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Cavalcanti, M. C. H. Alteragcf6es anatomopatoldgicas naregido nasal de gatos
domésticos com esporotricose: lesdes sem tratamento e lesdes refratérias. Rio
de Janeiro, 2010. 72 f. Dissertacdo [Mestrado em Pesquisa Clinica em Doencas
Infecciosas] — Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas.

RESUMO

A esporotricose é uma enfermidade causada pelo fungo dimérfico Sporothrix
schenckii. Gatos com esporotricose geralmente apresentam lesdes cutaneas ricas
em estruturas leveduriformes, encontradas com maior frequéncia na cabega.
Verifica-se que em alguns casos, as lesdes podem ser refratarias ao tratamento,
principalmente quando localizadas na regido nasal. Este estudo teve por objetivo
descrever as alteracbes anatomopatolégicas na regido nasal de gatos com
esporotricose que nao receberam tratamento antifingico e de gatos com lesdes
refratarias. Utilizou-se uma amostra de conveniéncia composta por 50 gatos com
diagnostico micologico de esporotricose que apresentavam lesdes na regiao nasal,
atendidos no Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC) entre os anos de
2007 e 2009. Destes, 27 nao receberam tratamento e 23 foram tratados com
itraconazol isoladamente ou associado a anfotericina B. Foi coletado um fragmento
de lesé@o nasal por biopsia ou toda a regido nasal nos gatos submetidos a necropsia.
As amostras de tecido foram processadas pelas técnicas de hematoxilina-eosina, de
acido periodico de Schiff e de impregnacédo pela prata de Grocott. Os casos,
independentemente do tratamento, apresentaram predominio de acentuado infiltrado
inflamatorio e semelhanca quanto aos tipos de células inflamatdrias envolvidas.
Intensidade acentuada de estruturas leveduriformes de S. schenckii foi
predominante com brotamentos frequentes, inclusive em lesdes refratarias, o que
demonstra a falha dos agentes antifangicos. A frequéncia de granulomas bem
organizados foi maior nos casos refratarios, que apresentaram menor intensidade de
infeccdo. Elementos fangicos intracelulares estiveram presentes em macrofagos,
neutrofilos, células gigantes e osteoclastos. Houve diferenca estatisticamente
significativa entre a presenca de hifas e os casos refratarios (30,4%) (p=0,019). A
profundidade e a gravidade das lesdes associadas a S. schenckii na regido nasal
dos gatos avaliados, sugerem a elevada viruléncia do fungo. O tratamento
antifangico no presente estudo ndo impediu a gravidade das lesfes e a presenca de
elementos fungicos na regido nasal dos gatos avaliados.

Palavras-chave: 1. Esporotricose. 2. Histopatologia. 3. Gato. 4. Regido nasal. 5.
Esporotricose refrataria.



ABSTRACT

Sporotrichosis is a disease caused by the dimorphic fungus Sporothrix schenckii.
Cats with sporotrichosis usually have skin lesions rich in yeast forms, found more
frequently on the head. In some cases, the lesions may be refractory to treatment,
especially when located in the nasal region. This study aimed to describe the
pathological changes in the nasal region of cats with sporotrichosis that did not
receive antifungal treatment and cats with refractory lesions. We used a convenience
sample consisting of 50 cats with mycological diagnosis of sporotrichosis that had
lesions in the nasal region, examinated at Instituto de Pesquisa Clinica Evandro
Chagas (IPEC) between the years 2007 and 2009. Of these, 27 did not receive
treatment and 23 were treated with itraconazole alone or in combination with
amphotericin B. A fragment of nasal lesion by biopsy or the entire nasal region in
cats subjected to necropsy was collected. Tissue samples were processed by the
techniques of hematoxylin-eosin, periodic acid-Schiff and Grocott silver impregnation.
Cases, regardless of treatment, showed a predominance of high inflammatory
infiltrate and similarity in the types of inflammatory cells involved. Higher intensity of
the yeast cells of S. schenckii was predominant with frequent budding forms,
including refractory lesions, which demonstrates the failure of antifungal agents. The
frequency of well organized granulomas was higher in refractory cases, which had
lower intensity of infection. Intracellular fungal elements were present in
macrophages, neutrophils, giant cells and osteoclasts. There was a significant
statistical difference between the presence of hyphae and refractory cases (30.4%)
(p = 0.019). The depth and severity of injuries associated with S. schenckii in the
nasal region of cats evaluated, demonstrated the high virulence of the fungus. The
antifungal treatment in this study did not prevent the severity of lesions and the
presence of fungal elements in the nasal region of cats evaluated.

Keywords: 1. Sporotrichosis. 2. Histopathology. 3. Cat. 4. Nasal region. 5.
Refractory sporotrichosis.
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LISTA DE ILUSTRACOES

Gatos domésticos com esporotricose. A) Gato sem
tratamento antifGngico com extensa tumoracéo
ulcerada na regido nasal. B) Gato sem tratamento
antifingico. Ulceracdo extensa e profunda na
regido nasal. C) Gato com esporotricose refrataria.
Nodulo (seta) na ponte nasal. D) Gato sem
tratamento  antifingico. Lesdo  parcialmente
oclusiva em mucosa nasal (seta azul) e lesao
ulcerada recoberta por crosta em plano nasal (seta
amarela).

Esporotricose felina. Regido nasal. A) Caso
refratario. Lesdo piogranulomatosa rica em
estruturas leveduriformes  fagocitadas por
macrofagos na derme superficial (seta). HE
(objetiva 40x). B) Caso refratario. Miosite cronica e
degeneracdo de fibras musculares esqueléticas
subjacentes ao tecido subcutéaneo e presenca de
estruturas leveduriformes. PAS (objetiva 10x). C)
Caso refratario. Granuloma bem organizado
supurativo e infiltrado piogranulomatoso na derme
profunda. PAS (objetiva 40x). D) Caso refratéario.
Fibrose limitada por tecido conjuntivo e células
mononucleares. HE (objetiva 40x).

Esporotricose felina. Regido nasal. A) Caso sem
tratamento. Mucosa do vestibulo. Destruicdo de
cartlagem hialina e presenca de estruturas
leveduriformes sugestivas de S. schenckii. PAS
(objetiva 40x). B) Caso refratario. Mucosa do
vestibulo. Lamina propria espessada (lado direito) e
normal (lado esquerdo) com acentuado infiltrado
inflamatério e destruicdo de glandulas mistas. HE
(objetiva 10x). C) Caso sem tratamento. Mucosa do
vestibulo. Espessamento da lamina propria com
intensidade acentuada de estruturas leveduriformes
sugestivas de S. schenckii (seta zul). Glandulas
mistas (seta amarela). Cartilagem hialina (seta
preta). PAS (objetiva 20x). D) Caso sem
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Figura 4 —

Figura 5 —

tratamento. Mucosa respiratoria (M). Lise de tecido
0sseo (seta azul) e intensidade acentuada de
estruturas leveduriformes sugestivas de S.
schenckii. PAS (objetiva 10x). E) Caso refratario.
Tecido 6sseo da regido nasal. Osteomielite. PAS
(objetiva 10x). F) Caso sem tratamento. Tecido
0sseo da regido nasal. Abundantes estruturas
leveduriformes sugestivas de S. schenckii em
medula 0ssea. PAS (objetiva 10x).

