990, a esporotricose na regido metropolitana do Rio de Janeiro tornou-se
um fenbmeno urbano endémico/epidémico, caracterizado basicamente pela
transmissao zoonotica em ambiente domiciliar, onde a principal forma de infeccéo
envolve a inoculacdo do agente na pele através de mordeduras, arranhaduras ou
contato com o exsudato das lesdes cutaneas de gatos doentes 303757,

No Brasil, a esporotricose humana ndao é uma doenca de notificacao
compulséria, e por isso, a sua exata prevaléncia é desconhecida. Entretanto, desde
julho de 2013, devido ao status hiperendémico da esporotricose no Rio de Janeiro, a
doenca se tornou de notificagdo obrigatdria no estado através da Resolucdo SES n°
674 de 12/07/2013 58. Em 2014, diante 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 doengas de
notificacdo compulsoria nacional, a esporotricose passa a ser uma doenca de agravo
nacional e, portanto, todos os casos animais suspeitos deverdo ser notificados e
registrados no Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN) [através do

preenchimento da ficha de epizootia ° - Apéndice A].



2.4 ESPOROTRICOSE ZOONOTICA

O gato domeéstico é a principal espécie implicada na transmissdo zoonotica de
Sporothrix spp., € os mamiferos da familia Dasypodidae (Tatu) sdo a segunda espécie
geralmente envolvida neste tipo de transmissdo. Adicionalmente, ha relatos de
transmissdo da doenca através de mordidas ou arranhaduras de outros animais como
ratos, ratazanas, esquilos, cavalos e cées, embora sem um potencial zoonético
significativo 0.

Gatos com esporotricose sdo uma fonte comprovada de infec¢cdo, demonstrada
pelo isolamento do fungo em lesdes cutaneas (100%), cavidades nasais (66,2%), unhas
(39,5%) 61, cavidade oral (50%) e mucosa conjuntival (44,1%) ©2.

A esporotricose animal e a transmissdo zoondtica de Sporothrix spp. eram
consideradas raras até a década de 1990. O primeiro registro da doenca humana
relacionado a gato infectado foi descrito em 1952 nos Estados Unidos 3. Ndo houve relatos
da transmissao zoonética por felinos até 1982, quando um surto envolvendo seis
pessoas expostas a um gato doente foi descrito por Read e Sperling 8. Em seguida,
sucessivos relatos de diferentes regides geograficas tém caracterizado um novo grupo
de risco para aquisi¢cdo de esporotricose, composto por donos de gatos, veterinarios e
seus auxiliares ©°.

Além do Brasil, a esporotricose zoonoética associada a gatos doentes foi
descrita em casos isolados ou em surtos nos Estados Unidos % ¢, Malasia ¢ %8, México 9,
india 7° e Argentina ™.

O Rio de Janeiro é considerado atualmente como local hiperendémico para
esporotricose associada a transmissdo por gatos doentes ‘2. Outras regides do pais
também apresentam casos de esporotricose felina e transmissdo zoondtica, porém em
dimensdes menores. Além do Rio de Janeiro, Minas Gerais’3, Sdo Paulo, Espirito
Santo, Brasilia e Rio Grande do Sul concentram as publicacdes relacionadas a doenca
com carater zoon6tico .

Nos EUA, no periodo de 1983 a 1993 foram relatados 15 casos de transmisséo

zoondtica relacionada a gatos . Somente em 2011 outro caso humano foi descrito e a
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transmissdo foi atribuida a seu gato, que fora diagnosticado previamente m
esporotricose. A paciente negava qualquer trauma e a transmissdo do co Sporothrix
spp. através da pele integra foi sugerido devido ao estreito contato da paciente com o
animal®®,

No México, uma paciente do sexo feminino de 43 anos foi diagnosticada com
esporotricose linfocutanea apds arranhadura do seu gato, o qual também apresentava
lesGes cutaneas .

Na india, um caso de possivel transmissio zoonética foi reportado por
Yegneswaran e colaboradores 7°. Embora o paciente tenha apresentado histérico de
jardinagem, amostras foram coletadas de lesbes em seu antebraco e cotovelo,
ocorrendo o isolamento e identificacdo de S. schenckii sensu stricto. Além disso uma
investigagdo da leséo ulcerada do gato foi realizada.

A esporotricose humana na Malasia tem sido registrada desde 1990 e
relacionada primariamente ao contato com gatos doentes 67:68, Mais recentemente, Kano e
colaboradores 2° realizaram a identificacdo molecular dos isolados sendo estes
caracterizados como S. schenckii sensu stricto.

Entre 2011 e 2014, quatro casos humanos foram diagnosticados em Buenos
Aires, Argentina, com transmisséo atribuida a gatos doentes 1.

No Uruguai, a caca de tatus tem sido associada a esporotricose. Conti Diaz 4
relatou 138 casos da doenca ao longo de 16 anos, com 81% dos casos associados ao
contato com tatus. Embora esta ocorréncia tenha sido raramente relatada no Brasil,
foram descritos dez casos envolvendo esta pratica, observados em varias cidades das

regides centro e oeste do Estado do Rio Grande do Sul 7.
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2.5 ESPOROTRICOSE FELINA

Os gatos sdo 0s animais mais propensos a adquirirem essa doenca, devido as
suas caracteristicas comportamentais, como esfregar-se no solo, hébitos de caca,
brigas e suas incursdes em areas fora do perimetro domiciliar 7. Além disso, os gatos
tém por habito enterrar suas fezes e afiar suas unhas nas arvores, o que poderia
contribuir para a contaminacdo ambiental. Adicionalmente, gatos com leséo cutanea ao
“se lamberem” frequentemente podem indiretamente colonizar a cavidade oral e trato
digestivo’’, tornando a mordedura eficaz para implantagcéo profunda do fungo em outros
animais e seres humanos .

O perfil da populacéo de gatos com esporotricose permaneceu inalterado desde
0s primeiros relatos da doencga. Os gatos machos, jovens - adultos, ndo castrados e
com acesso a rua, sao 0s mais acometidos e envolvidos na dispersdao do fungo,
transmitindo-o a outros animais e seres humanos 7 /8,

A esporotricose felina apresenta um amplo aspecto clinico, variando desde uma
infeccdo subclinica, passando por lesdo cutanea Unica até formas mudltiplas e
sistémicas, acompanhadas ou néo de sinais extracutaneos “.

Clinicamente, as lesGes cutaneas sdo caracterizadas especialmente por nédulos
e Ulceras e podem ser encontradas em diferentes sitios anatébmicos, especialmente na
cabeca, regido nasal e membros “. A presenca de sinais respiratérios concomitantemente a
lesBes cutaneas € frequente em gatos com esporotricose, principalmente sob a forma
de espirros, que pode estar associada a lesGes localizadas na mucosa nasal . Nos
maiores estudos sobre esporotricose felina realizados no INI, os sinais respiratérios
foram observados em 40% dos animais. A presenca desses sinais estd associada a
falha terapéutica e ébito 7°.

Ao contrario das lesdes observadas em humanos, as lesdes cutaneas em felinos
guando verificadas ao exame histopatolégico apresentam alta carga flngica, baixa
formacdo de granulomas e auséncia de corpos asteroides, demonstrando a

susceptibilidade desta espécie frente a Sporothrix spp. &°.
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Na esporotricose felina o amplo espectro de manifestacdes clinicas, a gravidade
da doenca e os baixos indices de cura clinica observados na endemia do Rio de
Janeiro podem estar associados a espécie fungica. Em 2015, foi possivel caracterizar
47 isolados clinicos dentro do complexo Sporothrix com amostras provenientes de
gatos atendidos no Lapclin-Dermzoo. Nos testes fenotipicos, 35 isolados foram
caracterizados como S. brasiliensis e 12 ndo apresentaram perfil compativel com
nenhuma espécie do complexo, sendo classificadas como Sporothrix spp. Entretanto, a
técnica de PCR T3B fingerprinting permitiu que todos os isolados fossem caracterizados
como S. brasiliensis 8.

Além da carga fungica, a presenca de acentuado infiltrado inflamatdrio
piogranulomatoso, extensdo das lesdes para a mucosa, e a forma disseminada da
doenca sdo um indicativo da alta viruléncia do agente circulante na area endémica do
Rio de Janeiro 8 8,

Segundo Miranda e colaboradores 84, outros fatores além da viruléncia do fungo
podem possibilitar a ocorréncia da doenca grave em gatos, mesmo na auséncia de
fatores imunossupressores. Nesse estudo, 0 aumento da carga fangica foi relacionado
a granulomas mal formados nos gatos com esporotricose, sugerindo que a resposta
imune celular possa estar envolvida no controle da doenca, portanto, animais que
apresentaram bom estado geral, lesbes localizadas, resposta bem organizada e carga
fungica baixa estavam com niveis aumentados de células CD4+, enquanto 0s animais
com uma condicdo geral ruim, lesbes disseminadas e carga fungica alta estavam

relacionados a existéncia de um padrdo de resposta com aumento de células CD8+.

2.6 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnostico definitivo da doencga é feito pelo isolamento de Sporothrix spp. a
partir de secrecdo ou fragmento de lesdo em cultura micoldgica. O aparecimento de
colonias apos semeadura do fungo em agar Sabouraud dextrose ou Agar-Mycosel a

25°C pode ocorrer entre 5 dias até 4 semanas 2.
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A forma miceliana cresce a 25°C rapidamente, em torno de 3 a 5 dias. Suas
colénias tém coloracdo creme e micélios aéreos visiveis. Com o0 crescimento, sua
superficie torna-se enrugada, de coloracdo acastanhada e enegrecida. Quando o
crescimento se da a 37°C, obtém-se conversdo térmica da forma filamentosa para a
forma leveduriforme em BHI, com colonias cremosas e de coloragdo pardacento-
amarelada estabelecendo o diagnéstico definitivo 24 8, A técnica de cultura caracteriza
o fungo como Sporothrix spp. ou S. schenckii lato sensu. Para a caracterizagao das
espécies torna-se necessaria a aplicacdo de técnicas morfoldgicas, fisiologicas e
moleculares 28,

Em virtude da alta carga fangica em lesdes cutdneas de gatos com
esporotricose, observamos no exame citapatolégico inimeras estruturas leveduriformes
redondas, ovais ou em forma de charuto, circundadas por um halo claro, no interior de
macréfagos, neutréfilos ou no meio extracelular 8. A positividade no exame citopatoldgico
proveniente de lesdes cutaneas de gatos com diagndstico de esporotricose foi descrita
por Pereira e colaboradores 8 em 78,9% dos casos e por Silva e colaboradores 8 em
84,9% dos casos, reforcando que este exame é um método rapido, pratico e de baixo
custo para diagnéstico presuntivo da esporotricose felina. O exame citopatolégico é
recomendado principalmente em areas endémicas e onde exista dificuldade em se
realizar a cultura fungica, permitindo dessa forma, a implementacdo de medidas
preventivas e de controle desta zoonose.

O exame histopatolégico também ¢é utilizado como diagnéstico presuntivo da
esporotricose felina, podendo-se observar um infiltrado inflamatério na derme,
composto por células mononucleares e polimorfonucleares, predominantemente
macrofagos e neutréfilos além de estruturas leveduriformes, redondas ou em forma de
charuto. Os métodos de coloragdo mais indicados para a visualizagdo de fungos sao:
impregnacao pela prata de Grocott em cortes de parafina e acido periddico de Schiff
(PAS) 80, 83

As lesdes de esporotricose sdo caracterizadas microscopicamente por processos
granulomatosos supurativos. Em felinos, o perfil histopatologico apresenta-se como

granulomas mal formados com predominio de macréfagos 8.
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A técnica de imuno-histoquimica (IQH) é um método de diagndstico
complementar, rapido e reprodutivel que pode ser aplicado para melhorar a
sensibilidade do diagndstico histologico, principalmente nas amostras humanas e
caninas 8. A avaliacdo da IQH frente as amostras de gatos com esporotricose se
mostrou sensivel, com positividade entre 94% 8 e 88% . Essa técnica foi capaz de
detectar estruturas leveduriformes compativeis com Sporothrix spp. baseada na ligacéo
antigeno-anticorpo, facilitando a visualizagdo em cortes histolégicos, uma vez que a
coloracdo acastanhada foi atribuida a célula leveduriforme, contrastando com a cor azul
do tecido.

O método de ensaio imunoenzimatico (ELISA- “Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay”) pode ser utilizado como uma ferramenta de triagem devido a sua sensibilidade
e especificidade para a deteccdo de anticorpos de Sporothrix spp. no soro de gatos
com esporotricose °1. Este método é considerado de facil realizacédo, rapido e barato,
mas sua aplicagdo na rotina diagndstica ainda n&o foi estabelecida.

Técnicas de diagndstico molecular, como a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR — “Polymerase Chain Reaction”), sdo descritas por diversos autores como uma
ferramenta para o diagnostico rapido da esporotricose, que quando disponiveis podem
ser uma alternativa ao diagndstico em casos especificos. Rodrigues e colaboradores 2
desenvolveram primers especificos para a identificacdo das espécies de S. brasiliensis,
S. schenckii, S. globosa, S. mexicana, S. pallida, e Ophiostoma stenocereus a partir de
isolados de cultura. Além disso, detectaram com sucesso o DNA de S. brasiliensis e S.
schenckii em amostras de tecidos derivados de um modelo murino com esporotricose
disseminada, concluindo que estes primers espécie-especificos podem ser aplicados na
epidemiologia, diagndstico clinico e estudos experimentais da esporotricose e que, as
melhorias nos sistemas primarios de diagndstico e vigilancia poderiam facilitar a

identificagcéo e o rapido controle de futuros surtos.
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2.7 BOAS PRATICAS RELACIONADAS A MANIPULACAO DE SPOROTHRIX SP.

Sporothrix schenckii € um agente biolégico integrante da classe de risco 2 e deve
ser manipulado seguindo-se as orientacdes designadas para um laboratorio com nivel
de biosseguranca 2 % %, O profissional responsavel pelo ambiente onde ha manipulacéo
desse agente deve garantir o cumprimento das diretrizes relacionadas ao nivel de
biosseguranca especifico, promovendo a conscientizacdo e o treinamento de todo
pessoal envolvido %,

As principais recomendacdes para a manipulacdo de gatos com suspeita de

esporotricose sao:

i. Utilizar Equipamento de Protecéo Individual (EPI) obrigatorio: avental descartavel
de manga longa com elastico no punho e Luvas de procedimento descartaveis;

ii. Realizar contencdo fisica e/ou quimica no atendimento dos animais;
iii. Seqguir as principais diretrizes de boas préticas laboratoriais:
= Usar calcados fechados;

= Manter os cabelos presos ou recobertos por touca descartavel e as unhas

curtas;

= Lavar as maos antes de iniciar o trabalho, apds o uso de luvas e ao sair da

sala de atendimento;
= Nao tocar em superficies limpas utilizando luvas;

= Nao recapear agulhas;
= Fazer o descarte dos perfurocortantes em local apropriado;

= Descartar material contaminado com sangue e secre¢des em saco de lixo

branco leitoso com simbolo de risco bioldgico;

» Realizar a incinerag¢ao das carcacas dos animais que vierem a 0Obito;
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= Em caso de acidente, lavar a pele com &gua e sabdo e procurar

atendimento médico.

iv. Esterilizar todo instrumental cirargico em autoclave a 121°C por 20 a 30
minutos.
v. Descontaminar o ambiente, equipamentos e artigos utilizados no atendimento

com hipoclorito de sodio 1% por 10 minutos.

Em relacdo aos agentes desinfetantes, tanto o hipoclorito de sédio quanto o
digluconato de clorexidina apresentam acao antifangica in vitro frente a isolados de S.
schenckii. Entretanto, o hipoclorito de sédio apresentou melhores resultados, com
inativacao total da carga fungica na auséncia de matéria organica e reducdo de 60% da

carga fungica na presenca desta .

2.8 ASPECTOS TERAPEUTICOS

O tratamento da esporotricose felina permanece um desafio e requer cuidados
diarios a longo prazo. O prognéstico para os gatos doentes dependerd do numero,
extensao e localizacdo das lesbes; assim como a ocorréncia de sinais respiratorios e do
estado geral do animal 8. A presenca da infeccdo pelos virus da imunodeficiéncia
felina (FIV) e da leucemia felina (FeLV), anteriormente considerados como fator de
gravidade e de prolongamento do tratamento da esporotricose felina °7, ndo foram
associados até o momento ao desfecho negativo em gatos provenientes da epidemia do
Rio de Janeiro 4 7%,

A administracdo oral do farmaco aliada ao longo tempo de tratamento (mediana
entre 4 e 9 meses) 4 2 constitui um entrave para a adesdo dos responsaveis. A
cicatrizacdo das lesGes parece ser um determinante importante para o abandono do

tratamento, jA que 0s responsaveis pelos gatos consideram que nesse momento 0
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animal ndo requer mais "cuidados especiais" e interrompem a medicacdo, nao
comparecendo as consultas para o acompanhamento clinico, aumentando assim a
chance de recorréncia da doenca e acrescentando obstaculos ao processo de cura %,
lodetos, cetoconazol, ITZ, anfotericina B, terbinafina, termoterapia local e a
remocao cirurgica de lesGes sdo as opgoes terapéuticas disponiveis para o tratamento
da esporotricose felina 1°°, além da criocirurgia 1°1. Os iodetos e o ITZ sédo os farmacos
mais utilizados atualmente, sendo o ITZ o farmaco de escolha 8. A remissédo das lesGes
cutaneas e/ou mucosas, assim como dos sinais extracutaneos sem o tratamento
antifingico especifico é rara . Reinfeccdes exdgenas e recidivas podem ocorrer apos
a cura clinica demonstrando a possibilidade de reativacao das lesées mesmo quando o

tratamento recomendado foi concluido 9.

2.8.1 lodetos

O uso de iodetos na esporotricose foi descrito em 1903 por Sabouraud %4 e
durante muitos anos estes compostos foram considerados a terapia de eleicdo na
esporotricose cutanea e linfocutanea em humanos devido ao baixo custo e efetividade
102,103 O KI pertence ao grupo quimico dos iodetos inorganicos, constituido de 76% de
halogénio-iodo e 23% de metal alcalino potassio 1°. E um composto fotossensivel e possui
propriedades ligeiramente higroscopicas, sendo altamente sollvel em agua 2. Apds
sua ingestdo, é rapidamente absorvido pelo trato intestinal e distribuido para o espaco
extracelular, com 90% da dose administrada por via oral excretada na urina. Suor, leite
materno e fezes séo outras formas de excrecao 103,

O mecanismo de acdo dos iodetos permanece desconhecido, mas acredita-se
que o Kl atue através da modulacdo da resposta inflamatéria 1°* e aumento da resposta
imune 1%, Demostracgdes in vitro sugeriram que pode haver dano celular da levedura
através da conversdo de Kl em iodo 194, Essa converséo por alguma via desconhecida
e em concentracdes adequadas poderia lesionar a levedura in vivo 1%, Em 1990,
Honma e colaboradores estudaram os efeitos de Kl (15mg/kg/3dias) em pacientes

saudaveis. Neste estudo, Kl inibiu significativamente a quimiotaxia de neutréfilos no
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sangue periférico. No entanto, ndo foi possivel explicar qual parte da quimiotaxia foi
alterada pelo Kl 103 1% Especula-se que o iodo participe de reacdes de halogenacéo
por mieloperoxidases, que sdo fundamentais para a acdo dos fagocitos 1°3. Este
mecanismo também ajuda a compreender, em parte, a utilidade do farmaco contra
doencas infecciosas 194,

No Brasil, o primeiro relato da terapia com Kl na esporotricose felina ocorreu em
1956 ?°. Deste relato até o ano de 2011, apenas dois estudos descreveram o uso da
solucéo saturada de iodeto de potassio (SSKI) em gatos com esporotricose. A cura
clinica foi obtida em dois gatos com a dose de 20 mg/kg, a cada 24 horas 107 198 e em
dois gatos a terapia foi interrompida devido a progressédo das lesdes 1°7: 109 A dose de
SSKI recomendada na literatura veterinaria é de 20 mg/kg a 40 mg/kg, a cada 12 ou 24
horas 77, 108, 109.

A solucdo saturada de iodeto de potassio € a apresentacdo farmacéutica
utilizada em pacientes humanos, porém o regime posolégico e as reacfes adversas,
como o gosto metalico, sdo fatores de ndo adesdo ao tratamento 1% 1, Como em
humanos, a ingestdo da solucdo saturada em gatos é dificil. Tendo em vista esse
cenario aliado a necessidade de avaliar a efetividade desse farmaco em outra
apresentacdo farmacéutica, Reis e colaboradores °® descreveram o uso do Kl em
capsulas na dose de 2,5 a 20 mg/kg a cada 24 horas em 48 gatos com esporotricose. A
cura clinica foi obtida em 47,9% dos casos, em 37,5% ocorreu faléncia terapéutica,
10,4% abandonaram o tratamento e 4,2% foram a 6bito. Reacdes adversas clinicas
foram observadas em 52,1% dos casos. Treze gatos apresentaram leve aumento nos
niveis das transaminases hepaticas durante o tratamento, dos quais, seis
apresentavam sinais clinicos sugestivos de hepatotoxicidade. Esse estudo constitui até
0 momento a maior casuista de gatos tratados com esse composto.

A utilizacdo do iodeto de sédio (Nal) no tratamento da esporotricose felina é rara
e foi descrita em poucos relatos de casos. A formulagéo classica utilizada compreende
a solucédo saturada na dose de 10 mg/kg a cada 12 horas 2. Entre 1982 e 2009, 32
gatos com esporotricose foram tratados com Nal em diferentes doses # 109 113116 sendo
a cura clinica relatada em 6 casos por Schubach e colaboradores 4 e um outro caso por

Burke e colaboradores 113,
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Recentemente, o estudo realizado por Carvalho 7 descreveu a efetividade do
Nal em cépsulas na dose de 5 mg/kg a cada 24 horas em 21 gatos com esporotricose
sem tratamento prévio. O percentual de cura e falha terapéutica foram de 28,6% e
61,9%, respectivamente. Dois animais (9,5%) foram a 6bito por causas desconhecidas
e a dose foi aumentada para 10 mg/kg em 33,3% dos casos. Dez gatos (47,6%)
apresentaram reac0es adversas clinicas e trés animais (14,2%) apresentaram alteracao
no perfil renal.

Os felinos sdo sensiveis as preparacdes de iodetos e devem ser
cuidadosamente monitorados em busca de evidéncias de iodismo, como depressao,
anorexia, vomito ou diarreia 8. Alteracdes cardiacas foram associadas ao tratamento
com iodeto de sédio com doses mais elevadas (40 mg/kg a cada 12h) 3. Em caso de
intolerancia, o farmaco pode ser suspenso temporariamente e reinstituido em doses

mais baixas sem subsequentes efeitos adversos %8 107, 111,

2.8.2 Azdlicos

Os antifungicos azdlicos sdo amplamente utilizados para o tratamento de
infecgbes fungicas superficiais e invasivas e incluem as trés geracdes de imidazois e
triazois 1°. Sdo caracterizados por um anel pentagonal na estrutura molecular, o qual
contém trés atomos de carbono e dois de nitrogénio (imidazdlicos), ou dois de carbono
e trés de nitrogénio (triazolicos) 2.

Atuam com base na inibicdo da biossintese do ergosterol, que € essencial na
biorregulacdo da fluidez, assimetria e integridade celular ?'. Os efeitos adversos
produzidos pelo uso desses farmacos sdo droga-dependente e incluem disturbios

gastrintestinais e enddcrinos, hepatotoxicidade, e irritagdo da pele 122,
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2.8.2.1 Cetoconazol

O cetoconazol €é um derivado imidazoélico que surgiu em 1979 e € utilizado
desde entédo para o tratamento de micoses superficiais e sistémicas 123, Por apresentar
baixa toxicidade seletiva, inibe tanto o citocromo P450 do fungo, quanto dos mamiferos,
resultando na ocorréncia de elevada toxicidade hepatica 124,

A dose classica recomendada para o tratamento da esporotricose felina varia de
5 a 10 mg/kg, a cada 24 horas *2. Entretanto, em caso de falhas, doses maiores (13,5-
27 mg/kg, a cada 12 ou 24 horas) podem ser utilizadas °.

Pereira e colaboradores 7° avaliaram a efetividade e seguranca do tratamento
com cetoconazol oral na dose de 13,5 a 27 mg/kg. Dos 598 gatos tratados com esse
esquema terapéutico, 171 (28,6%) obtiveram a cura em 28 semanas de tratamento
(mediana). Efeitos gastrointestinais foram observados em 42% dos gatos.

O cetoconazol foi substituido pelo ITZ no tratamento da esporotricose, mas por
se tratar de um farmaco de baixo custo, pode ser usado no tratamento de cdes e gatos,

especialmente em areas economicamente desfavorecidas 1.

2.8.2.2 ltraconazol

O ITZ foi sintetizado na década de 1980 e € 5-100 vezes mais potente in vivo
que o cetoconazol, embora seu mecanismo de acdo seja similar. E um derivado
triazdlico que apresenta atividade fungistatica, mas pode ter acdo fungicida
dependendo da concentracdo administrada e da susceptibilidade do fungo, além de
possuir alta seletividade as enzimas do citocromo P-450 fangico, resultando em menor
ocorréncia de efeitos adversos em comparacéo ao cetoconazol 125 126,

O ITZ é uma substancia altamente lipofilica, extensamente ligada a proteinas
circulantes, mas praticamente insoluvel a um pH fisiologico. Para ser absorvido, deve

dissolver-se no trato gastrintestinal, o0 que pode ser problematico. No entanto, uma vez
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dissolvido é altamente permeavel e facilmente difundido através do epitélio intestinal 2"
128.

Existem trés formulacdes disponiveis para uso clinico: capsulas, solucéao oral e
administracdo intravenosa. A formulacdo da capsula original € fabricada pela Janssen-
Cilag Farmacéutica e comercializada como Sporanox®, todavia, no Brasil ha uma
grande variedade de laboratérios que produzem o medicamento genérico. A suspensao
oral e formulacéo intravenosa, também fabricadas pela Janssen, sdo ambas formuladas
com hidroxipropil-B-ciclodextrina %7, porém ndo sdo comercializadas no Brasil. As
ciclodextrinas naturais, e alguns derivados como a hidroxipropil-B-ciclodextrina, sé&o
metabolizadas ao nivel do célon e do ceco pelas bactérias da flora intestinal 2°.

A absorcédo oral da capsula de ITZ é variavel, porém é facilitada por um meio
acido para dissolucéo, o qual constitui a base para recomendar sua administracdo junto
com alimentos ou bebidas acidas 23 1?7, Dessa forma, a biodisponibilidade das capsulas
duplica quando administrado apdés a refeicdo. Por outro lado, sua absorcdo é
prejudicada pela administracdo com agentes que aumentam o pH gastrico (inibidores
da bomba de prétons), ou em pacientes com acloridria 23 127,

A suspensdo oral de ITZ é absorvida de forma mais eficiente, aumentando a
biodisponibilidade do farmaco em 30% quando comparada a formulagdo em cépsulas.
Além disso, a terapia antiacida ndo exerce um efeito negativo sobre a sua absorcéo e
esta formulacdo deve ser administrada em jejum, pois alimentos podem diminuir suas
concentragées séricas 123

O ITZ intravenoso é utilizado em micoses sistémicas graves envolvendo risco de
morte e permite que a concentracao-alvo (>0,5 mg/L) seja alcancada nas primeiras 48
horas de tratamento 7.

Os picos de concentragdo plasmatica do ITZ sdo atingidos 2 a 5 horas ap0s sua
administragao oral. Por apresentar uma farmacocinética ndo linear, o itraconazol se
acumula no plasma durante a administracdo de doses multiplas e suas concentracoes
no estado de equilibrio sdo geralmente alcancadas em 15 dias. Apds a interrupcdo da
terapia, a concentracdo plasméatica do farmaco diminui para uma concentracdo quase
indetectavel em 7 a 14 dias, porém suas concentracdes sao detectaveis na pele por até

4 semanas pos-interrupgéo 127 130,
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A dose classica da literatura recomendada para o tratamento da esporotricose
felina varia entre 5-10 mg/kg, a cada 24 horas '?. Alguns autores relataram éxito no
tratamento com esse esquema terapéutico, porém, esses estudos constituem relatos ou
Série de casos 4,114, 116, 131, 132_

O maior estudo publicado em gatos até o momento que avaliou a eficacia e
seguranca do ITZ foi conduzido por Pereira e colaboradores 7°, onde 178 gatos com
esporotricose receberam ITZ na dose entre 8,3 e 27,7 mg/kg/dia. Desses, 67 (38,3%)
obtiveram a cura clinica, com tempo de tratamento de 26 semanas (mediana),
demonstrando que os indices de cura ainda estdo muito aquém do esperado. Desde
entdo, doses propostas para o tratamento de micoses sisttmicas em gatos sao
recomendadas para o tratamento da esporotricose felina.

Apesar do ITZ ser considerado o farmaco de escolha para o tratamento da
esporotricose felina, casos de falha terapéutica, baixos indices de cura e longo tempo

de tratamento s&o relatados 12 82133,

2.8.3 Anfotericina B

Anfotericina B desoxicolato € um antibiético macrolideo poliénico sintetizado
naturalmente pelo actinomiceto Streptomyces nodosus. Sua principal atividade
fungicida tem sido atribuida a sua capacidade para provocar a auto-oxidacdo da
membrana citoplasmatica e a liberacdo de radicais livres letais 11°.

Mesmo com a sua elevada toxicidade e a introducdo de antifingicos azolicos
sistémicos na década de 1980, a poténcia e 0 espectro de acao tém assegurado que a
anfotericina B permaneca como farmaco de escolha no tratamento da esporotricose
disseminada, assim como da maioria das micoses sistémicas que acometem pacientes
imunocomprometidos 10 134,

A anfotericina B, administrada por via subcutanea ou intralesional, também é
recomendada no tratamento da esporotricose felina refrataria ao 1TZ 133, A associacédo

de ITZ oral (100 mg/dia) e anfotericina B 0,5 mg/kg via subcutanea foi utilizada no
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tratamento de 17 gatos com esporotricose refrataria ao tratamento com azdlicos. A cura
clinica ocorreu em 35,3% dos casos e a formacgao de abscesso estéril local ocorreu em
23,5% 35, Em outro estudo, 26 gatos com lesGes cutaneas refratarias ao ITZ foram
tratados com a associacdo de anfotericina B intralesional e ITZ oral com cura clinica em
72,7% dos casos .