Esporotricose felina. Regido nasal. A) Caso sem
tratamento. Derme nasal. Estruturas leveduriformes
arredondadas com unibrotamentos (ponta de seta
vermelha) e em forma de charuto (ponta de seta
azul) sugestivas de S. schenckii. Impregnacéo pela
prata de Grocott (objetiva 100x). B) Caso sem
tratamento. Derme nasal. Formas atipicas de
estruturas leveduriformes sugestivas de S.
schenckii com mudltiplos brotamentos (ao centro).
Impregnacao pela prata de Grocott (objetiva 100x).
C) Caso refratario. Forma atipica de estrutura
leveduriforme sugestiva de S. schenckii de grande
tamanho no centro de um microabscesso em
derme nasal (seta). PAS (objetiva 100x). D) Caso
refratario. Hifa septada (seta vermelha) e
estruturas leveduriformes arredondadas com
unibrotamentos (seta azul) e em forma de charuto
sugestivas de S. schenckii em derme nasal.
Impregnacéao pela prata de Grocott (objetiva 100x).

Esporotricose felina. Regidao nasal. A) Caso sem
tratamento. Estruturas leveduriformes sugestivas
de S. schenckii com unibrotamento, fagocitadas por
macrofagos na derme profunda (seta). PAS
(objetiva 100x). B) Caso refratario. Estruturas
leveduriformes sugestivas de S. schenckii com
unibrotamento, fagocitadas por células gigantes
(seta). PAS (objetiva 100x). C) Caso refratario.
Estrutura leveduriforme arredondada no centro de
granuloma bem organizado supurativo na derme
profunda (seta). PAS (objetiva 100x). D) Caso sem
tratamento. Estruturas leveduriformes sugestivas
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de S. schenckii com unibrotamento, fagocitadas por
osteoclasto em tecido 0sseo (seta). PAS (objetiva
100x).



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

LISTA DE TABELAS

Avaliacdo clinica de oito gatos com esporotricose
nasal refrataria (grupo II) em tratamento com
itraconazol isoladamente ou associado a aplicacéo
de anfotericina B.

Extenséo das lesdes com presenca de estruturas
leveduriformes do fungo S. schenckii em pele,
tecido subcutdaneo e musculatura estriada
esquelética subjacente na regido nasal de 50 gatos
pertencentes aos grupos | e .

Frequéncias dos tipos de granulomas, da
diferenciagdo predominante das células do SFM no
infiltrado granulomatoso e das intensidades do
infiltrado inflamatorio na derme de gatos com
esporotricose sem tratamento antifingico prévio
(grupo 1) e de gatos com esporotricose
apresentando lesdes refratarias (grupo II).
Intensidade de cada tipo de célula inflamatoria
presente no infiltrado granulomatoso da derme da
regido nasal, relacionada ao tipo predominante de
diferenciacéo de fagocitos no granuloma nos gatos
com esporotricose sem tratamento antifingico
prévio (grupo |) e nos gatos com esporotricose
apresentando lesdes refratarias (grupo II).
Intensidade de cada tipo de célula inflamatoria
presente no infiltrado granulomatoso da derme da
regido nasal, relacionada ao tipo predominante de
diferenciacédo de fagocitos no granuloma nos gatos
com esporotricose nasal refrataria (grupo Il) em
tratamento com itraconazol isoladamente ou por
combinacdo deste com aplicacdo de anfotericina B.
Outras alteracdes histologicas presentes na pele da
regiao nasal de gatos com esporotricose sem
tratamento (grupo |I) e em gatos com esporotricose
refrataria (grupo II).

Extensao das lesbes com presenca de estruturas
leveduriformes do fungo S. schenckii em cartilagem
hialina, mucosa do vestibulo, mucosa respiratoria,
mucosa das conchas nasais e tecido 6sseo da
regido nasal dos 23 gatos necropsiados
pertencentes aos grupos | e Il.

29

30

32

34

36

37

39



Tabela 8 -

Tabela 9 -

Frequéncia das alteracGes histolégicas presentes
em mucosa nasal de gatos com esporotricose
necropsiados sem tratamento (grupo |) e de gatos
com esporotricose refrataria (grupo II).

Intensidades, formas e localizagcdo das estruturas
fungicas em tecidos da regido nasal de gatos com
esporotricose sem tratamento (grupo |) e em gatos
com esporotricose refrataria (grupo II).

40

47



LISTA DE ABREVIATURAS

BHI -

FIOCRUZ -

HE -

IPEC -
LAPCLIN-DERMZOO -

PAS -
SAP -
SFM -

Infus@o de cérebro e coracao

Fundac&o Oswaldo Cruz
Hematoxilina-Eosina

Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas
Laboratorio de Pesquisa Clinica em
Dermatozoonoses em Animais Domeésticos
Acido periédico de Schiff

Servico de Anatomia Patoldgica

Sistema Fagocitico Mononuclear



11
1.2
1.3
1.4
15

1.6
1.7
1.8

1.8.1

1.9
19.1

3.1
3.2

4.1
4.2
42.1
4.2.2
4.2.3
4.2.4
4.3
43.1
4.3.2

SUMARIO

INTRODUCAO

ESPOROTRICOSE

AGENTE ETIOLOGICO

HISTORICO

EPIDEMIOLOGIA DA ESPOROTRICOSE FELINA
IMPORTANCIA DA ESPOROTRICOSE FELINA EM SAUDE
PUBLICA

ASPECTOS CLINICOS DA ESPOROTRICOSE FELINA
DIAGNOSTICO LABORATORIAL

ASPECTOS ANATOMICOS E HISTOLOGICOS DA REGIAO
NASAL FELINA

ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS OBSERVADAS NA
ESPOROTRICOSE FELINA

TERAPEUTICA

ESPOROTRICOSE  REFRATARIA A0  TRATAMENTO
ANTIFUNGICO

JUSTIFICATIVA

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

OBJETIVOS ESPECIFICOS

METODOLOGIA

DESENHO DE ESTUDO

CASUISTICA

AMOSTRA

RECRUTAMENTO DE INDIVIDUOS

CRITERIOS DE INCLUSAO

CRITERIOS DE EXCLUSAO

DESENVOLVIMENTO

OBTENCAO DE REGISTROS E DADOS

CONSENTIMENTO DE PROCEDIMENTOS

a A NN N BB

\‘

10

12

15
16

17
18
18
18
19
19
19
19
20
20
21
21
21
21



4.3.3
4.3.4
434.1
434.1.1

4.3.4.2
4.3.4.3
4.3.4.3.1
4.3.4.3.2

4.4
4.5

5.1

5.2
5.2.1

5.21.1

5.2.1.2

5.2.2
5.22.1

5.2.2.2
5.2.3

5.23.1
5.2.3.2
5.2.3.3

LOCAIS DE REALIZACAO DO ESTUDO

PROCEDIMENTOS CLINICOS

ATENDIMENTO CLINICO

DEFINICAO DE CARACTERISTICAS CLINICAS DAS LESOES
NASAIS, SEGUNDO REY (2003)

COLETA DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

EXAME HISTOPATOLOGICO

AVALIACAO HISTOPATOLOGICA POR HE

AVALIACAO HISTOPATOLOGICA POR IMPREGNAGCAO PELA
PRATA DE GROCOTT E POR PAS

ASPECTOS ETICOS

ANALISE DOS DADOS

RESULTADOS

AVALIACAO CLINICA

AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

PELE, TECIDO SUBCUTANEO E MUSCULATURA ESTRIADA
ESQUELETICA SUBJACENTE

EXTENSAO DAS LESOES ASSOCIADAS AO FUNGO S.
SCHENCKII

CARACTERIZACAO DO INFILTRADO INFLAMATORIO E
DESCRICAO DAS LESOES NA PELE NASAL

DEMAIS TECIDOS DA REGIAO NASAL

EXTENSAO DAS LESOES ASSOCIADAS AO FUNGO S.
SCHENCKII

DESCRICAO DAS LESOES

FREQUENCIA, MORFOLOGIA, INTENSIDADE E
LOCALIZACAO DAS ESTRUTURAS LEVEDURIFORMES DE S.
SCHENCKII

FREQUENCIA

MORFOLOGIA E INTENSIDADE DE INFECGCAO

LOCALIZACAO

DISCUSSAO

CONCLUSOES

21
22
22
22

23
24
24
25

26
26
27
27
30
30

30

31

39
39

40
43

43
43
45
48
55



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

APENDICES

APENDICE A- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
APENDICE B- Ficha de avaliacdo histopatoldgica por HE
APENDICE C- Ficha de avaliac&o histopatoldgica por PAS e
Grocott

APENDICE D- Questionario para preenchimento do banco de
dados Epidata

56
63
64
66
67

69



1. INTRODUCAO

1.1 ESPOROTRICOSE

Esporotricose € uma micose geralmente limitada aos tecidos cutaneo e
subcutaneo, que pode se manifestar na forma disseminada, causada pelo fungo
dimorfico Sporothrix schenckii (Barbee et al., 1977; Kauffman et al., 1999; Barros et
al., 2001; Schubach et al., 2003; Schubach A et al., 2004). Apresenta um amplo
espectro de formas clinicas (Rippon, 1988; Welsh, 2003), cuja evolucdo pode

ocorrer de forma subaguda a cronica (Larsson et al., 1989).

A doenca acomete diversas espécies de animais tais como: gatos, céaes,
equinos, ratos, camundongos, porcos, mulas, bovinos, camelos, galinhas, hamsters
e chimpanzés (Welsh, 2003; Lopes-Bezerra et al., 2006), inclusive o homem
(Rippon, 1988; Welsh, 2003). Sua distribuicdo geografica é ampla, principalmente
em éareas de climas temperado e tropical (Barbee et al., 1977; Rippon, 1988;
Kauffman et al., 1999; Bustamante; Campos, 2004). A América Latina, os Estados
Unidos e o0 Japao representam 0s paises com a maioria dos casos publicados dessa
micose (Conti- Diaz, 1989; Barros et al., 2004).

A esporotricose é reconhecida como a micose subcutanea mais comum na
América Latina em humanos (Conti-Diaz, 1989), com ocorréncia endémica nha
América do Sul, onde o Brasil apresenta a maioria dos casos relatados (Lopes et al.,
1999; Barros et al., 2004).

A transmissdo classica dessa micose ocorre por inoculacdo traumatica de
formas fangicas viaveis presentes em material contaminado como espinhos e farpas
(Rippon, 1988).

No Brasil, a esporotricose ndo apresenta sazonalidade e vem sendo

considerada como uma antropozoonose emergente na regido metropolitana do



estado do Rio de Janeiro (Barros et al., 2001; Schubach et al., 2003, 2004; Barros et
al., 2004; Schubach et al., 2005b; Lopes-Bezerra et al., 2006).

1.2 AGENTE ETIOLOGICO

Sporothrix schenckii € um fungo dimérfico, anamoérfico, e alguns estudos
sugerem a possibilidade de sua fase sexuada ser Ophiostoma sp. (Kirk et al., 2008).
E um microrganismo saprofita geofilico, encontrado em vegetacdo, solo e matéria
organica em decomposicdo (Dunstan et al., 1986a; Rippon, 1988; Davies; Troy,
1996) sob forma de micélio.

A fase filamentosa ocorre na natureza e pode ser obtida sob temperatura de
25°C em meio agar Saboraud dextrose. Ao exame macroscopico, as colbnias séo
brancas e membranosas, e escurecem em semanas. A microscopia, 0 micélio é
representado por hifas ramificadas finas e septadas, que podem exibir suaves
conidiéforos com conidios em suas terminacdes, dispostos em arranjo de pétala de
flor ou margarida.

Apresenta-se sob a forma de levedura em parasitismo. Essa fase pode ser
observada no tecido do hospedeiro ou em meio Agar BHI (Brain Heart Infusion-Agar)
a 37°C, como colbnias Uumidas e cremosas. As leveduras a microscopia sao
estruturas arredondadas ou ovais e em forma de charuto, que se reproduzem por
brotamento (Werner et al., 1971; Rippon, 1988; Larsson et al., 1989; Kauffman et al.,
1999; Schubach et al., 2003; Welsh, 2003; Schubach A et al., 2004).

1.3 HISTORICO



Benjamim Schenck relatou o primeiro caso humano de esporotricose no ano
de 1898, em Baltimore nos Estados Unidos. A partir do isolamento do fungo, o
género foi denominado como Sporotrichum (Schenck, 1898). Posteriormente,
Hektoen e Perkins relataram o segundo caso dessa micose e classificaram o agente
etiolégico como Sporothrix schenckii no titulo do respectivo trabalho publicado em
1900 (Hektoen; Perkins, 1900). No entanto, a classificacdo sO foi oficialmente
adotada na década de 1960, por Carmichael, apés verificar uma diferenca na
esporulagcao entre os géneros Sporotrichum e Sporothrix (Carmichael, 1962).

O primeiro caso humano relatado na Europa ocorreu em 1903, na Franca,
descritos por De Beurmann e Ramon (1903). No Brasil, a esporotricose humana foi
descrita pela primeira vez em 1907 (Lutz; Splendore, 1907). Esses autores foram os
primeiros a relatar a esporotricose animal, por isolamento do fungo da cavidade oral

de ratos.