As formulagdes lipidicas da anfotericina B sdo menos nefrotdxicas que a forma
convencional e seu uso € indicado para o tratamento das formas disseminadas de
esporotricose. Anfotericina B lipossomal via intravenosa foi utilizada em associacdo ao
itraconazol em gatos com esporotricose refratéria a associacdo de ITZ e Kl, entretanto,

nenhum animal obteve a cura clinica com esse esquema terapéutico 6.

2.8.4 Terbinafina

A terbinafina € um antifungico do grupo das alilaminas, efetiva no tratamento da
esporotricose cutanea e linfocutanea em seres humanos 37 138 com custo similar ao
farmaco de elei¢do (ITZ). Esse farmaco tem demonstrado boa atividade in vitro frente a
S. schenckii, inibindo a enzima epoxidase e alterando a biossintese dos esterois
fungicos, com consequente morte da célula fangica. A inibicdo da enzima nao é
mediada através do citocromo P-450, que a diferencia dos azdlicos, ndo afetando os
niveis de cortisol e testosterona, ainda que administrada em altas doses %,

Na medicina veterinaria, o farmaco tem sido efetivo no tratamento das
dermatofitoses e outras infeccdes micoéticas superficiais 1% 13° mas sua efetividade in
vivo frente a esporotricose felina ou canina ainda n&o foi comprovada. No entanto, este
farmaco apresentou alta atividade in vitro frente a isolados de S. brasiliensis
provenientes de gatos da regido epidémica do Rio de Janeiro em comparacdo a

anfotericina B, cetoconazol e 1TZ 140,
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2.8.5 Termoterapia

Em 1950, descobriu-se acidentalmente a remissdo espontanea de lesbes de
esporotricose apdés um paciente apresentar febre 4. Temperaturas acima de 37°C
inibem o crescimento de espécies de Sporothrix e promovem o aumento da capacidade
dos neutréfilos em causar morte intracelular 6.

A termoterapia é recomendada no tratamento da forma cutadnea da
esporotricose, em associacdo com antifingicos ou como monoterapia nos casos em
que estes sdo contraindicados, tais como a gravidez. A terapia através de calor local
(42°C) deve ser realizada na lesdo por 30 minutos, duas vezes ao dia, até sua
cicatrizacdo. Poucos sdo os relatos sobre sua utilizacdo na esporotricose humana e
felina e sua efetividade permanece pouco avaliada % 41, Em estudo conduzido por
Hiruma e colaboradores %2, a termoterapia foi usada em 14 pacientes com esporotricose
cutanea-fixa e linfocutanea e a cura clinica foi obtida em 71% dos casos.

Honse e colaboradores 143 descreveram o uso da hipertermia local no tratamento
de um gato com esporotricose, 0 animal apresentava uma Unica lesdo cutanea na
regido toracica e era cooperativo. A cura foi obtida ap6s aplicacdo, pelo responsavel
pelo animal, de uma bolsa térmica com temperatura de 40-42°C no local da lesdo por
15 minutos duas vezes ao dia durante sete semanas, sendo portanto uma opc¢ao
terapéutica aos gatos com esporotricose que se demonstrem cooperativos e que

apresentem a forma cutanea fixa da doenca.

2.8.6 Associacdao entre itraconazol e iodeto de potassio

A associagdo entre ITZ e KI vem sendo utilizada no decorrer da ultima década
para o tratamento da esporotricose humana, felina e em outras infeccdes fangicas 7 ° 10
12, 54_

Na esporotricose humana refrataria ao ITZ, relatos de sucesso com a associagao

dos farmacos foram descritos 8 11,
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Em 2009, um estudo comparativo avaliou a efetividade e seguranca do Ki
associado ao ITZ. A associacdo dos farmacos apresentou maior percentual de cura
clinica (91,67%) em relacdo a monoterapia com Kl (54,55%) e monoterapia com ITZ
(64%). N&o houve diferenca entre os grupos no que diz respeito a rea¢ées adversas®.

Mais recentemente, Song e colaboradores 5 descreveram em seu estudo a maior
casuistica de pacientes humanos (n=83) com esporotricose tratados com associacao de
ITZ e KI. Os mesmos autores ndo observaram diferencas estatisticas significativas
entre as taxas de cura e tempo de tratamento dos pacientes tratados com a
monoterapia com ITZ, KI ou com a associa¢do dos farmacos.

O sucesso da associacdo dos farmacos também foi descrito para outras
infeccdes flingicas em seres humanos, como a zigomicose e conidiobolomicose 7 19,

Em felinos, a associacdo dos farmacos foi descrita por Rocha'?, que avaliou a
resposta terapéutica ao Kl em cépsulas (5 mg/kg, a cada 24 horas) associado ao ITZ
(100 mg, a cada 24 horas) em gatos com esporotricose refrataria ao triazélico. Dentre
0s 38 gatos incluidos no estudo, 63,2% obtiveram a cura e 13,2% nao apresentaram
resolucdo das lesdes (falha terapéutica). Efeitos adversos clinicos (73,2%) como
emagrecimento, hiporexia e vomito foram os mais observados. O tempo mediano de
tratamento até a cura clinica foi 20 semanas. Dessa forma, a associacao dos farmacos

se mostrou efetiva em gatos ndo responsivos a monoterapia com ITZ.
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3 JUSTIFICATIVA

A esporotricose zoonotica constitui um grave problema de saude publica no
Brasil, especialmente no Rio de Janeiro, onde um numero crescente de casos humanos
e animais vem sendo reportado desde 1998.

O protocolo terapéutico convencional preconizado (ITZ) para a esporotricose
felina tem demonstrado efetividade varidvel e relatos de falha terapéutica tém sido
descritos. Os resultados satisfatérios alcancados com a monoterapia com iodeto de
potassio em gatos sem tratamento prévio com antifingicos ° e em gatos refratarios ao
ITZ tratados com a associacdo ITZ e Kl 2, motivaram a elaboracdo de um ensaio clinico
em gue a comparacao entre o grupo controle (ITZ) e o grupo de associacdo dos
farmacos (ITZ e Kl) podera fornecer informacdes sobre a efetividade dos tratamentos, e
de suas reacfes adversas. Desta forma, o estudo de gatos doentes provenientes da
epizootia em curso no estado do Rio de Janeiro constitui uma oportunidade para
ampliar o conhecimento sobre os aspectos terapéuticos desta micose.

Em termos de salude publica, a associacdo entre ITZ e Kl podera aumentar os
percentuais de cura clinica, reduzir o tempo de tratamento e de recidivas quando
comparado a monoterapia com o triazélico, contribuindo indiretamente para a
diminuicdo dos riscos da transmissao do agente etiolégico para humanos e outros

animais.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Comparar a resposta terapéutica de gatos com esporotricose submetidos ao

tratamento com ITZ e associacdo de ITZ e KIl, atendidos no Lapclin-Dermzoo/

INI/Fiocruz.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Descrever as caracteristicas clinicas e epidemioldgicas dos gatos submetidos ao

tratamento com ITZ e associagéo de ITZ e KiI;

= Descrever as reacdes adversas clinicas e laboratoriais nos gatos submetidos ao

tratamento nos dois grupos;

= Comparar o tempo de tratamento, o percentual de cura e de recidivas entre 0s

dois grupos.
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5 METODOLOGIA

5.1 DEFINICAO DOS TERMOS UTILIZADOS

Abandono: ndo comparecimento em duas revisdes consecutivas;

Alta: suspensao definitiva do(s) farmaco(s) um més apds a cura clinica,

Cicatrizacdo da lesdo: epitelizacdo com auséncia de crostas, descamacéo,

infiltragéo e eritema,;

Cura clinica: cicatrizacdo completa da lesdo e remissdo de todos o0s sinais

clinicos inicialmente apresentados;

Estagnacdo do quadro clinico: auséncia de resposta clinica por 30 dias

consecutivos;

Falha terapéutica: estagnacédo do quadro clinico em duas revisdes consecutivas

(dois meses), piora do quadro independente do tempo de tratamento;

Interrupcéo temporaria do protocolo: Gatos que apresentaram reacdes adversas

clinicas (anorexia ou hiporexia + perda de 10% peso corporal) ou a associacao
destes com a elevacdo das transaminases hepaticas tiveram a terapia
interrompida temporariamente por no minimo sete dias (ITZ) e dez dias (KlI). A

interrupcdo maxima prevista neste protocolo foi estipulada em 30 dias;

Interrupcéo definitiva_do protocolo: retirada definitiva dos farmacos por fatores

explicitados no item 5.12;
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G1: Grupo ITZ;

G2: Grupo associacao ITZ e K,

L1: Lesdes cutaneas em um sitio anatdomico;

L2: Lesbes cutaneas em dois sitios anatémicos ndo contiguos;

L3: Lesbes cutaneas em trés ou mais sitios anatbmicos ndo contiguos;

Melhora clinica: diminuicdo do tamanho e/ou do numero de lesdes nos gatos

com esporotricose;

Obito _por__esporotricose: 6bito ocasionado por complicacbes diretamente

relacionadas a esporotricose;

Obito por outras causas: 6bito ndo ocasionado diretamente pela esporotricose;

Recidiva: reaparecimento da lesdo no mesmo local do processo anterior no

periodo que corresponde ao tempo de seguimento pds-terapéutico (trés meses);

Reinfeccdo exdégena: aparecimento de nova lesdo em local diferente do processo
anterior, no periodo que corresponde ao tempo de seguimento pds-terapéutico

(trés meses).

Resposta clinica insatisfatéria: auséncia de melhora clinica minima por 30 dias

consecutivos.
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5.2 DESENHO DO ESTUDO

Ensaio clinico randomizado e aberto.

5.3 CAsuisTICA

A populacdo do estudo foi constituida de gatos com esporotricose que
preencheram os critérios de inclusdo citados no item 5.5 e cujos responsaveis
concordaram em participar do procedimento (firmando o termo de consentimento livre e
esclarecido — ANEXO A) no periodo compreendido entre janeiro de 2013 e maio de
2016.

5.4 CALCULO AMOSTRAL

O tamanho amostral necessario para afirmar diferenca significativa de cura entre
os dois tratamentos € de 59 animais em cada braco de estudo, considerando diferenca
na proporgdo de cura entre os tratamentos de 25%, nivel de significancia de 5% e
poder de 80%. Devido as perdas, o numero foi aumentado em 20%, o equivalente a 74

animais em cada grupo.
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5.5 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

= Diagnostico definitivo de esporotricose, por isolamento de Sporothrix spp. em
meio de cultura,
» Pacientes com idade superior a 6 meses e inferior a 8 anos;

= Peso minimo de 3,0 kg na primeira visita.

5.6 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Tratamento prévio com antifingicos orais;

Gestantes e nutrizes;

Presenca de alteragdes clinicas basais, grau 3 (ANEXO B).

5.7 LOCAL DE REALIZACAO DO ESTUDO

O estudo foi realizado no Lapclin-Dermzoo em colaboragdo com o Servico de
Farmacia (Sefarm), Laboratorio de Micologia (Lab-Micol), Laboratério de Analises
Clinicas (Labclin): secdo de hematologia (SHEM) e bioquimica (SBIOQ), Servico de
Anatomia Patologica e Plataforma de Pesquisa Clinica, todos pertencentes ao
INI/Fiocruz.
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5.8 PROCEDIMENTOS DE INCLUSAO E ACOMPANHAMENTO

Os animais foram submetidos a exame clinico geral e coleta de materiais
biolégicos (sangue, exsudato de lesdo cutanea, secrecdo nasal, imprint, biopsia de

lesdo de pele), além de documentacéo fotogréfica digital.

5.8.1 Exame Clinico

O exame clinico compreendeu a identificacdo do animal, anamnese e exame
fisico.

O exame fisico consistiu da avaliacdo do estado clinico geral, palpacdo de
linfonodos, ausculta pulmonar, pesagem do animal e inspe¢do de mucosas, pelos e
pele, com anotacdes sobre o aspecto clinico, nimero e a localizacdo das lesdes.

Os animais foram categorizados em grupos segundo a distribuicdo das lesdes
cutaneas e classificados também quanto ao numero de lesdes.

Em relacdo a distribuicdo das lesdes cutaneas, utilizamos a categorizacao
proposta por Schubach e colaboradores* onde os animais foram divididos em: LO
(auséncia de lesdes), L1 (lesdes em um sitio), L2 (lesbes em dois sitios ndo contiguos)
e L3 (lesdes em trés ou mais sitios ndo contiguos).

Quanto ao numero de lesdes, estas foram classificadas como: Localizada (de
uma a cinco lesdes individualizadas) e Multiplas (mais de cinco lesdes individualizadas
(Adaptado de Lucas!#).
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5.8.2 Coleta de Sangue

A coleta de sangue foi realizada apds sedacao com cloridrato de quetamina 10%
(10 —-15 mg/kg) associada ao maleato de acepromazina 1% (0,1 mg/kg) aplicadas por
via intramuscular.

Foram coletados 5 mL de sangue total apos tricotomia e antissepsia local com
alcool 70%, com seringa descartavel agulhada (0,70x25 mm) de veia jugular externa,
para a realizacdo de hemograma completo e bioquimica sérica (ureia, creatinina,

alanina aminotransferase - ALT, aspartato aminotrasferase — AST).

5.8.3 Coleta de secrecao nasal, exsudato e fragmento de lesdo cutanea

Na primeira consulta, exsudato de lesédo ou secre¢do nasal foram coletados
através de swab estéril, diretamente de lesdo cutanea ulcerada ou de uma das narinas
e semeados em agar Sabouraud dextrose acrescido de cloranfenicol e em &gar
Mycosel, para realizacdo da cultura micoldgica.

Em animais com lesdes ndo sugestivas de esporotricose, também foram
coletados dois fragmentos do bordo da lesdo com punch (3 mm). O primeiro fragmento
foi acondicionado em solucéo salina estéril e encaminhado para a realizacdo da cultura
micoldgica. O outro foi fixado em formalina tamponada 10% e encaminhado para o
Servico de Anatomia Patolégica do INI/Fiocruz, para realizacdo do exame

histopatologico.
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5.8.4 Documentacao fotografica digital

O registro fotografico digital foi realizado mensalmente durante todo o tempo de
tratamento previsto no estudo para identificacdo do animal e acompanhamento de sua

evolucao clinica.

5.9 GRUPOS DE TRATAMENTO

A randomizacdo dos grupos foi gerada por uma lista aleatéria do tamanho
amostral necessario, pelo programa Statistical Package for the Social Sciences 16.0.