De Beurman et al. (1909) demonstraram experimentalmente que gatos
apresentam susceptibilidade a essa micose. No entanto, a esporotricose
naturalmente adquirida em gatos foi relatada por Singer e Municie (1952). No Brasil,
0 primeiro caso de esporotricose felina foi reportado quatro anos depois (Freitas et
al., 1956).

A ocorréncia de epidemias de esporotricose € rara e geralmente esta
relacionada a uma fonte de infeccdo em comum (Kauffman et al., 1999; Schubach A
et al.,, 2004; Lopes-Bezerra et al., 2006). Na década de 1940 aconteceu a maior
epidemia descrita, em que cerca de trés mil mineradores em Witwatersrand, Africa
do Sul, adoeceram apoés inoculacdo por farpas de madeira contaminados presentes
nas minas (Brown et al., 1947). Outra importante epidemia ocorreu nos Estados
Unidos, envolvendo 15 estados e 84 individuos, a partir de mudas de coniferas com
musgo do Sphagnum contaminadas com S. schenckii (Dixon et al.,1991).

A série de oito casos felinos publicados por Freitas et al. (1965) no Brasil
correspondeu a maior casuistica até aguele momento no pais.

Read e Sperling (1982) realizaram a descricdo de cinco casos humanos
expostos a um gato com esporotricose. Até a década de 1980, o maior surto
relacionado a transmissdo zoondética envolveu sete casos humanos e cinco gatos
(Dunstan et al., 1986a).



Davies e Troy (1996) realizaram a revisdo de uma série de 48 casos felinos
em 40 anos. No Rio de Janeiro, Brasil, S. schenckii foi isolado de um gato doméstico
pela primeira vez em 1998 por Baroni et al. (1998). Desde esse periodo, o Instituto
de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC) da Fundacdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ) vem acompanhando a ocorréncia epidémica dessa micose na regido
metropolitana do Rio de Janeiro, que € considerada a primeira epidemia associada a
transmissao zoondGtica na literatura mundial (Barros et al., 2008).

1.4 EPIDEMIOLOGIA DA ESPOROTRICOSE FELINA

A partir da década de 1980, o papel do gato domeéstico na transmissao
zoonotica da esporotricose comecgou a ser mais explorado (Read; Sperling, 1982;
Reed et al., 1993; Davies; Troy, 1996).

Felinos domésticos exercem um papel epidemiolégico importante na
esporotricose. Gatos machos adultos ndo-castrados com acesso irrestrito a rua
(Dunstan et al.,1986a; Davies; Troy, 1996; Schubach T et al., 2004) sdo os mais
acometidos e envolvidos na dispersdo do agente no ambiente (Schubach T et al.,
2004; Barros et al., 2008).

O grande potencial zoonoético de gatos infectados foi demonstrado por meio
do isolamento de S. schenckii de lesdes de pele, de fragmentos de unhas, de
material coletado das cavidades nasal e oral (Schubach et al., 2001, 2002).
Adicionalmente, ja foi verificado o isolamento em dez gatos clinicamente saudaveis
gue co-habitavam com doentes, e o posterior adoecimento em seis desses animais
(Schubach T et al., 2004).

Na situacdo epidémica que ocorre no Rio de Janeiro (Brasil), o gato é
considerado a principal fonte de infec¢cdo para o homem e outros animais, por meio
de mordedura, arranhadura ou ainda por contato com exsudato de lesdes (Schubach
T et al., 2004; Schubach et al., 2005a,b; Schubach et al., 2006; Barros et al., 2008).



A inalacdo de conidios € considerada uma forma de transmissdo ocasional na
esporotricose humana (Rippon, 1988). No entanto, acredita-se que a infec¢do por
via respiratdria seja importante na transmissdo da doenca entre os gatos (Schubach
et al., 2003, 2004).

Felinos com esporotricose geralmente apresentam lesdes cutdneas multiplas
ricas em estruturas leveduriformes do fungo, com frequente disseminacdo por via
sanguinea, rara em outras espécies (Dunstan et al., 1986a; Welsh, 2003; Schubach
et al., 2003, 2004).

1.5 IMPORTANCIA DA ESPOROTRICOSE FELINA EM SAUDE
PUBLICA

Relatos de esporotricose geralmente sao descritos por meio de casos
isolados, pequenos surtos familiares ou profissionais (Schubach A et al., 2004;

Lopes-Bezerra et al., 2006).

A esporotricose apresenta uma ocorréncia endémica no Brasil (Bustamante;
Campos, 2004), ainda que ndo exista um sistema de notificacdo compulsoria que
permita um conhecimento mais preciso sobre a incidéncia dessa doenca e sua real
distribuicdo (Schubach et al., 2005b; Barros et al., 2008).

O numero de casos atendidos pelo IPEC na regido metropolitana do Rio de
Janeiro (Brasil) vem aumentando progressivamente e correspondeu a um total de
759 casos humanos, 64 cdes e 1503 gatos domésticos até o ano de 2004
(Schubach et al., 2005a, 2008). Nessa epidemia, 0 gato exerce importante papel na
transmissao zoondtica, em que 83,4% dos pacientes humanos relataram contato
com gatos doentes (Schubach A et al., 2004, 2005a,b, 2008).

A maioria das residéncias de pacientes tem sistema de saneamento basico e

localiza-se no municipio do Rio de Janeiro (Barros et al., 2008).



Essa micose pode ser descrita como uma enfermidade de carater ocupacional
de profissionais cuja atividade esta relacionada ndo somente a vegetacdo ou ao
solo, mas também envolve tratadores de animais e profissionais de saude (Barbee
et al., 1977; Read; Sperling, 1982; Dunstan et al., 1986a; Larsson et al., 1989; Reed
et al., 1993). Nesse contexto, o0 médico veterinario representa uma categoria de alto
risco (Kwon-Chung; Bennet, 1992; Kauffman et al., 1999), com uma frequéncia de
5% em 178 pacientes com esporotricose avaliados por Barros et al. (2004).

Barros et al. (2008) identificaram que a prevaléncia de esporotricose foi quatro
vezes maior em individuos envolvidos com os cuidados de animais doentes,
demonstrando uma importante exposicdo a transmissdo zoonoética na regido
metropolitana do Rio de Janeiro. Verificaram também que houve predominio de
casos em pessoas do sexo feminino com idade mediana de 41anos, principalmente

envolvidas em atividades domésticas.