Os gatos foram alocados aleatoriamente em dois grupos de tratamento: ITZ 100
mg/gato/24h (G1) ou ITZ 100 mg/gato/24h e Kl 2,5 mg/kg/24h (G2). No grupo G2, em
caso de reposta clinica insatisfatéria, a dose de Kl foi progressivamente aumentada
mensalmente com incrementos de 2,5 mg/kg até resposta clinica satisfatéria ou até
atingir 20 mg/kg.

Gatos que apresentaram reacdes adversas clinicas ou a associacao destas com
a elevacdo das transaminases hepaticas tiveram a terapia interrompida
temporariamente por um periodo minimo de sete dias (ITZ) e de dez dias (KI). O prazo
maximo para a interrupcdo temporaria do(s) farmaco(s) foi estipulado em 30 dias. Gatos
que apresentaram alteracdo das transaminases, em associacdo ou ndo com reacgdes
adversas clinicas receberam tratamento com silimarina 30 mg/kg, uma vez ao dia.

As formas farmacéuticas de ITZ (Prati-Donaduzzi®) e KI (manipulagéo)
utilizadas no estudo foram capsulas. Os farmacos foram dispensados mensalmente e
sem Onus para o responsavel pelo animal por meio do Lapclin-Dermzoo, sendo estes
orientados a administrar a(s) capsula(s) diretamente na cavidade oral do animal ou
aberta(s), com o contéudo adicicionado ao alimento. Os responsaveis pelos gatos do

grupo G2 foram orientados a administrar os dois farmacos no mesmo momento.
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5.10 MONITORAMENTO CLINICO E LABORATORIAL

Durante o tratamento, o acompanhamento dos animais foi realizado
mensalmente através de exames clinico e laboratoriais (hemograma completo e
bioquimica) e fotografias digitais. Nas consultas, verificou-se a evolucéo da cicatrizacao
de cada uma das lesdes cutaneas e/ou mucosas, bem como a presenca ou auséncia
de sinais extracutaneos, relacionados a esporotricose, de acordo com cada caso.

O critério adotado para definir a cura clinica foi a cicatrizacdo completa das
lesBes e remissdo de todos os sinais clinicos inicialmente apresentados. Apds a cura,
0s gatos foram tratados por mais um més, o que correspondeu a alta.

Animais apresentando estagnacdo do quadro clinico em duas consultas
consecutivas (dois meses) ou piora, independentemente do tempo, foram retirados do
estudo e mantidos em acompanhamento clinico e terapéutico no Lapclin-Dermzoo,
assim como aqueles que apresentaram reacdes adversas clinicas ou laboratoriais
marcantes (ANEXOS B e C). O tempo maximo de tratamento previsto para cada grupo
foi de 40 semanas.

5.11 CRITERIOS PARA A INTERRUPCAO TEMPORARIA DO PROTOCOLO

PREVISTO

= Presenca de anorexia ou hiporexia combinada ou ndo com a perda de mais de

10% peso corporal,
= Presenca de anorexia ou hiporexia e elevagdo das transaminases hepaticas;

= OQutras alteragdes clinicas classificadas como grau moderado (ANEXO B).
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5.12 CRITERIOS PARA A INTERRUPCAO DEFINITIVA DO PROTOCOLO PREVISTO

» Por deciséo do responsavel pelo paciente;

» Falha terapéutica;

= Abandono;

* Interrupgao temporaria do medicamento: > 30 dias consecutivos;

» Interrupcdo definitiva motivada por alteracdes clinicas graves (ANEXO B)

e/ou alteracdo bioquimica marcante (ANEXO C).

5.13 DESFECHOS

Cura clinica;

» Falha terapéutica;

= Abandono

= Obito por outras causas;

= Obito por esporotricose.

5.14 SEGUIMENTO POS - TERAPEUTICO

Os animais que receberam alta foram agendados apés trés meses para consulta

de acompanhamento clinico e laboratorial.
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5.15 ANALISE DE DADOS

Os dados foram armazenados em banco de dados informatizado (Epidata v3.1) e
analisados com auxilio do programa R v3.2.2.

A analise descritiva dos dados apresentou valores para as frequéncias simples
das varidveis categoricas (sexo, estado geral, localizacdo das les@es, distribuicdo das
lesbes cutdneas, sinais respiratorios, reagfes adversas clinicas, alteracdes das
transaminases e desfecho), além dos valores relacionados as medidas de tendéncia
central para as variaveis quantitativas (idade, peso, tempo de evolucdo da doenca
antes do tratamento; tempo de tratamento até a cicatrizacdo e até a alta). O teste U de
Mann-Whitney (pMWU) foi utilizado para verificar diferencas estatisticas nas medianas
de dois grupos, enquanto o teste de Kruskal-Wallis (pKW) foi utilizado para detectar
diferenca em trés grupos. O teste Exato de Fisher (pFET) e o teste de Quiquadrado
(pX?) foram usados para avaliar a associacdo existente entre variaveis qualitativas. Em
todas as andlises o p-valor < 0,05 foi considerado significante.

O modelo de regresséao logistica de Cox expresso pela razao de risco (hazard
ratio), com seu respectivo intervalo de confianca (95%) foi utilizado para identificar os
fatores associados a incidéncia de cura dos gatos com esporotricose submetidos aos
dois esquemas terapéuticos, considerando o grupo ITZ como controle ativo e o de
associagao com Kl como tratamento alternativo a ser avaliado pela primeira vez. Para a
selecdo dos preditores utilizamos uma modificagdo do algoritmo forward, onde avaliou-
se primeiramente quais preditores foram significativos nos modelos univariados
adotando nivel de significancia de 15%. Posteriormente, adicionamos os preditores
significativos no primeiro passo do modelo multivariado e, em seguida retiramos um a
um os preditores nao significativos (do maior p-valor para o menor), assumindo nivel de
significancia de 5% (teste de Wald), desde que o preditor ndo modificasse em mais de
10% o efeito dos demais preditores. O preditor do grupo de tratamento foi mantido no
modelo final independente do p-valor, para controlar o efeito dos demais preditores.

Para testar a hipétese de proporcionalidade dos riscos utilizamos o teste de Schoenfeld.
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Utilizamos o teste de log-rank e o teste de Wald para avaliar fatores associados a
incidéncia de reacdes adversas clinicas e laboratoriais, respectivamente. A andlise de
sobrevida de Kaplan Meier foi utilizada para descrever a distribuicdo dos tempos até a

alta.
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6 CONSIDERACOES ETICAS

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Fundacio
Oswaldo Cruz (CEUA-Fiocruz); Licenca LW-37/12, assim como o termo aditivo
(Apéndices B e C, respectivamente).
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Abstract

Feline sporotrichosis is an endemic disease in Rio de Janeiro, Brazil, where zoonotic
transmission of Sporothrix spp. has been reported since 1998. ltraconazole (ITZ) remains
the first choice for treating this disease in cats. However, there have been reports of ther-
apeutic failure and a long-term endeavor. Potassium iodide (Kl), considered in the past
as a drug with variable effectiveness in cats with sporotrichosis, arises as an important
option in the treatment of cats from the endemic area of Rio de Janeiro. In order to eval-
uate the effectiveness of the association of ITZ and Kl in naive cats with sporotrichosis, a
prospective cohort study was conducted on 30 cats receiving ITZ 100 mg/day and Kl 2.5
mg-20 mg/kg/day. Clinical and laboratory adverse effects were assessed once a month
according to the standard care protocol. The cure rate was 96.15% within a median of 14
weeks of treatment. Adverse effects were observed in 50% of cats and were managed
with a temporary drug suspension and/or a hepatoprotective therapy. The association of
ITZ and Kl emerges as an effective option for the treatment of feline sporotrichosis.

Key words: Sporothrix, cats, therapy, potassium iodide, itraconazole.

Introduction reported in several countries, but nowhere else has had an
: & : : ] outbreak of animal sporotrichosis as the one seen in the
Sporotrichosis is a mycosis caused by species of the i ) s
state of Rio de Janeiro, Brazil,> where more than 4000 cases

Sporothrix schenckii complex.! The disease in cats has been / 5 )
were described between 1998 and 2012.° In this country,

© The Author 2016. Published by Oxford University Press on behalf of The International Society for Human and Animal Mycology. 1
All rights reserved. For permissions, please e-mail: journals.permissions@oup.com
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the most prevalent etiological agent of feline sporotrichosis
is 8. brasiliensis.*

In the past years, zoonotic transmission of Sporothrix
spp. from scratches, bites or contact with sick cats has been
reported in Brazil, emphasizing the importance of this my-
cosis as a public health problem.’

The clinical manifestations of the disease in cats may
range from an isolared skin lesion, which can progress to
multiple lesions, and even to a fatal disseminated form.®
Nodules and ulcers are the most common types of cuta-
neous lesions. Extracutaneous signs such as lymphadenitis?,
respiratory signs and mucosal involvement are frequent.”

The multifactorial difficulties of treating cats such as
length of treatment, lack of conditions to keep the animal
confined during treatment and noncompliance by the own-
ers have been an obstacle for the control of this epidemic
infection.?

Currently, itraconazole (ITZ) and potassium iodide (KI)
are the most used drugs for the treatment of feline sporotri-
chosis and their effectiveness as a monotherapy has already
been reported.>” In cases refractory to ITZ, authors had
already shown the effectiveness and satety of the combined
therapy of ITZ and KI capsules.?

Thus, the aim of this study was to evaluate the effec-
tiveness and safety of the association of ITZ and KI in
treatment-naive cats as a new therapeutic option for feline
sporotrichosis.

Material and methods

The study was an observational cohort conducted in cats
assisted at the Laboratory of Clinical Research on Der-
matozoonosis in Domestic Animals (Lapclin-Dermzoo),
Evandro Chagas National Institute of Infectious Diseases
(INI)/Oswaldo Cruz Foundation (Fiocruz), Rio de Janeiro,
Brazil, during the period of 2013-2014. The cats consid-
ered eligible for this study were those with sporotrichosis
confirmed by isolation of Sporothrix spp. in culture, no
previous systemic antifungal therapy, and weight =3 kg.

The cats underwent a clinical examination and labora-
tory tests. Regarding the distribution of skin lesions, the
cats were divided into three groups: L1 (cutaneous lesions
in one location), L2 (cutaneous lesions in two noncontigu-
ous locations), and L3 (cutaneous lesions in three or more
nonadjacent locations).®

Exudate from the ulcerated lesion or secretion from the
nasal cavities were collected by sterile swab and seeded on
to Sabouraud dextrose agar and Mycobiotic agar (Difco),
incubated at 25 °C and observed during 4 weeks for fungal
growth. Suspected isolates were subcultivated on portato
dextrose agar medium (Difco) at 25 °C for macroscopic
and microscopic morphological studies, and dimorphism

was demonstrated by conversion to the yeast-like form on
brain heart infusion agar medium (Difco) at 37 °C. Blood
samples were collected for biochemistry analysis (urea, cre-
atinine, alanine transaminase [ALT], aspartate aminotrans-
terase [AST]) before and during the treatment. All cats were
tested serologically for the feline immunodeficiency virus
(FIV) and feline leukemia virus (FelLV) with an immunoen-
zymatic test (Snap Combo FeLV/FIV; Idexx Laboratories).

The procedures of the study were approved by the Ani-
mal Ethics Committee (CEUA-Fiocruz); number LW 37/12,
and informed consent was obrtained from all owners.

Treatment

A regimen of oral ITZ 100 mg and KI 2.5 mg/kg in two
different capsules was administered once a day with food
by the owners. At the first appointment, the dose of KI was
established at 2.5 mg/kg. The cats were observed monthly
for clinical examinarion and laborarory tests.

At the follow-up visits in cases of persistence of the ini-
tial skin/mucosal lesion, persistence of respiratory signs or
worsening of the lesion(s)—which was characterized by an
enlargement and/or appearance of new lesion—the dose of
KI was increased with a daily increment of 2.5 mg/kg at
every 30-day period until a clinical response was achieved
or until the dose reached 20 mg/kg maximum.

The criteria for clinical cure were complete healing of the
skin/mucosal lesions and remission of clinical signs initially
presented. After clinical cure, the therapy was maintained
for an additional period of four weeks, which corresponded
to the discharge assessment. All procedures and drugs were
supplied free-of-charge for the cats’ owners.

Management of adverse effects

Cats presenting hyporexia or anorexia combined with loss
of =10% of body weight, or the association of clinical
adverse effects (CAE) and laboratory alterations had a tem-
porary suspension of the drugs (minimum seven days [ITZ]
and ten days |KI]). The reintroduction of each drug hap-
pened in alternated and different times in the attempt to
discover which drug was causing the unwanted effect. Fur-
thermore, cats with a mild elevation in transaminases lev-
els® received a hepatoprotective therapy with oral silymarin
30 mg/kg, once a day.”

Statistical analysis

Data were stored at Epidata (v. 3.1) and analyzed with
R-software for Windows (v. 3.2.2). For descriptive anal-
ysis, we calculated the frequencies and proportion of the
categorical variables and measures of central tendency for
quantitative variables (median and interquartile range). The
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Mann-Whitney U-test was used to verify the statistical dif-
ferences in medians of two groups. To detect differences in
three groups, the Kruskal-Wallis test was performed. The
Fisher exact test of independence was used to compare pro-
portions between nominal variables. In all specified analy-
ses, a P-value <.05 was considered significant.

Results
Clinical and epidemiological characteristics

Thirty owned-cats of both sexes from the Rio de Janeiro
metropolitan region were included in the study. Of these,
24 were males (80%), 27 had no defined breed (90%),
16 were sexually intact (53.33%), and 14 belonged to L3
group (46.67%). The median age and time of illness be-
fore treatment was 21 months (8=72 months) and 8 weeks
(1-24 weeks), respectively. All cats presented skin lesions,
mostly on the head (53.33%), especially on the nasal re-
gion (30%). Ulcer was the prevalent skin lesion (76.66%)
ranging in number from one to 39 (median = 5). Eight cats
also had nasal mucosa involvement (17%) and conjunctivi-
tis (10%). Respiratory signs were observed in 20% of the
cats, and rhinorrhea was the most common one followed by
sneezing and dyspnea. Two cats tested positive for FeLV,
but no association with negative outcome was detected
(P = 1.00). Table 1 shows the clinical and epidemiologi-
cal characteristics of interesting and therapeutic outcome.

Evaluation of treatment

Twenty-five cats achieved clinical cure (96.15%) and were
discharged from the therapeutic protocol (Figure 1). One
cat died (3.85%) during treatment and four cats were lost
during follow-up.

The median dose of ITZ during the study was
26.3 mg/kg (19.6-33.3 mg/kg), while KI was 3.1 mg/kg
(2.5-5.4 mg/kg). Five cats needed an increase of KI dose
due to a poor improvement of skin lesions (n = 1), nasal
mucosa lesions (n = 2) (Figure 2) and both (n = 2).

The median time of treatment until discharge was 14
weeks (8-30 weeks). Nevertheless, cats with mucosal in-
volvement presented a longer median time (23 weeks) when
compared to cats with skin lesion only (P < .001). The dis-
tribution of period of time until discharge for L1 (15 weeks),
L2 (13 weeks), and L3 (15 weeks) was not statistically sig-
nificant (P = .6).

Adverse effects

Adverse effects occurred in 50% of the cats under the
study protocol. Of which, 20% showed only CAE, 16.67%

Table 1. Descriptive for clinical and epidemiological charac-
teristics of 30 cats with sporotrichosis treated with ITZ+KI,
length of treatment and outcome.