A apresentacao clinica da doenga no homem pode ocorrer sob a forma de
lesbes linfangiticas, lesdes cutaneas localizadas ou fixas, lesfes cutaneas
disseminadas, seja por autoinoculagcéo seja por disseminacdo hematogena e lesdes
extracutaneas decorrentes de inalacdo, ingestdo ou disseminacdo sanguinea, como
pode ocorrer na mucosa nasal (Sampaio et al.,1954). Barros et al. (2003, 2004,
2008) verificaram que a forma clinica humana predominante nos casos oriundos do
Rio de Janeiro foi a linfocutanea, seguida pelas formas localizada e disseminada
cutanea.

Barros et al. (2003) descreveram 24 casos de disseminacdo cutanea em
individuos imunocompetentes associados a transmissdo zoonotica, que pode ter
ocorrido em consequéncia de mdltiplas inoculacdes, exposicdo prolongada ao
fungo, autoinoculacdo ou até mesmo por disseminacdo hematdgena.

A disseminacdo sanguinea é rara em humanos e ocorre principalmente em
individuos imunocomprometidos (Rippon, 1988), como pacientes infectados pelo
virus HIV.

A reinfeccdo é rara, mas pode ocorrer em pacientes expostos a fatores de

risco ambientais, mesmo em imunocompetentes (Shinogi et al., 2004).

Dunstan et al. (1986b) sugeriram que a via aérea também pode ser

importante em individuos imunocomprometidos que convivam com animais



infectados, uma vez que estes podem liberar formas vidveis do fungo por exsudatos

e pelas fezes.

Os aspectos das lesGes cutdneas mais comumente observados sdo nodulos,
tubérculos, pustulas, cistos, gomas, Ulceras, lesfGes Ulcero-vegetantes, lesdes
verrucosas e placas. Verificou-se uma maior frequéncia em membros superiores. Em
apenas um paciente (n=178) foi observada a presenca de lesbes em mucosa nasal
(Barros et al., 2004).

Alteracbes provocadas no meio ambiente e o aumento da populacao felina
séo fatores que podem estar relacionados com a epidemia no Rio de Janeiro. No
entanto, a escassez de estudos ambientais e de censos animais ndo permite a

precisdo dessa associacao (Barros et al., 2008).

Acdes de profilaxia tornam-se necessarias para conter a situacao epidémica
atual, que envolvam o controle populacional e de salubridade de felinos, mas
também um tratamento mais eficaz. Assim como, o estimulo a posse responsavel, a
limitacdo no numero de gatos por domicilio e a cremacdo de animais doentes que
venham a obito. Cuidados nas residéncias também devem ser adotados, além de
programas de saude publica que atendam as necessidades basicas da populacéo e
a promocao de acdes educativas (Davies; Troy, 1996; Barros et al., 2004; Schubach
T et al., 2004; Schubach et al., 2005b; Barros et al., 2008).

Ademais, profissionais e quaisquer individuos responsaveis por cuidados de
animais devem utilizar luvas previamente a manipulacdo de animais suspeitos e ao
término realizar antissepsia de méaos e antebracos com solu¢des antifungicas e
realizar desinfeccao do local de procedimentos, como forma de profilaxia (Dunstan
et al., 1986b; Welsh, 2003; Gremido et al., 2006).

O IPEC representa um centro de referéncia em esporotricose no Rio de
Janeiro, que envolve pesquisa, diagndstico clinico e laboratorial da esporotricose e

fornecimento gratuito da medicacéo antifungica prescrita.

1.6 ASPECTOS CLINICOS DA ESPOROTRICOSE FELINA



A esporotricose felina apresenta um amplo espectro clinico, que varia desde
um quadro subclinico ou lesdes localizadas, a doenca disseminada sistémica fatal
(Schubach T et al., 2004). Os héabitos do gato podem facilitar a disseminacao da
doenca, por autoinoculacdo (Barbee et al., 1977; Dunstan et al., 1986a), pelas
incursbes em areas com material contaminado, por afiar unhas em arvores e pela
obtencao de arranhaduras por brigas e brincadeiras (Larsson et al., 1989).

Inicialmente, as lesdes cutaneas felinas sdo pépulo-nodulares, ulceram e
drenam exsudato purulento levando a formacédo de crostas espessas, muitas vezes
sem ocorréncia de linfangite ou linfadenite regional. Extensas areas de necrose
podem se desenvolver com exposicdo de musculos e ossos (Schubach T et al.,
2004).

A disseminacdo sistémica geralmente é diagnosticada pela execucdo de
exame post-mortem (Davies; Troy, 1996; Schubach et al., 2003). Davies e Troy
(1996) verificaram disseminacao cutanea e sistémica para linfonodos, figado, baco e
pulmbdes em 38% dos animais infectados necropsiados. Enquanto, Barbee et al.
(1977) observaram a ocorréncia de disseminacao sistémica experimentalmente em
50% dos gatos avaliados, sem desenvolvimento de sinais sistémicos.

As lesdes cutaneas em gatos sdo mais frequentes na cabeca, especialmente
no nariz. A distribuicdo de lesdes ocorreu em um sitio (L1) em 33,9%, em dois sitios
(L2) em 24,7% e em trés ou mais sitios em 41,3% de 773 gatos doentes avaliados
por Pereira et al. (2010). Achados similares aos observados por Schubach T et al.
(2004) em 347 gatos.

No nariz, a doenca acomete principalmente a ponte nasal. Adicionalmente,
pode ocorrer comprometimento do plano nasal (Malik et al.,, 2004) e da mucosa
nasal. Envolvimento da mucosa respiratoria superior e da mucosa digestiva ocorreu
em 34,9% dos casos avaliados (Schubach T et al., 2004). Pereira et al. (2010)
verificaram sinais respiratorios em 41,5% (n=773) dos gatos com esporotricose.
Espirros corresponderam aos sinais extracutaneos mais comuns. A frequéncia da
presenca de espirros na esporotricose felina variou de 36,8% (Schubach T et al.,
2004) a 39,3% (Pereira et al., 2010), sendo associados a presenca de lesdo em
regidao nasal (Schubach et al., 2003, 2004).



A frequente disseminacéo da doenca, inclusive com envolvimento da mucosa
do trato respiratério em gatos, ndo parece estar associada a imunodeficiéncia
causada pelos virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e leucemia felina (FelLV),
conforme relatos de Schubach T et al. (2004) e Pereira et al. (2010). Uma das
principais alteracbes hematoldgicas e bioquimicas de gatos com mudltiplas lesdes
cutaneas, além da anemia e hipoalbuminemia, é a ocorréncia de leucocitose com
neutrofilia e hipergamaglobulinemia. Este fato reforca a hipétese que a maior
gravidade da doenca em gatos nao esta associada a imunossupressao (Schubach T
et al., 2004).

O isolamento de S. schenckii da cavidade nasal e do lavado broncoalveolar, a
frequente presenca de lesdo em nariz e pulmdes e a ocorréncia de sinais
respiratorios ressaltam a importancia da via respiratéria na dinamica da doenca
(Schubach et al., 2008).