Variables n (%)
Sex

Male 24 (80%)

Female 6(20%)
Overall condition

Good 25(83.33%)

Fair 3(10%)

Poor 2 (6.63%)
Access to outdoors 23 (76.67%)
Age, months* 21 (15-24)
Weight, kg* 3.8(3.3-4.3)
Clinical form

Cutaneous 22 (73%)

Cutaneous/Mucosal 8 (27%)
Distribution of skin lesions

L1 7 (23.33%)

L2 9 (30%)

L3 14 (46.67%)
Lymphadenitis 25 (83.33%)
Lymphangitis 3 (10%)

5(16.67%)
25 (96.15%)
9 (8-17)
14 (11.5-21.5)

Cats with KI increases

Clinical cure**

Time until remission of clinical signs, weeks*
Time until discharge, weeks*

*Continuous variables expressed as median and interquartile range (IQR 25—
75%).
**Clinical cure calculated according to 26 cats.

presented just a mild elevation in transaminase levels and
13.33% presented both CAE and mild elevation in transam-
inases levels. The most frequent CAE were hyporexia and
weight loss. Six cats had the therapy temporarily suspended
due to clinical signs of hepatotoxicity or these signs com-
bined with a mild elevation in transaminases levels. The
type and frequency of the effects that drove to an interrup-
tion are shown in Table 2. All adverse effects that required
suspension of the drugs were reversible within 7 to 20 days
(median = 7 days) of drug suspension or hepatoprotec-
tive therapy. The abnormalities in biochemistry panel were
transient, as shown by later measurements, which returned
to predrug levels.

Discussion

This is the first report to evaluate the association of 1TZ
and KI in cats with sporotrichosis regarding clinical signs,
clinical cure, and adverse effects. Sporotrichosis persists as
a neglected disease in Rio de Janeiro, Brazil. The treatment
of cats is difficult and the monotherapy with ITZ has vari-
able cure rate. The association of ITZ and KI has been
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Figure 1. (a) Cat with sporotrichosis presenting multiple ulcers before antifungal treatment. (b) Close up picture of the extensive skin lesion on the
right forelimb. (c, d) The skin lesions have resolved after ITZ and Kl treatment. This Figure is reproduced in color in the online version of Medical

Mycology.

(c)

(d)

Figure 2. (a) Cat with sporotrichosis presenting an ulcer on the nose before antifungal treatment. (b) Close up picture of the lesions on the nose and
nasal mucosa. (c, d) The skin and mucosal lesions have resolved after ITZ and Kl treatment. This Figure is reproduced in color in the online version

of Medical Mycology.

successfully used in fungal infections with difficult resolu-
tion. This inspired us to conduct a study in cats.

The prevalence of male cats, young adults, sexually in-
tact from the metropolitan area of Rio de Janeiro corrob-

orates with the findings of previous studies.”>¢7>!%!1 The
unneutered male cat with unrestricted access to outdoors
is the most affected and involved in the agent dispersal
in the environment.!%'3 The clinical aspect, location, and
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Table 2. Distribution of adverse effects and drug interruption observed in cats with sporotrichosis under ITZ+KI| treatment.

Cat Type of adverse effect Temporary drug interruption (length)
1 FALT N/A

2 T+ALT N/A

3 TALT N/A

4 TALT +1AST; Hyporexia + weight loss Twice (7 days each)

5 +ALT + 1AST; Anorexia + weight loss Once (20 days)

6 +ALT + +AST; Hyporexia + weight loss Once (7 days)

7 1+ALT; Hyporexia + weight loss Twice (10 days; 7 days)
8 T+ALT + 1AST N/A

9 TALT N/A

10 Hyporexia + weight loss Once (7 days)

11 Anorexia + weight loss Once (7 days)

12 Vomiting + weight loss N/A

13 Hyporexia + vomiting N/A

14 Weight loss N/A

15 Hyporexia N/A

Abbreviations: ALT: Alanine aminotransferase; AST: Aspartate aminotransferase; N/A: Not applicable; t: High.

distribution of cutaneous lesions, and time of illness be-
fore treatment were similar to other studies of the same
area, 614

Lymphadenitis (83.33%) was the most frequent extracu-
taneous sign followed by mucosal involvement (27%) and
respiratory signs (20%). In feline sporotrichosis, mucosal
involvement is quite common, especially the nasal mucosa,
combined with nasal discharge and sneezing®”!'* as noted
in this series. The conjunctival mucosa was also affected as
reported previously.!*

The cats that tested positive for FeLV achieved complete
resolution of clinical signs following treatment. These re-
sults corroborarte with other authors®”1% which could not
find an association between feline retrovirus coinfection and
a negative outcome in feline sporotrichosis treatment.

Despite the increasing number of cases of sporotrichosis
and the high zoonotic potential of cats, few studies have
presented alternatives for the treatment of feline sporotri-
chosis so far. ITZ remains the drug of choice even with
failure reports and longtime treatment.'”>'* Besides ITZ,
ketoconazole,'” amphotericin B,'* and KI” have been de-
scribed for treating this disease in cats. Terbinafine and
posaconazole have shown good activity in vitro against S.
brasiliensis isolates'®; however, there are no studies that
evaluated the effectiveness and safety of these drugs in fe-
line sporotrichosis. KI capsules as a monotherapy has been
successfully used both in treating naive cars” and in refrac-
tory to ITZ.'” The association of ITZ and KI was described
for the trearment of sporotrichosis'® and other fungal in-
fections in humans'”2? as well as for sporotrichosis in cats’
refractory to ITZ.>! The combination of ITZ and KI is re-
ferred as providing better outcome when compared to each

drug alone,'-?°

Although most of the studies in cats with sporotrichosis
have been reported by our research group, the comparison
between these results and others previously reported must
be carefully considered due to differences in study design.

The cure rate described in this study was higher than
in previous reports from the same endemic region using
ITZ and KI as monotherapy.”!” Unusually, in a retrospec-
tive study, authors reported clinical cure in 17 cats (100%)
treated with ITZ 10 mg/kg,* although it has been men-
tioned capsules of ITZ 100 mg. Since it was impossible to
confirm the dose of ITZ used and the clinical monitoring
that was performed, these results have not been considered
for comparison with our findings. Regarding the effective-
ness of ITZ and KI in cats, the results of this study showed
better cure rates compared to those cats’ refractory to ITZ
100 mg/day®' (96.15% vs 63.2%, respectively). These find-
ings may confirm that treatment of cats’ refractory to ITZ
is more difficult and requires greater adherence of the cats’
owners to the proposed therapeutic protocol.

A higher dose of ITZ has been used in this series since
the one usually reported in literature (5-10 mg/kg/24 h) has
previously shown to be inefficient in achieving clinical cure
in cats from Rio de Janeiro.'® The dose of KI used was lower
than reported by Reis et al.” and could be explained by the
combined therapy of ITZ and KI enhancing the antifungal
activity and a small number of cats presenting mucosal in-
volvement and respiratory signs, which are known to be a
hindrance to clinical cure.

The time until discharge in this study was markedly
lower (median = 14 weeks) than in previous reports with
ITZ monotherapy (median = 26).!"° Nonetheless, it is
consistent with the period heretofore described with KI
monotherapy.” Although length of treatment in this series
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was 14 weeks, the median time until complete remission of
clinical signs was 9 weeks, which corresponds to the first
evidence of clinical cure.

The occurrence of adverse effects during treatment with
azoles and KI monotherapy is frequent and it has been
completely established. Anorexia and increased ALT are

23 and also had

considered to be dose dependent of ITZ
been reported in cats with sporotrichosis under KI ther-
apy.” The adverse effects are managed with a tempo-
rary drug suspension and an accurate clinical follow-up.
The CAE of ITZ and KI were similar to those observed
in ITZ alone'® (8.3-27.7 mg/kg) and lower than those
reported on KI monotherapy (2.5-20 mg/kg).” The lat-
ter fact may be explained by a lower KI dosage used
here.

The mechanism of action of iodides remains poorly un-
derstood and the antifungal activity i vitro of this agent has
never been confirmed. The immune-modulating role may be
the key for the satisfactory response to treatment,>*>5 and
thus, the use of drugs that may boost the immune system
such as KI, should be explored for association with ITZ for
treating feline sporotrichosis.

Therefore, ITZ combined with KI emerge as an effective
treatment with a faster onset of action and a moderate
percentual of adverse effects. To be considered as a first-line
treatment of feline sporotrichosis, a clinical trial should be
carried out comparing ITZ and the association of ITZ and
KI in treatment naive cats. Nevertheless, the high costs of
controlled clinical trials combined to the lower adherence of
the owners are some of the obstacles for novel therapeutic
protocols in cats with sporotrichosis.
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7.2 CAPITULO I

7.2.1 Ensaio clinico

Cento e oitenta e um gatos com suspeita de esporotricose, atendidos no Lapclin-
Dermzoo/INI/Fiocruz, entre 2013 e 2016 foram incluidos no estudo. Destes, 166 foram
randomizados no protocolo terapéutico conforme o fluxograma da figura 1. Os animais

nao incluidos receberam atendimento clinico e terapéutico sem dnus aos responsaveis.
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Figura 1: Fluxograma de atendimento dos gatos com suspeita de esporotricose pré-incluidos no ensaio clinico e

atendidos no Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz, entre janeiro de 2013 e maio de 2016.

*Gatos que nao iniciaram o protocolo terapéutico foram excluidos do estudo por ndo representar dados estatisticos significativos

a analise de sobrevivéncia.
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7.2.2 Caracteristicas demogréficas, clinicas e laboratoriais

Os gatos incluidos no estudo eram provenientes da regido metropolitana do Rio
de Janeiro, principalmente dos municipios do Rio de Janeiro (n=93; 56,1%), Duque de
Caxias (n=22; 13,25%) e Nova Iguacu (n=12; 7,2%) [Gréafico 1]. A maioria dos animais
apresentava bom estado geral (n=147; 88,5%), ndo possuia raca definida (n=152;
91,5%) e tinha acesso a rua (n=130; 78,3%). As medianas de idade e peso dos animais

foram de 24 meses (6 - 96 meses) e 4 kg (3 - 6,4 kg), respectivamente.
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Gréfico 1. Procedéncia dos 166 casos de esporotricose felina incluidos no estudo; Lapclin-Dermzoo/

INI/Fiocruz (2013-2016).
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Todos os gatos incluidos no estudo apresentaram lesfes cutédneas (n=166;
100%) na consulta inicial, sendo a Ulcera o tipo de lesédo mais frequente (n=160; 96,4%)
[Gréfico 2], assim como lesdes localizadas (n=98; 59,1%). Entretanto, a presenca de
lesdes mudltiplas (n=68; 40,9%) foi associada ao desfecho desfavoravel (pX?=0,01).
Com relacéo a distribuicdo das lesdes cutdneas, houve predominio de gatos com trés
ou mais lesdes em sitios anatdmicos nao contiguos: L3 (n=69; 41,8%)

120
99
100
80
60
42
40
20 13
6 5 1
0 H = =
Ulcera Ulcerae Ulcerae Ulcera, N6dulo Goma
Nodulo Goma Nodulo e

Goma

Grafico 2. Lesdes cutaneas observadas ao primeiro atendimento nos 166 casos de esporotricose

felina incluidos no estudo; Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz (2013-2016).

A cabeca, isoladamente ou em associacdo com outras regides, foi o sitio mais
acometido (n=86; 51,8%), seguido pelo membro anterior esquerdo (n=54; 32,5%) e
térax (n=32; 19,3%). A frequéncia das lesGes cutaneas distribuidas por sitios

anatdbmicos agrupados é demonstrada no grafico 3.
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Gréfico 3. Frequéncia das lesBes cutaneas por sitio anatbmico agrupado nos 166 casos de

esporotricose felina incluidos no estudo; Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz (2013-2016).

Cinquenta e nove gatos apresentaram lesdo em mucosas (Grafico 4), com maior
percentual de acometimento da mucosa nasal (n=49; 29,5%). Em adicdo ao
comprometimento de mucosas, sinais respiratérios foram observados em 53 (31,9%)
gatos, sendo a triade "Espirro+Rinorreia+Dispneia”, a mais prevalente (n=24; 45,2%)

[Gréfico 5].
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Grafico 4. Frequéncia de lesdo mucosa observada ao primeiro atendimento nos gatos com

esporotricose incluidos no estudo; Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz (2013-2016).
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Grafico 5. Frequéncia de sinais respiratérios observados ao primeiro atendimento nos gatos

com esporotricose incluidos no estudo; Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz (2013-2016).
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As caracteristicas clinicas dos gatos de acordo com o grupo de tratamento estao
apresentadas na Tabela 1. Os grupos apresentaram equivaléncia quanto a idade (G1 e
G2: 24 meses [mediana)), peso (G1 e G2: 4 kg [mediana]) e tempo de infeccdo até o
inicio do tratamento (G1 e G2: 8 semanas [mediana]).

Tabela 1- Caracteristicas clinico-epidemiolégicas dos gatos com esporotricose (n=166) tratados com ITZ
e ITZ+KI; Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz (2013-2016).

Variaveis ITZ ITZ+KI
n (%) n (%)
Nimero de gatos 83 83

Sexo

Macho
Fémea

Forma clinica

Cutanea
Cutanea/Mucosa

Distribuic@o das lesdes cutaneas

L1

L2

L3
Linfadenopatia
Linfangite
Sinais respiratérios
Acesso arua

Castrados

58 (69,9%)

25 (30,1%)

51 (61,4%)

32 (38,6%)

27 (32,5%)
22 (26,5%)
34 (41%)
69 (83,1%)
16 (19,3%)
30 (36,1%)
68 (81,9%)

36 (43,4%)

64 (77,1%)

19 (22,9%)

56 (67,5%)

27 (32,5%)

26 (31,3%)
22 (26,5%)
35 (42,2%)
67 (80,7%)
13 (15,7%)
23 (27,7%)
62 (74,1%)

45 (54,2%)

L1 LesGes cutaneas em 1 sitio anatdmico
L2 LesGes cutaneas em 2 sitios anatdmicos nao contiguos

L3 LesOes cutaneas em 3 ou mais sitios anatdbmicos ndo contiguos
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Nos exames laboratoriais prévios a intervencao farmacologica, foram observadas
alteragbes nos perfis hematolégico e bioquimico, no entanto, essas alteragfes néo

impediram a inclusdo desses animais no estudo (Tabela 2).

Tabela 2 — AlteragGes hematoldgicas e bioquimicas prévias ao tratamento observadas nos gatos com

esporotricose incluidos no estudo; Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz (2013-2016).

Alteracdes hematolégicas e bioquimicas (n;%) Mediana;variacéo
| Hematocrito (%) n= 31; 13,9% 22,1;16,7-23,8
Leucocitose (quant./ul) n=20; 12% 22.000; 19.800-41.620
Leucopenia (quant./ulL) n=3; 1,8% 4.400; 4.100-4.500
Creatinina (mg/dL) n=2; 1,2% 2,06; 2,01-2,11
ALT (U/L) n=19; 11,4% 110; 86-502

| : reducdo ; valor de referéncia: Creatinina (0,8-1,8), ALT: 6-83 [Anexo C], HT (24-45%), Leucograma global (5.000-
19.500) [Anexo B].

7.2.3 Avaliagdo do Tratamento

Dos 166 gatos incluidos no ensaio clinico, 115 receberam alta (69,3%) [Figura
2,3]. Os gatos pertencentes ao grupo L3 apresentaram menor percentual de cura
clinica (n=41/69; 59,4%) quando comparados aqueles dos grupos L1 (n=39/53;
73,6%) e L2 (n= 35/44; 79,5%). O tempo de tratamento dos animais variou entre 8 e
38 semanas, com mediana de 15 semanas. No entanto, gatos com lesdo em
mucosas apresentaram maior tempo mediano de tratamento (17 semanas) quando
comparados aqueles com apenas lesdes cutaneas (14 semanas) [pMWU=0,013]. A
mediana do tempo de tratamento entre os grupos L1 (14 semanas), L2 (13,5

semanas) e L3 (15 semanas) néo foi estatisticamente significativa (pKW=0,27).



Figura 2. (a) Gato com esporotricose atendido no Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz apresentando

Ulcera no membro posterior esquerdo antes do tratamento; (b) foto aproximada da lesdo no

membro posterior esquerdo; (c,d) cicatrizacdo da lesdo ap6s 4 semanas de tratamento com ITZ.
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Figura 3. (a,b) Gato com esporotricose atendido no Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz apresentando nddulo no nariz e
envolvimento da mucosa nasal antes do tratamento; (c) cicatrizagdo da lesdo apds 4 semanas de tratamento com
ITZ+KI; (d) auséncia de lesdes cutaneas e mucosas 4 semanas apos a cura; interrupgao definitiva dos farmacos -

alta.
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A frequéncia dos defechos e a mediana do tempo de tratamento segundo o
grupo terapéutico estéo descritas na Figura 4 e na Tabela 3, respectivamente.

166 gatos
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Figura 4. Distribuicdo dos desfechos dos 166 gatos com esporotricose incluidos no estudo e tratados com ITZ e
ITZ+KI entre 2013 e 2016 (Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz).
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Tabela 3: Frequéncia de alta e mediana do tempo de tratamento dos gatos com esporotricose

tratados com ITZ e ITZ+KI; Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz (2013-2016).

Variaveis ITZ ITZ+KI p-valor
Alta? [%] 42 (50,6%) 73 (88%) -
Tempo até a remisséo dos sinais clinicos®, 10 (5-14) 9 (6-17) pMWU=0,517
semanas [Mediana (IQR 25-75%)]

Tempo até a altaP, semanas 15,1 (9,5-19) 14,7 (12-21,5) pMWU=0,2158

[Mediana (IQR 25-75%)]

aVariavel continua expressa como numeral (n) e porcentagem(%)

bVvariavel continua expressa como mediana e intervalo interquartilico (IQR 25-75%)
IQR: Intervalo interquartilico

pMWU: p-valor atribuido ao Teste de Mann-Whitney

Ainda que a mediana do tempo de tratamento tenha sido similar entre os

grupos do estudo, a funcédo de sobrevivéncia apresentada pela curva de Kaplan

Meier nos permite dizer que os gatos do grupo ITZ+KIl apresentaram melhor

distribuicdo do tempo até a alta, ou seja, sua ocorréncia foi mais frequente e

homogénea em relacéo aos gatos do grupo ITZ (Figura 5).



Funcéao de sobrevivéncia
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Figura 5. Curva de Kaplan Meier: Distribuicdo dos tempos até a alta nos gatos com esporotricose submetidos ao

tratamento com ITZ e ITZ+KI; Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz (2013-2016).
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Vinte e cinco gatos do grupo ITZ apresentaram falha terapéutica [Figura 6],
que ocorreu entre a 72 e a 302 semana de tratamento (md=14 semanas), devido a
estagnacédo, piora do quadro clinico ou reacdes adversas clinicas e elevacdo das
transaminases. A variavel “Sinais respiratorios” foi fortemente associada a falha
terapéutica (pX?=0,01). No quadro 1, observamos as caracteristicas clinicas de

importancia nessa populacéao.

Figura 6. (a) Gato com esporotricose atendido no Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz apresentando Ulcera no membro
posterior direito antes do tratamento; (b) foto aproximada da lesdo no membro posterior direito; (c, d) estagnacao

da lesdo apds 20 semanas de tratamento com ITZ — Falha terapéutica.
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Quadro 1. Caracteristicas clinicas observadas nos gatos que apresentaram falha terapéutica (n=25) -
grupo ITZ (G1); Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz (2013-2016).

Gato Causa da falha Tipo de lesao Local da leséo Tempo de tratamento
(semanas)
1 RAC “Grave” — N/A N/A 17
Ictericia
2 Estagnacéo Cutanea RN 19
3 Estagnacéo Cuténea MP 20
4 Piora Cutanea/Mucosa | Face, RN, MT, MP/ Nasal 13
5 Estagnacao Cutanea Face, RN 13
6 Estagnacao Cutanea RN 30
7 Estagnacéo Cutanea RN, Orelha 21
8 Estagnacéo Cutanea/Mucosa RN/Ocular 21
9 Piora Cutanea/Mucosa Face, MT, MP/Nasal 26
10 Estagnacéo Mucosa Nasal 14
11 Estagnacao Cutanea RN, MP 18
12 Estagnacéo Cutanea MP, Orelha 19
13 Piora Cutanea RN 16
14 Piora Cutanea RN 14
15 Estagnacao Cutanea MT 14
16 Piora Mucosa Nasal 19
17 Estagnacéo Cutanea/Mucosa Orelha/ Nasal 15
18 Estagnacao Cuténea/Mucosa RN, Orelha/ Nasal 9
19 Piora Cutanea/Mucosa | RN,Face,MA, MP, Cauda/ 7
Nasal
20 RAC “Grave”; ALT N/A N/A 7
marcante
21 Estagnacao Cuténea/Mucosa RN/Nasal 9
22 Estagnacéo Cutanea/Mucosa RN/Nasal, Ocular 10
23 Piora Cutanea/Mucosa Face/Ocular 10
24 Estagnacao Cuténea/Mucosa RN/Nasal 12
25 Estagnacao Cutanea Sacral 14

RAC: Reacao adversa clinica; N/A: N&o se aplica; RN — Regiéo nasal; MP- Membro pélvico; MT- Membro toracico
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A coinfeccdo entre esporotricose e as retroviroses FIV e/ou FelV foi detectada
no soro de 31 gatos (G1l: n=13; G2: n=18) sendo FelLV a infeccdo mais prevalente
(n=18; 21,7%) [Figura 7]. Dentre os gatos coinfectados, 23 obtiveram a cura clinica
(G1: n=8; 66,6%; G2: n=15; 83,3%), em cinco casos houve perda de seguimento do
tratamento (G1: n=2; 2,6%; G2: n=3; 10%) e trés apresentaram falha terapéutica (G1:
n=3; 10%).

Figura 7. Snap teste combo FIV/FeLV (IDEXX-Laboratories);

Exame positivo para antigenos de FeLV utilizando soro de gato com esporotricose.

A mediana da dose do ITZ no estudo foi de 24,4 mg/kg (15,6-33,3 mg/kg),
enquanto a do Kl foi de 2,9 mg/kg (2,5-12,5 mg/kg). Vinte e oito gatos necessitaram de
incrementos na dose do Kl (Tabela 4) e dois necessitaram de reducdo devido a
reacOes adversas clinicas persistentes com a dose proposta. Apesar disso, ndo houve
correlacdo entre o aumento da dose e maior tempo de tratamento (p=0,06).
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Tabela 4: Gatos do grupo ITZ+KI (G2) que apresentaram resposta clinica insatisfatéria e a mediana do

aumento da dose do Kl correspondente.

Lesé&o persistente Gatos com incrementos na dose de K mg/kg*
(n=28) (n;%) (mediana; variacéo)
Cutanea 15; 53,6% 3,19 2,5-9,52
Mucosa 2,7,1% 4,01; 3,12 -8,11

Cutanea e mucosa 11; 39,3% 3,66;25-12,5

* Refere-se a dose de Kl em miligrama por kg de peso.

Em relacdo a administracdo do(s) farmaco(s), 150 (90,3%) responsaveis
afirmaram que forneciam a(s) capsula(s) aberta(s), junto ao alimento (Tabela 5). Ainda
que essa forma de administracdo tenha sido adotada, ndo houve correlacdo entre a

abertura da(s) capsula(s) com desfecho desfavoravel neste estudo (pFET=0,569).

Tabela 5: Descricao da forma de administracdo do(s) farmaco(s) nos 166 gatos com

esporotricose incluidos no estudo; Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz (2013-2016).

Administracdo da(s) capsula(s) ITZ ITZ+KI
(n=166) (n,%) (n.%)

Aberta* 76; 91,6% 74; 89,1%

Fechada 7,8,4% 9, 10,9%

*Dez animais do Grupo ITZ e 14 animais do grupo ITZ+KI receberam capsulas ora abertas e ora fechadas,

e foram entdo agrupados na forma “aberta” de administragdo do(s) farmaco(s).



65

7.2.4 Reacbes Adversas

Sessenta e um gatos (36,7%) apresentaram reacdes adversas clinicas
relacionadas ao tratamento, independentemente da dose ou do tempo de administracao

do farmaco. A frequéncia dessas reacdes esta descrita na tabela 6.

Tabela 6: ReagGes adversas clinicas observadas nos gatos com esporotricose submetidos ao tratamento
com ITZ e ITZ+KI; Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz (2013-2016).

Tipo de reacdo adversa ITZ (n;%) ITZ+KI (n;%)
Hiporexia + emagrecimento 8; 22,3% 17; 38,6%
Hiporexia+ apatia+emagrecimento 9; 25% 8; 18,2%
Hiporexia 4;11,2% 4;9,1%
Vomito 3; 8,3% 2, 4,5%
Hiporexia + vomito 2; 5,5% 2; 4,5%
Anorexia+apatia+temagrecimento 2;5,5% 4;9,1%
Hiporexia + vémito+ emagrecimento 2;5,5% =
Hiporexia + apatia 2;5,5% 3; 6,8%
Anorexia + vomito+ apatia+ emagrecimento 1;2,8% -
Hiporexia+vémito+apatia+emagrecimento 1;,2,8% -
Hiporexia + diarreia+ apatia+ emagrecimento 1;2,8% -
Hiporexia+vomito+apatia 1;2,8% -
Apatia - 1;2,3%
Voémito+ emagrecimento - 1;2,3%
Anorexia+emagrecimento - 1; 2,3%
Diarreia+emagrecimento - 1;2,3%

Total de reacBes 36 44
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A frequéncia de reacdes adversas entre o grupo ITZ e o grupo de associagao
entre ITZ e KI foi similar tanto para reacdes clinicas quanto para alteracdo das
transaminases hepaticas. O teste de log-rank ndo indicou correlacdo entre o grupo de

tratamento e o tempo até a ocorréncia dessas reacoes (Tabela 7).

Tabela 7: Comparacéo entre o tempo e a ocorréncia de rea¢cbes adversas por grupo de tratamento nos

gatos com esporotricose incluidos no estudo; Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz (2013-2016).

Evento ITZ (n,%) ITZ+KI (n,%) P-valor (Log-rank)
Reac0bes adversas clinicas 28; 33, 7% 33; 39,7% p=0,500
Elevagdo das transaminases hepaticas 50; 60,2.% 43; 51,8% p=0,096

A maior ocorréncia de reacdes adversas clinicas e de elevacdo das
transaminases hepaticas em ambos 0s grupos de tratamento ocorreu no primeiro més
apos a introducao do(s) farmaco(s) (Grafico 6 e 7 respectivamente). Ademais, nao foi
encontrada correlacdo (teste de wald) entre o aumento da dose de Kl e a taxa de
reacdes adversas clinicas (p=0,98) e elevacédo das transaminases (p=0,084) no grupo
da associacao dos farmacos.

Em relacdo a outras analises bioquimicas, doze gatos apresentaram elevagéo da
creatinina sérica (G1: n=5; G2: n=7) em apenas uma consulta do seguimento do
tratamento e seus niveis retornaram aos limites de normalidade apds manejo alimentar.

A interrupcéo temporaria do(s) farmaco(s) ocorreu em 16 animais do grupo ITZ
e 21 animais do grupo de associacao entre ITZ e KIl. O tempo de interrupgdo entre os
grupos foi similar, entre 7 e 20 dias, devido a rea¢des adversas clinicas (G1: n=4; G2:
n=9) e sua associa¢cdo com o aumento das transaminases (G1: n=12; G2: n= 12).

Dois animais do grupo ITZ apresentaram anorexia, emagrecimento, apatia,
ictericia e foram retirados do estudo por alteragBes clinicas graves e laboratoriais

marcantes (interrupcao definitiva), Anexos B e C respectivamente.
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As anormalidades do painel bioquimico foram transitérias com a diminuicdo
dos niveis das transaminases nas medicfes posteriores, as quais retornaram a niveis
de referéncia apds interrupcdo temporaria do(s) farmaco(s) e/ou terapia com

hepatoprotetor.
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Gréfico 6. Numero de gatos com reagdes adversas clinicas (RAC) durante o seguimento terapéutico, de acordo com

o grupo de tratamento; Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz (2013-2016).
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Gréafico 7. Niomero de gatos com alteracao das transaminases hepéticas (THEP) durante o seguimento terapéutico,

de acordo com o grupo de tratamento; Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz (2013-2016).

7.2.5 Modelo de regresséao de Cox

Inicialmente foi realizada a construcdo do modelo univariado de Cox (Tabela 8),
no qual os preditores considerados de interesse clinico-epidemiolégico foram incluidos
e analisados individualmente e em suas categorias, em relacdo ao desfecho "cura”,
sendo o tempo a variavel dependente. Para esta etapa adotamos nivel de significancia
de 15%.
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Tabela 8: Modelo Univariado de Cox para avaliagdo das variaveis clinico-epidemiolégicas de interesse
nos 166 gatos com esporotricose incluidos no estudo e tratados com ITZ e ITZ + KI; Lapclin-
Dermzoo/INI/Fiocruz (2013-2016).

Variaveis Modelo Univariado
HR (IC95%) P-valor
Grupo de tratamento
ITZ 1
ITZ + KI 1,77 (1,21-2,59) <0,01

Estado Geral

Bom 1

Reg ou Péssimo 0,53 (0,28-1,02) 0,06
Sexo

Macho 1

Fémea 1,18 (0,79-1,78) 0,42
Idade

Mediana (IQR) 0,99 (0,98-1) 0,19

Sinais respiratorios

Sim 1

N&o 3(1,74-5,17) <0,01

Lesdo mucosa

Sim 1

N&o 2,36 (1,56-3,58) <0,01

Distribuicdo das lesdes cutaneas

L3 1
L2 1,76 (1,12-2,78) 0,01
L1 1,79 (1,15-2,81) 0,01

Linfadenopatia
Sim 1
N&o 1,06 (0,72-1,55) 0,76



70

Linfangite
Sim 1
Nao 0,55 (0,34-0,84) 0,01

Acesso arua

Sim 1

N&o 0,96 (0,64-1,44) 0,85
Castracao

N&o 1

Sim 1,78 (1,22-2,58) <0,01

Sorologia FIV/FeLV

Positivo 1

Negativo 0,96 (0,6-1,52) 0,85
Reacdo adversa

Sim 1

N&o 1,29 (0,84-1,97) 0,25
Interrupcéo temporaria

Sim 1

Nao 1,41 (0,68-2,93) 0,35

HR — Hazard ratio; IC — Intervalo de confianca; ITZ — Itraconazol; Kl — lodeto de potéssio; L1 — Lesdes cutaneas em 1 sitio
anatdmico; L2 - Les@es cuténeas em 2 sitios anatémicos néo contiguos; L3 Lesdes cutaneas em 3 ou mais sitios anatémicos ndo
contiguos.