1.7 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Estruturas leveduriformes de S. schenckii podem ser visualizadas no exame
citopatologico e histopatologico (Rippon, 1988; Kwon-Chung; Bennet, 1992). No
entanto, a determinacdo do diagndéstico definitivo de esporotricose ocorre pelo
isolamento do fungo em meio de cultura e seu estudo morfolégico macroscépico e
microscopico (Schubach et al., 2003; Welsh, 2003).

Para o isolamento do fungo S. schenckii em meio de cultivo, como padréo
ouro para o diagnéstico dessa micose, o material bioldgico é obtido a partir do local
da lesdo por aspiracdo, por meio de swab ou por biopsia (Kauffman et al., 1999;
Welsh, 2003; Schubach T et al., 2004). O dimorfismo térmico desse fungo é
demonstrado por meio da converséo da fase filamentosa para a leveduriforme, que

determina o diagnéstico. Entretanto, o crescimento fungico pode ser inibido por



10

contaminag¢do com outros microrganismos saprofitas ou por inadequacao do material
coletado.

Schubach T et al. (2004) verificaram o isolamento de S. schenckii de 98,1%
biopsias de pele, 96,0% swabs de lesdo cutanea, 70,5% swabs de cavidade nasal e
49,1% swabs de cavidade oral em gatos doentes.

O exame histopatolégico € um método auxiliar na visualizacdo de estruturas
leveduriformes sugestivas, principalmente quando utilizadas técnicas especiais de
coloracdo. Ademais, possibilita a avaliagdo de alteracbes teciduais associadas,
permitindo o diagndstico diferencial com outras enfermidades.

Os principais diagnésticos diferenciais da esporotricose felina sao: pioderma
bacteriano, micobacterioses, nocardiose, actinomicose, criptococose, histoplasmose,
candidiase, corpo estranho, carcinoma, doenca auto-imune, lupus eritematoso,

pénfigo vulgar, alergia e erupcao por medicamentos (Welsh, 2003).

Marques et al. (1992) concluiram que a imuno-histoquimica é uma técnica de
diagnostico mais sensivel e especifica em relacdo a histoquimca na esporotricose
humana, para a deteccdo de estruturas fungicas. A combinacdo de ambas as

técnicas elevou a acuracia do exame.

1.8 ASPECTOS ANATOMICOS E HISTOLOGICOS DA REGIAO NASAL
FELINA

A regido nasal felina apresenta areas de pele, mucosa, tecido muscular,

cartilagem hialina e tecido 6sseo.

A ponte nasal (Malik et al., 2004; Gremido et al., 2009) ou regido de pele
pilosa do nariz corresponde a uma superficie externa, situada dorsalmente. E uma

area constituida por epitélio estratificado queratinizado, com presenca de foliculos
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pilosos, glandulas sebaceas e sudoriparas em seu tecido conjuntivo (Bacha Jr.;
Bacha, 2003).

O plano nasal é a regido localizada ao redor e entre as narinas, dividido
parcialmente por um sulco mediano denominado filtro. Nos gatos, € uma regido de
coloracdo variavel (White, 1994). Apresenta o mesmo tipo de epitélio da ponte,
porém com maior espessamento e maior queratinizacdo da epiderme, além da
formacdo de pequenos tubérculos nessa regido. Ao contrario da ponte nasal, ndo
apresenta pélos nem mesmo as glandulas supracitadas (Getty, 1986; Bacha Jr.;
Bacha, 2003). Segundo Malik et al. (2004), o fungo S. schenckii acomete

principalmente a ponte nasal, mas pode se estender lateralmente e ao plano nasal.

O mdasculo que compde a regidao nasal € o levantador nasolabial, que se
estende da regiéo frontal entre as orbitas, inserindo-se no nariz e no labio superior.

Atua principalmente na ampliagéo do diametro nasal.

O nariz pertence ao esqueleto da face, cujo limite rostral é determinado pelo
0sso nasal e pelo incisivo. O limite caudal € representado por um plano transverso

através dos olhos. Os ossos da face delimitam o nariz lateral e dorsalmente.

O septo nasal € uma estrutura que se estende do osso incisivo ao focinho,
composto em parte por tecido 0sseo (placa perpendicular do etmoide e do vomer) e
por cartilagem hialina, cuja borda dorsal se estende para formar as cartilagens
laterais dorsal e ventral. O septo divide a cavidade nasal em antimeros direito e

esquerdo, seguindo a estrutura do teto ao piso do nariz.

A irrigacao de narinas e adjacéncias é realizada pelas artérias nasais dorsal e
lateral, artéria labial maxilar, artéria palatina maior, artéria esfenopalatina e artéria
etmoidal. A drenagem é realizada pelas veias correspondentes. Os vasos linfaticos
nessa area drenam para linfonodos mandibulares e parotideos. Os nervos na regiao

das narinas sao derivados dos nervos infraorbitario e facial.

A tunica mucosa nasal apresenta trés epitélios distintos: epitélio estratificado

pavimentoso, epitélio olfatorio e epitélio respiratorio (Getty, 1986).

As fossas nasais constituem a porcdo condutora do aparelho respiratério,
necessaria para aguecimento, umidificacdo e purificacdo do ar na inspiracdo. Essa
area é subdividida em: vestibulo, area olfatéria e respiratéria. Os vestibulos

correspondem a duas cavidades mais anteriores nas fossas. Sua mucosa é
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pigmentada e composta por epitélio pavimentoso estratificado ndo-queratinizado e
por glandulas mistas em sua lamina propria. A &rea respiratOria apresenta epitélio
pseudoestratificado cilindrico ciliado com células caliciformes, glandulas mistas na
sua lamina prépria e tecido 6sseo em suas adjacéncias (Getty, 1986; Junqueira;
Carneiro, 1999). Cartilagem hialina esta presente no vestibulo e na area respiratoria.

Cada cavidade nasal é preenchida principalmente pelas conchas nasais ou
0sso0s turbinados. Essas projecfes é6sseas sao subdivididas em trés regides. As
conchas dorsais estdo projetadas para o 0osso frontal. A medial € mais curta e larga
no gato, enquanto a ventral € uma grande estrutura. As conchas sdo compostas por
pregas de tdnica mucosa e as passagens de ar entre elas sdo denominadas de
meatos. No gato, o meato dorsal € mais estreito e o médio € muito curto, sendo o
meato ventral o maior. Estes ultimos conduzem ao meato nasofaringeo, comum as
duas cavidades nasais. As coanas correspondem a saida da cavidade nasal para a

nasofaringe.

A mucosa nasal € muito vascularizada. A irrigacdo é realizada pela artéria
esfenopalatina, artéria etmoidal e artéria palatina maior, artérias nasais dorsal e
lateral, artéria labial maxilar. A drenagem €& proporcionada por veias
correspondentes. Linfonodos mandibulares e retrofaringeos estdo envolvidos na
drenagem linfatica dessa area. Os nervos sao originados do nervo olfatério e por

ramos do nervo trigémeo.