ApGs essa analise inicial, construimos o modelo multivariado onde a entrada e a
saida dessas variaveis foram realizadas quando a mesma perdia a significAncia
estatistica (p>0,05), com base no teste de Wald.

Na andlise multivariada, os preditores que se mantiveram associados a cura clinica
foram: “Grupo ITZ+KI” (HR= 1,77, IC95%=1,2 - 2,62); Auséncia de sinais respiratorios
(HR=2,09, 1C95%=1,14-3,83); Auséncia de lesdo mucosa (HR=1,74, 1C95%=1,09-2,78);
Grupo L1 (HR=2,24, 1C95%=1,39-3,61); Grupo L2 (HR=2,08, 1C95%=1,3-3,32) e “Ser
castrado” (HR=1,78, 1C95%=1,22-2,58). As probabilidades preditas pelo modelo multivariado

final logistico estéo descritas na tabela 9.
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Tabela 9: Modelo de regressdo de Cox ajustado e controlado por grupo de tratamento dos 166 gatos com

esporotricose incluidos no estudo e tratados com ITZ e ITZ + KI; Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz (2013-

2016).
Variaveis Cura Modelo Multivariado
Nao (N=51) Sim (N=115) HR (1C95%) P-valor
n (%) n (%)
Grupo de tratamento
ITZ 41 (49,4) 42 (50,6) 1
ITZ + Kl 10 (12) 73 (88) 1,77 (1,2-2,62) <0,01
Sinais respiratorios
Sim 22 (41,5) 31 (58,5) 1
N&o 29 (25,7) 84 (74,3) 2,09 (1,14-3,.83) 0,02
Leséo mucosa
Sim 27 (45,8) 32 (54,2) 1
N&o 24 (22,4) 83 (77,6) 1,74 (1,09-2,78) 0,02
Distribuicdo das les6es
cuténeas
L3 28 (40,6) 41 (59,4) 1
L2 9 (20,5) 35 (79,5) 2,08 (1,3-3,32) <0,01
L1 14 (26,4) 39 (73,6) 2,24 (1,39-3,61) <0,01
Linfangite
Sim 6 (20,7) 23 (79,3) 1
N&o 45 (32,8) 92 (67,2) 0,46 (0,28-0,76) <0,01
Castracao
N&o 34 (41,5) 48 (58,5) 1
Sim 14 (17,3) 67 (82,7) 1,78 (1,22-2,58) <0,01

HR — Hazard ratio; IC — Intervalo de confianca; ITZ — Itraconazol; Kl — lodeto de potéssio; L1 — Lesdes cutaneas em 1 sitio

anatémico; L2 - LesGes cutaneas em 2 sitios anatdmicos nao contiguos; L3 Lesdes cutaneas em 3 ou mais sitios anatdmicos nao

contiguos.
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Segundo o modelo final logistico, a associacdo dos farmacos apresentou 1,77
vezes o valor de cura do grupo controle (ITZ), ou seja, a probabilidade de cura no grupo
associacao foi 77% maior, mesmo quando controlado por “Sinais respiratorios”, “Lesao
mucosa”, "Distribuicdo das lesdes cutaneas” e "Castracdo". Por fim, o modelo de
regressdo apresentado nesse estudo ndo violou a hipdtese dos riscos serem

proporcionais de acordo com os residuos de Schoenfeld (Apéndice D).

7.2.6 Seguimento pds-terapéutico

A avaliacao clinica e laboratorial trés meses ap0s a alta foi realizada em 90 gatos
(G1: n=34/42; G2: n=56/73). Sessenta e nove gatos permaneceram curados (G1: n=25,
73,5%; G2: n=44, 78,6%), 14 apresentaram recidiva de lesédo (G1: n=5, 14,7%; G2: n=9,
16,1%) e sete gatos apresentaram reinfeccdo exdgena (G1l: n=4, 11,8%; G2: n=3,
5,3%). No Quadro 2, observam-se as caracteristicas clinicas dos animais que
apresentaram reativacao de lesdo na consulta pds alta. Embora gatos do grupo ITZ+KI
tenham apresentado maior frequéncia de recidiva, sua ocorréncia ndo esta associada
ao grupo de tratamento (pFET=0,7). Também nao foram encontradas associa¢cdes com
as variaveis “acesso a rua’, “FIV e/ou FelLV”, “Lesdo mucosa na primeira consulta”,
“Sinais respiratorios na primeira consulta” e “tempo de tratamento”. A Figura 8 ilustra
um gato com esporotricose apresentando reativacdo de lesdo na consulta de

seguimento pés-terapéutico.
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Quadro 2. Ocorréncia de recidiva nos gatos incluidos no estudo observada durante o periodo de

seguimento pos-terapéutico; Lapclin- Dermzoo/INI/Fiocruz (2013-2016).

Gato Grupo de tratamento Tempo de tratamento Forma clinica recorrente
(semanas)
1 ITZ 13 Cutanea
2 ITZ 10 Cuténea e Mucosa
3 ITZ 11 Cutanea e Mucosa
4 ITZ 25 Cutanea
5 ITZ 13 Cutanea
6 ITZ+KI 33 Cutanea e Mucosa
7 ITZ+KI 14 Cutanea
8 ITZ+KI 20 Cutanea
9 ITZ+KI 10 Cutanea
10 ITZ+KI 17 Cuténea e Mucosa
11 ITZ+KI 9 Cuténea
12 ITZ+KI 8 Cutanea
13 ITZ+KI 38 Cutanea e Mucosa
14 ITZ+KI 12 Cuténea
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Figura 8. (a) Gato com esporotricose atendido no Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz apresentando Ulcera na cauda
antes do tratamento; (b) foto aproximada da lesdo em base da cauda; (c) cicatrizacéo da lesdo apds 8 semanas de
tratamento com ITZ+KI; (d) reativacdo da lesdo 8 semanas apds suspensao dos farmacos.
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8 DISCUSSAO

A esporotricose persiste como uma doenca negligenciada no Rio de Janeiro,
afetando principalmente uma area socioeconomicamente desfavorecida. O tratamento
dessa doenca em gatos € dificil e a monoterapia com ITZ tem taxa de cura variavel. A
associacao de ITZ e Kl tem sido utilizada com sucesso em infec¢des fungicas de dificil
resolucdo. Esses resultados inspiraram a equipe do Lapclin-Dermzoo a conduzirem um
ensaio clinico controlado em gatos.

Esse estudo avaliou a efetividade da associagéo de ITZ+KI em comparagcdo com
ITZ no tratamento da esporotricose felina em um total de 166 pacientes sem tratamento
antifangico prévio, a maior cauistica estudada com esses farmacos até o momento.
Nesse ensaio randomizado e controlado, os grupos estudados foram altamente
homogéneos em relacéo a caracteristicas clinico-epidemioldgicas.

A prevaléncia de gatos machos, adultos jovens, néo castrados e que tém acesso a
rua neste estudo corrobora os estudos de Pereira4®, Miranda®®, Reis%, Pereira™® e
Schubach?, que avaliaram gatos da mesma regido epidémica.

As lesdes mais frequentes em gatos com esporotricose sdo nédulos e Ulceras
cutaneas, as quais geralmente se localizam na cabeca, extremidades de membros e
cauda 2. A forma cutanea e localizacéo das lesdes na regido cefélica foram os achados
predominantes nos dois grupos de tratamento, confirmando que esta forma é a
apresentacao clinica mais comum da esporotricose felina. A localizacdo predominante
de lesBes na regido cefélica é provavelmente devido a esta regido estar mais exposta
durante as brigas. Os achados desse estudo foram similares a outros provenientes da
mesma area endémica # 12 79,98,

Apesar da forma cutanea apresentar-se recorrentemente, o envolvimento
extracutaneo também é descrito na esporotricose felina; principalmente com a presenca
de sinais respiratérios, lesdo mucosa e linfadenopatia '2. Neste estudo, linfadenopatia

(81,9%) foi o sinal mais observado, seguido pelo envolvimento de mucosas (35,5%) e
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7

sinais respiratérios (31,9%). O acometimento de mucosas em gatos € bem comum,
especialmente o da mucosa nasal, combinado ou néo a rinorreia e espirros 4 7 %,

Até o0 momento, o ITZ permanece como o farmaco de escolha no tratamento da
esporotricose felina. No entanto, casos de falha terapéutica, baixos indices de cura e
longo tempo de tratamento tém sido reportados ’* 33, Nesses casos, o KI em capsulas
usado como monoterapial#® ou em associacdo ao ITZ pode ser uma alternativa ao
tratamento . A associacéo entre ITZ e Kl também foi descrita no tratamento da esporotricose
humana % %* e em outras infec¢des flngicas 7 1°.

Neste estudo, o tratamento com ITZ+KI (88%) foi superior e mais efetivo que o
observado com ITZ (50,6%) e, em comparacdo as taxas descritas por outros autores da
mesma regido endémica que utilizaram a monoterapia com ITZ (38,3%)"°, Kl (47,9%)%
e a associacdo dos farmacos em gatos refratarios ao ITZ (63,2%)*2. A superioridade da
associacdo dos farmacos (ITZ+Kl) pode ser explicada pela acdo fungicida do ITZ
somada a acdo imunomoduladora do Kl, que poderia promover o aumento da resposta
fagocitica mononuclear e a melhora do estado geral do animal, além da lise fangica.
Esses fatores podem contribuir para uma melhor resposta terapéutica do animal frente
a infeccao.

Dentre os gatos que apresentaram sorologia positiva para FIV e/ou FelLV, 23
(74,2%) alcancaram a completa remissdo dos sinais clinicos durante o tratamento.
Esses resultados corroboram outros autores 4 7 147 que também ndo verificaram uma
associacao entre as retroviroses e o desfecho negativo para esporotricose. Contudo, o
estado de imunossupresséo nao foi avaliado nesse estudo.

Classicamente, a dose de ITZ descrita na literatura varia de 5-10 mg/kg,
enquanto a de KI é de 20 mg/kg. Mais recentemente, o protocolo terapéutico foi
modificado pelo grupo de pesquisa do Lapclin-Dermzoo, onde doses maiores de ITZ
foram necessarias para promover a cura clinica (8,3.-27,7 mg/kg) "°. Na associacdo dos
farmacos, o0 mesmo grupo recomenda que o KI seja iniciado na dose minima de 2,5
mg/kg e aumentado até 20 mg/kg em esquema de escalonamento 1“8 em caso de

necessidade terapéutica.
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A mediana da dose de ITZ utilizada nesse estudo foi 24,4 mg/kg e a de Kl foi 2,9
mg/kg. Esses resultados indicam que a associa¢do dos farmacos é capaz de promover
a remissao dos sinais clinicos mesmo com dose de Kl inferior a reportada na literatura.
Contudo, o menor numero de gatos com envolvimento de mucosas e/ou sinais
respiratérios, quando comparado a outros estudos, pode ter contribuido para a
utilizacdo de doses mais baixas ja que esses sinais parecem dificultar a cura’®.

Com relacdo a mediana do tempo de tratamento, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos ITZ e ITZ+KI (md=15; p=0,21), porém este tempo foi
inferior a outros estudos que utilizaram a monoterapia com ITZ (md=26 semanas) ° e a
associacdo entre ITZ+KI em gatos refratarios (md= 20 semanas)!?. Embora a mediana
do tempo de tratamento tenha sido de 15 semanas, a mediana até a remissdo dos
sinais clinicos foi 9,5 semanas, 0 que correspondeu a primeira evidéncia de cura. A
maior divulgacdo da doenca em meios de comunicacdo pode ter alertado os
responsaveis pelos animais e médicos veterinarios de areas “endémicas”, contribuindo
indiretamente para a rapida procura as assisténcias médico veterinarias, auxiliando no
diagndstico precoce e a pronta instituicdo da terapia.

As reacdes adversas apresentadas no tratamento da esporotricose felina séo
frequentemente descritas e as mais comumente observadas sdo anorexia, hiporexia e
elevacdo de ALT, que sdo consideradas dose-dependentes de ITZ4° e KI%. Hiporexia,
vomitos e diarreia foram associados ao uso de ITZ 7°, enquanto hiporexia, apatia e
emagrecimento foram observados na monoterapia com Kl °, Nal 17 e com a
associacdo de ITZ e Kl em gatos refratarios ao ITZ 12,

A frequéncia das reacOes adversas clinicas ndo diferiram estatisticamente entre
0S grupos de tratamento nesse ensaio clinico e foram similares as descritas no estudo
comparativo entre cetoconazol (42,1%) e ITZ (30,9%)’°. Em relacédo a associacéo entre
ITZ e KI, a frequéncia de reacbes adversas clinicas apresentadas nesse estudo foi
inferior ao descrito por Rocha'? (39,7% vs 76,3%, respectivamente). Isso pode ser
explicado pelo tempo de tratamento prévio com ITZ nos gatos refratarios (md=12

semanas).
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A elevacao das enzimas hepaticas foi descrita em 56% dos animais incluidos no
ensaio clinico, nUmero muito superior ao apresentado na monoterapia com Kl (27,1%)
9% e em gatos tratados com ITZ (19,2%)*33. Nao foi possivel comparar esses resultados
com os descritos na associacdo dos fArmacos em gatos refratarios 12, devido a diferenca
na padronizagdo dos limites bioquimicos. Embora a elevagdo das transaminases
hepaticas seja comum e descrita com a utilizacdo de ITZ, ndo ha ensaios clinicos que
descrevam o perfil hepatico e/ou bioquimico desses animais. Os resultados
apresentados até o momento sdo baseados em séries de casos, 0 que pode subestimar
o verdadeiro cenario.

Dois gatos do grupo ITZ foram retirados do ensaio clinico devido a anorexia,
emagrecimento, ictericia e elevacdo marcante de ALT. Dois gatos do grupo ITZ+KI
apresentaram intolerancia ao ITZ (100 mg) e exigiram maior tempo de interrupgéo
temporéaria do farmaco (20 dias). As alteracdes das transaminases hepaticas desses
gatos foram classificadas como leve e retornaram a niveis normais nas medicfes
posteriores.

Ensaios clinicos controlados, randomizados e duplo cegos sdo considerados
metodologicamente como “padrdo ouro” na avaliagdo de intervengdes terapéuticas.
Contudo, nédo foi possivel realizar 0 cegamento nesse ensaio visto que os elevados
custos operacionais combinados a necessidade de uma equipe multidisciplinar
constituiram alguns obstaculos para tal. Além disso, a dose do Kl pode variar de acordo
com a resposta terapéutica do gato, o que dificulta o manejo desse farmaco de forma
cega.