A regido fandica do nariz é amarelo-acinzentada e composta por epitélio do
tipo olfatorio. No gato, ha glandulas tubuloalveolares de secrecdo mucosa nessa
area (Getty, 1986).

Os seios paranasais sdo areas ocas, localizadas dentro dos ossos da face.
Sao areas cheias de ar e recobertas por mucosa, comunicando-se com 0 nhariz

através de orificios denominados 64stios.

1.8.1 ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS OBSERVADAS NA
ESPOROTRICOSE FELINA
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O exame histopatoldgico auxilia no diagnostico da esporotricose, com uma
sensibilidade de 62,2% na deteccdo de estruturas leveduriformes em gatos
domésticos (Welsh, 2003; Schubach T et al., 2004). Para caracterizacao morfolégica
dessas estruturas é recomendada a utlizacdo de técnicas especiais, como
impregnacéo pela prata de Grocott e o Acido Periédico de Schiff (PAS) (Kwon-
Chung; Bennet, 1992; Miranda et al., 2009). Miranda et al. (2009) verificaram uma
sensibilidade de 41,9% pela prata de Grocott e 19,8% por PAS no diagnéstico da

esporotricose canina.

A intensidade acentuada de estruturas leveduriformes na esporotricose felina
é frequente, sendo considerada uma caracteristica relevante ao exame
histopatoldgico. No entanto, em alguns casos ha poucas estruturas fangicas.

A alta susceptibilidade do gato a esporotricose parece estar relacionada a
reduzida formacéo de granulomas, a auséncia de corpos asterdides e a presenca

frequente de muitas estruturas leveduriformes (Schubach T et al., 2004).

Na esporotricose, trés formas de elementos fungicos podem ser observadas
ao exame microscopico: leveduras pleomorficas (formas arredondadas e em forma
de charuto), corpos asteroides e hifas (Bickley et al., 1985). Brotamentos unicos de
base estreita sdo achados comuns na superficie de estruturas leveduriformes,
enquanto brotamentos mdultiplos sdo raramente observados (Lurie, 1963; Hirsh;
Johnson, 1984b; Dunstan et al., 1986a; Miranda et al., 2009).

Estruturas leveduriformes atipicas de S. schenckii podem ser encontradas em
tecidos, como multiplos brotamentos e outras com dimensfes maiores do que o
habitual. Hifas em tecidos podem ocorrer em resposta a condi¢des locais de menor
tensdo de oxigénio e temperatura reduzida a cerca de 25°C (Lopes et al., 1992), o
gue é comum em regifes anatdbmicas mais superficiais e de extremidades como o
nariz (Malik et al., 2004).

Na esporotricose felina, as principais alteracdes microscopicas observadas ao
exame histopatolégico consistem em um infiltrado inflamat6rio composto por células
mononucleares e polimorfonucleares, predominantemente macréfagos e neutrofilos
(Schubach T et al., 2004).

Em humanos e em camundongos, formas do fungo S. schenckii podem
permanecer no interior de macrofagos apo6s fagocitose, com ocorréncia de

proliferacdo. Esse fato sugere a incapacidade dessas células de eliminar o fungo, o
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que poderia permitir sua viabilidade e a cronicidade do processo patolégico (Hiruma
et al., 1988, 1992; Lei et al., 1993). O mesmo processo poderia ocorrer em felinos.

A entrada de um agente infeccioso intracelular, como ocorre nas micoses,
pode induzir a uma resposta inflamatoria celular aguda, composta inicialmente por
neutréfilos, linfécitos e macréfagos. A formacdo do granuloma ocorre em
consequéncia da persisténcia e da concentracdo do agente causador da
enfermidade, com o intuito de conté-lo e destrui-lo. Para tanto, esse fendmeno
depende diretamente da diferenciacdo, maturacdo e agregacao ordenada de células
do sistema fagocitico mononuclear para formar um granuloma epiteliéide organizado
(Adams, 1976; Epstein, 1977; Hirsh; Johnson, 1984a).

A reacao inflamatdria granulomatosa ja foi classificada quanto a aspectos
morfologicos, imunoldgicos, etioldgicos e patofisiologicos (Epstein, 1977). Hirsh e
Johnson (1984a) subdividiram o tipo morfolégico em cinco categorias: epitelidide,
histiocitico, corpo estranho, necrobidtico e inflamacédo mista de acordo com o tipo
celular e a reagédo predominantes. Classicamente, varios autores denominam essas
formacGes como granulomas esporotricoticos e consideram sua presenca importante
e sugestiva na doenca humana e canina (Lurie, 1963; Bickley et al., 1985; Miranda
et al., 2009). Ademais, essas formacdes podem ser designadas como granulomas
bem organizados, conforme a predominancia de células epitelidides agregadas e
bem delimitadas (Epstein, 1977; Hirsh; Johnson, 1984a; Miranda et al., 2009). No
entanto, os granulomas mal organizados sdo mal delimitados e/ou com predominio

de macroéfagos (Miranda et al., 2009).

Ha& uma correlacdo inversa entre a presenca de granulomas e a visualizacéo
de estruturas leveduriformes sugestivas de S. schenckii no infiltrado inflamatorio de
felinos (Schubach T et al., 2004).

Os achados histopatolégicos ndo sédo especificos da esporotricose, pois se
assemelham a algumas outras micoses (Dunstan et al., 1986b; Welsh, 2003). Alguns
dos diagnésticos diferenciais mais relevantes no acometimento da regido naso-

ocular em gatos sdo a criptococose e o carcinoma (Malik et al., 2004).
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1.9 TERAPEUTICA

Classicamente, os iodetos vém sendo empregados no tratamento da
esporotricose. Azdlicos, farmacos da classe das alilaminas e macrolideos poliénicos

séo opcoOes terapéuticas na esporotricose felina (Pereira et al., 2009).

A limitada oferta de agentes antifiingicos na esporotricose felina, a dificuldade
na contencdo do animal e a quantidade de gatos presentes no domicilio podem
representar obstaculos ao tratamento (Schubach T et al., 2004; Pereira et al., 2009).
A doenca em humanos imunocompetentes e em cées geralmente apresenta
prognostico mais favoravel e com boa eficacia terapéutica. No entanto, a
esporotricose felina tende a uma evolugao grave, de ocorréncia sistémica e com
baixa resposta terapéutica (Schubach T et al., 2004; Schubach et al., 2005a;
Schubach et al., 2006; Pereira et al., 2010).