O tratamento com ITZ e Kl foi associado com a resolucdo completa dos sinais
clinicos (HR= 1,77) em relacdo ao grupo ITZ, mesmo quando controlado por “sinais
respiratorios” e “lesdo mucosa”, sugerindo que a associagado dos farmacos poderia
representar uma melhor opcéo terapéutica, especialmente nesses casos. Nao houve
diferencas estatisticas no que concerne reacdes adversas entre 0s grupos de
tratamento, demonstrando que a terapia com ITZ e Kl é mais efetiva e com o mesmo

nivel de segurancga da terapia com ITZ. No entanto, a taxa de incidéncia de cura foi
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reduzida em gatos do grupo L3, sugerindo que nesses casos, mesmo com a
associagdo dos farmacos, o prognostico é reservado.

Diante dos resultados apresentados nesse estudo, concluimos que a associacao
dos farmacos emerge como uma terapia efetiva e de primeira escolha para o tratamento
da esporotricose felina. Apesar da associacéo entre ITZ e Kl ter sido mais efetiva que a
monoterapia com ITZ, outros ensaios sdo necessarios para o estabelecimento de novas
opcOes terapéuticas; especialmente aquelas com menor percentual de reacdes

adversas e menor numero de reativagoes.
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9 CONCLUSAO

= Os gatos incluidos no grupo ITZ e ITZ+KI foram homogéneos quanto as

caracteristicas clinicas e epidemiolégicas;

= O tempo de tratamento necessario para atingir a cura e a alta foi similar nos
dois grupos, no entanto gatos do grupo ITZ+KI apresentaram a distribuicdo

do tempo de tratamento até a alta de forma mais homogénea;

= A associacao dos farmacos ITZ + Kl promove reacdes adversas clinicas e
alteracdo das transaminases hepaticas, porém, estas reaces sao similares

as apresentadas pelo grupo ITZ;

= Os preditores “Sinais respiratérios”, “Lesdo mucosa” e grupo L3 foram
inversamente associados a cura clinica, com reducdo da taxa de incidéncia

de cura em 52%, 42% e 56% respectivamente;

= O percentual de recidivas dos gatos reavaliados foi similar em ambos os

grupos de tratamento;

= A associagdo dos farmacos ITZ+KI se mostrou mais efetiva e igualmente
segura em comparagao a monoterapia com ITZ, tornando-se entéo a terapia
de eleicdo para o tratamento da esporotricose em gatos provenientes da

regido hiperendémica do Rio de Janeiro.
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Ministério da Salde

FIOCRUZ
Fundacdo Oswaldo Cruz

Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas

ANEXO “A” - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

INSTITUICAO: INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA EVANDRO CHAGAS / IPEC — FIOCRUZ

Coordenadora da Pesquisa: Erica Guerino dos Reis

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

Nome do Projeto: Ensaio clinico comparativo entre itraconazol e associagdo de itraconazol e

iodeto de potassio no tratamento da esporotricose felina.

Nome do paciente: Prontuario:

Nome do responsavel:

A esporotricose € uma micose subcutédnea causada por fungos do complexo Sporothrix
schenckii que acomete homens e animais, incluindo cées e gatos.

Os gatos sao animais bastante sensiveis a essa doenca e costumam adquiri-la quando
V&0 as ruas e brigam com outros gatos doentes. E uma zoonose, isto €, uma doenca que pode
ser naturalmente transmissivel entre animais e seres humanos.

Desde 1998 a ocorréncia dessa micose em caes, gatos e seres humanos tem
aumentado muito na cidade do Rio de Janeiro e arredores.

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

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de uma investigacdo clinica que sera

realizada no IPEC — FIOCRUZ, com o seguinte objetivo:

= Ensaio clinico comparativo entre itraconazol e associa¢do de itraconazol e iodeto de
potassio no tratamento da esporotricose felina.
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O tratamento com itraconazol e iodeto de potassio é experimental e serd avaliado ao
longo do projeto quanto a efetividade e aceitabilidade.

O itraconazol € o farmaco mais utilizado atualmente no tratamento da esporotricose
felina, sendo considerado a droga de escolha com aproximadamente 38% de cura clinica. A
participacdo de seu gato neste estudo € voluntaria e vocé podera recusar-se a permitir a
participacdo 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 realizacdo de exames e posterior
acompanhamento da doenca. Serdo realizadas fotografias em todas as consultas para o
acompanhamento do tratamento. Os exames, procedimentos e medicagdes contra o fungo
serdo oferecidos de forma gratuita pela Instituicao.

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

Os resultados dessa pesquisa serdo publicados, preservando o anonimato e em caso de
necessidade, as informacdes 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 vocé.

Vocé pode e deve fazer todas as perguntas que achar necessarias a equipe de médicos
veterinarios antes de concordar que seu gato participe dos estudos, assim como durante o
tratamento.

Procedimentos, exames e testes que poderdo ser utilizados:

Antes do inicio do tratamento, serd realizado exame clinico geral e exame
dermatoldgico.

Seu animal podera ser sedado em todas as consultas para coleta de sangue e possivel
coleta de material biol6gico para acompanhamento do tratamento.

Apbs o inicio do tratamento, o animal devera ser trazido ao LAPCLIN-DERMZOO a cada 30
dias durante o tempo de estudo, estimado em 7 meses. Apés a cura, 0 gato devera ser trazido
em trés meses para reavaliacao clinica e laboratorial.

Todos o0s animais incluidos no estudo receberdo gratuitamente 35 cépsulas de
itraconazol ou itraconazol e iodeto de potassio, mensalmente, de acordo com a randomizacao.
As cépsulas deverao ser administradas pelos proprietarios conforme orientagdo do médico
veterinario. Os animais terdo direito a acompanhamento 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 reacdes indesejaveis,
entretanto todas as etapas desse procedimento serdo monitoradas adequadamente por equipe
médica veterinaria.
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Na coleta de sangue podera ocorrer, em alguns casos, a formagéo de uma area arroxeada no
local, que desaparecera em alguns dias.

No caso da biopsia, poderdao ocorrer inflamacdo e infeccdo por bactérias. Caso isso
ocorra, serdo receitados os medicamentos apropriados. A medicacao aplicada diretamente na
lesdo pode, em alguns casos, ocasionar efeitos indesejaveis como: irritacdo local ou abscesso.
Caso isso ocorra com seu animal, vocé deve entrar em contato com a equipe de médicos
veterinarios do LAPCLIN-DERMZOO.

A medicacdo via oral para combater o fungo, pode, em alguns casos, ocasionar efeitos
indesejaveis como: falta de apetite, vémito, diarreia e apatia (“tristeza”).

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
guantidade de informacdes capazes de contribuir para o tratamento de outros animais,
colaborando para o controle da doenca.

Declaro que li e entendi todas informacdes relacionadas ao estudo em questdo e que
todas s minhas perguntas foram adequadamente respondidas pela equipe médica veterinéria, a
qual estara a disposicdo sempre que eu tiver dlvidas a respeito dessa pesquisa.

Recebi uma copia deste termo e pelo presente consinto voluntariamente com a
participacdo do meu gato neste estudo.

Nome do responsavel pelo gato Data

Nome do médico veterinario Data

Nome da testemunha Data
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ANEXO “B” - Tabelas de graus de toxicidade clinica, adaptadas para

felinos domésticos da “AlIDS Table for Grading Severity of Adult Adverse
Experiences, 1992” (AACTG, 1992)%%°,

Toxicidade Grau 1 Grau 2 Grau 3 Grau 4
Clinica
Leve: Moderado: Grave: Risco de
sinal ou limitacdo de limitacdo de vida potencial:
sintoma atividade leve a  atividade limitacao
REGRA GERAL passageiro ou moderada,; importante; extrema de
leve; sem podendo necessidade de atividade;
limitacdo de necessitar cuidado médico grande

atividade; sem cuidado médico

necessitar ou tratamento
cuidado médico

ou tratamento.

ou tratamento

necessidade de
cuidado médico

e tratamento

Valores de referéncia

Hematocrito (%)

24-45"

Leucometria global
(quant./uL)

5.000-19.500"

*Jain151



ANEXO “C” - Tabela de graus de toxicidade hepéatica para felinos °2,
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Toxicidade

Laboratorial

Discreto

Moderado

Marcante

Bioquimica
AST(U/L) <5x o0 valor de De5al0xovalor > 10x o valor de
referéncia mais alto de referéncia mais referéncia mais alto
ALT(U/L)
alto
FA(U/L)

Valores de referéncia

AST(U/L) 26-43°
ALT(U/L) 6-83"
Creatinina(mg/dL) 0.8-1.8"
Ureia(mg/dL) 20-30

*Kaneko 153
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APENDICE “A” — Ficha de Notificag&o/Investigacdo (Epizootia)

Republica Federativa do Brasil SINAN
Ministério da Satde SISTEMA DE INFORMAGAO DE AGRAVOS DE NOTIFICACAO Ne
FICHA DE NOTIFICAGAO/INVESTIGAGAO EPIZOOTIA
Definicdo do Caso: Animal ou grupo de animais encontrados mortos sem causa definida e/ou doentes com smtomalolog
neurolégica seguida ou ndo de morte. Uma nova epizootia é considerada quando da ndo notificagio de novos casos no intervalo d
0 dias.
E Tipo de Notificagdo 2 - Individual J
= | 2 Agravo/doenca 3 | Data da Notificacdo
H k EPIZOOTIA J J
o
3 [ [
2 5 uF F[ Municipio de Notificagéio ‘COGIQOUBGE) J
] t
= | |
@ Unidade de Saude (ou outra fonte notificadora) ‘ Cadigo J 8 |Data do inicio da ePIZOOUE J
— L1110 [
g | Suspeita diagnéstica 12 suspeita diagnostica l: 22 suspeita diagnostica u 3% suspeita d\agnostuca |
1-Raiva ) 3 - Febre do Virus do Nilo Ocidental 5 - Febre Amarela 7 - Outro. Especificar:
2 - Encefalite Equina 4 - Encefalite Espongiforme Bovina 6 - Influenza Aviaria
9 | Animais acometidos (no momento da notificagéo) ‘ Ll L Doentes
1- Ave 3-Canino  5-Felino 7 - Primata ndo-humano 9 - Outro. Especificar
£ 2-Bovideo 4 -Equideo 6-Morcego 8 - Canideo selvagem Mortos
E JUF p Municipio de Ocorréncia Cadigo (IBGE) J # Distrito J
gl [
2 F Balrro J[|4|Logradouro (rua, avenida,...) Cadigo J
< [
g F Numero JFComplememn (apto., casa, ...) JFGec campo 1 J
F_B Geo campo 2 J Ponto de Referéncia E CEP
L | J
21| (DDD) Telefone 22| Localidade L . .
1-Domicilio 2 - Perimetro urbano 3 - Parque, praga ou zool6gico
| | L1 11 4-Arearural 5-Areasilvestre 6 - Reserva biolégica 7 - Outro
Dados Complementares do Caso
23| Data da Investigagao 24| Coletado material | 1,[25] Material coletado (especificar)
2 para exame
S
.g" | l | | | ] 1-Sim 2-Nao 9-Ignorado ‘
H
Z | [26] Resultado do exame ]
1 - Positivo/Reagente 2 - Negativo/N&o reagente 3 - Inconclusivo 4 - Ignorado J
E NUmero de animais doentes e/ou mortos e respectiva classificagéo
= Distribuigao Classificag@o
: Animal -
E Doente Morto Total Género Espécie
§ Ave
= Bovideo
-E Canino ‘
= Equideo
E Felino J
=
g Morcego
E Primata ndo-humano
z Canideo selvagem
Qutro
S [28| Diagnéstico final D 29 Data do encerramento
z |
2 || 1-Rava ~ 3-Febre do Virus do Nilo Ocidental  5-Febre Amarela  7-Outro. Especificar:
& || 2-Encefalite Eqlina 4 - Encefalite Espongiforme Bovina  6-Influenza Aviaria

Observacgées Adicionais

Investigador

Municipio/Unidade de Saude Céd. da Unid. de Salde

Y Y
Nome

l JL Fungéo JL Assinatura

Epizootias Sinan NET sVs 05/11/2007
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APENDICE “B” — Licenca CEUA/Fiocruz

LOmISSA0 ae Lrica

Vice-presidéncia de Pesquisa e no Uso de Animais

Laboratérios de Referéncia

LICENCA LW-37/12

Certificamos que o protocolo (P-84/11.2), intitulado “ENSAIO CLINICO
COMPARATIVO ENTRE ITRACONAZOL E ASSOCIAGAO DE ITRACONAZOL E IODETO
DE POTASSIO NO TRATAMENTO DA ESPOROTRICOSE”, sob a responsabilidade de
TANIA MARIA VALENTE PACHECO, atende ao disposto na Lei 11794/08, que
dispbe sobre o uso cientifico no uso de animais, inclusive, aos principios da
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL). A referida
licenca ndo exime a observancia das Leis e demais exigéncias legais na vasta
legislacdo nacional.

Esta licenca tem validade até 03/05/2016 e inclui o uso total de:

Felis sylvestris catus
- 90 machos, peso: 3 kilos.

- 50 fémeas, peso: 3 kilos.

Rio de Janeiro, 21 de maio de 2012.

= S —

Octavio Augusto Franga Presgrave

Coordenador da CEUA
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APENDICE “C” — Termo aditivo: CEUA/Fiocruz

Ministério da Satde CEUA

Fiocruz

FIOCRUZ
Fundacédo Oswaldo Cruz i
Comissao de Etica

Vice-presidéncia de Pesquisa e no Uso de Animais

Laboratérios de Referéncia

TERMO ADITIVO AO CERTIFICADO DA LICENCA N° LW-37/12 (P-84/11.2)

A Comissao de Etica no Uso de Animais — CEUA/FIOCRUZ, em atengao a
solicitagao da Dra. Erica Guerino dos Reis autoriza o presente aditivo, conforme
solicitagéo da proponente, via e-mail, de 01 de agosto de 2015.

1. Inclusdo de 40 Felis sylvestris catus.

Este aditivo tem validade até 03 de maio de 2016.

Rio de Janeiro, 10 de agosto de 2015.

;:“/"”X

S ~— S c—
Octavio Augusto Franga Presgrave

Coordenador da CEUA/FIOCRUZ

Octavio A. F. Presgrave
Coordenador
CEUAJFIOCRUZ
SIAPE 04626550



APENDICE “D” — Residuos de Schoenfeld
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Variaveis Correlagdo de Spearman (rho)  Chi-square p-value
Grupo Associagao -0,004 0,002 0,963
Sinais respiratérios. NAO -0,186 3,533 0,06
Linfangite_NAO -0,153 2,957 0,086
Lesao Mucosa_NAO -0,178 3,016 0,082
Distribuicao das Lesdes_L2 -0,116 1,683 0,195
Distribuicdo das Lesdes_LOoul1l 0,025 0,068 0,794
Castragao_SIM -0,141 2,401 0,121
Castracdao_Desconhecido -0,214 0 1
Global NA 17,585 0,025