O tratamento da esporotricose felina mais realizado atualmente € a
administracdo de antifungicos azdlicos, tais como itraconazol e cetoconazol, com
doses recomendadas pela literatura de 5 a 10 mg/Kg a cada 12 ou 24 horas, por via
oral (Welsh, 2003; Schubach T et al., 2004). Os animais podem responder
favoravelmente ao tratamento regular e prolongado com tempo mediano de 36
semanas (variacdo de 16 a 80 semanas) (Schubach et al., 2004). Pereira et al.
(2010) verificaram um tempo mediano menor de 28 semanas. Esses autores
observaram cura clinica em 28,6% (n= 598) dos gatos tratados com 13,5 a 27,0
mg/kg/dia de cetoconazol e em 38,3% (n= 175) dos tratados com 8,3 a 27,7
mg/kg/dia de itraconazol, em que houve uma variacdo no limite superior da dose
usualmente recomendada. O tratamento implementado com o primeiro farmaco
gerou maior ocorréncia de efeitos adversos gastrintestinais, todavia apresenta

menor custo financeiro em comparacao ao itraconazol.

O itraconazol € atualmente a droga de eleicdo devido a potente atividade
antifangica relacionada a maior seletividade para sistemas de citocromos do fungo,
além de atingir uma boa concentracdo na pele e possuir poucos efeitos adversos

guando comparados a outros antifungicos (Welsh, 2003).
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A associacdo de itraconazol com anfotericina B constitui uma alternativa
terapéutica na esporotricose felina refrataria ao itraconazol (Gremido et al., 2009;
Rodrigues, 2009). A associacao desse farmaco foi realizada com anfotericina B por
via subcutdnea a 0,5 mg/Kg, com cura clinica em seis casos refratarios (n=17)
(Rodrigues, 2009). A associacao com anfotericina B por via intralesional a 1 mg/ Kg
foi realizada em um gato com leséo refrataria na ponte nasal, com cura clinica apés
trés aplicacbes (Gremiéo et al., 2009).

Apesar do tratamento regular e prolongado, em alguns gatos a doenca
persiste e pode progredir. Schubach T et al. (2004) relataram a reativagéo de lesdes
cutaneas entre trés e 18 meses apos o final do tratamento com cura clinica. Formas
viaveis de S. schenckii podem ficar sequestradas nos tecidos por seis meses sem
ocasionar sinais clinicos. Lesbes aparentemente cicatrizadas podem ser reativadas
e progredirem para lesdes cutaneas caracteristicas ap0s imunossupressdo com
corticéide (MacDonald et al., 1980) .

1.9.1 ESPOROTRICOSE REFRATARIA AO TRATAMENTO
ANTIFUNGICO

Esporotricose refrataria ou falha terapéutica € caracterizada por reduzida ou
nenhuma resposta clinica (Rey 2003) apos tratamento regular com antifungicos. A
sua ocorréncia € comum em gatos, como constatado por Pereira et al. (2010), que
obtiveram a cura clinica em apenas 30,8% dos gatos tratados com azdlicos em

doses mais elevadas que a literatura.

Tem sido observado na rotina de atendimento do Laboratério de Pesquisa
Clinica em Dermatozoonoses em Animais Domeésticos (LAPCLIN-DERMZOO)/IPEC
gue lesBes consideradas refratarias ao tratamento antifungico estdo localizadas
principalmente na regido nasal. Por meio de consulta ao banco de dados do

laboratério, verificou-se que 185 gatos com esporotricose foram atendidos no ano de
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2006, em que 93 (50,3%) possuiam lesdo em regido nasal. Dentre esses animais,
21 (22,6%) apresentaram lesdes refratarias de esporotricose na regido nasal.
Portanto, esse foi um sitio que apresentou alta ocorréncia dessas lesdes, 0 que

pode contribuir para o incremento nos riscos de transmissao da doenca.

Pereira et al. (2010) observaram associagdo entre a presenca de sinais

respiratérios na esporotricose felina com a ocorréncia de falha terapéutica e o 6Obito.

2 JUSTIFICATIVA

Na esporotricose felina, ndo sdo conhecidos os fatores preditivos e de
prognostico, as causas da maior frequéncia das lesdes refratarias ao tratamento
antifangico na regido nasal e por que 0s sinais respiratérios, segundo Pereira et al.
(2010), estdo associados a faléncia terapéutica e Obito nesses animais.
Possivelmente, o reduzido aporte sanguineo local e as alteracbes teciduais
associadas a resposta inflamatéria do hospedeiro contra o fungo funcionem como
barreiras para acdo dos antifungicos. Entretanto, ndo foram encontrados estudos
acerca das alteracdes histoldgicas associadas ao fungo S. schenckii na regido nasal
de gatos envolvendo as regides anatbmicas de ponte, plano, fossas nasais e
conchas nasais. A descricdo dessas alteracbes em lesfes sem tratamento
antifangico e em les@es refratarias na regido nasal contribuird para o conhecimento
das caracteristicas e extensdo da reacdo inflamatéria nesse sitio, associada a
intensidade de infeccdo pelo fungo S. schenckii. Portanto, esse estudo podera
prover importantes informacdes para posterior identificacdo das causas das lesdes
refratarias na regido nasal, assim como de fatores preditivos e de progndstico da
esporotricose felina, que possam contribuir para implementacdo de um tratamento

mais eficaz, com intuito de alcancar a cura clinica definitiva.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Descrever as alteracdes anatomopatoldgicas de lesGes de esporotricose na
regido nasal de gatos que ndo receberam tratamento antifingico prévio e de gatos

com lesdes refratarias nesse sitio apds tratamento antifiingico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever o tipo e a intensidade da inflamacéo, os tipos e a frequéncia das
células inflamatoérias envolvidas e a extensao do infiltrado inflamatorio.

e Descrever a forma, a localizacdo e a quantidade de estruturas leveduriformes
de S. schenckii associadas as lesoes.

e Relacionar os sinais clinicos cutaneos, respiratorios e o tempo de duracao
das lesBes dermatolégicas na regido nasal de gatos com as alteracbes
histolégicas e a quantidade de estruturas leveduriformes presentes nesse

sitio.
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4 METODOLOGIA

4.1 DESENHO DO ESTUDO

Estudo descritivo de série de casos.

4.2 CASUISTICA

4.2.1 AMOSTRA

Utilizou-se uma amostra de conveniéncia composta por 50 gatos com lesao
na regido nasal e diagnostico micolégico de esporotricose atendidos no ambulatério
clinico do Laboratorio de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em Animais
Domésticos (LAPCLIN-DERMZOO)/IPEC/FIOCRUZ, no periodo entre 2007 e 2009.
Foram estudados 27 gatos com lesdo na regido nasal sem tratamento, assim como
23 gatos com lesdo na regido nasal refrataria ao tratamento antifangico. Os animais
foram submetidos a biopsia ou a necropsia, de acordo com a evolu¢do do quadro

clinico ou por decisédo do proprietéario.

Os gatos foram dispostos em dois grupos:
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e Grupo I: vinte e sete gatos com lesdo na regidao nasal sem tratamento

antifangico prévio, atendidos pela primeira vez.

e Grupo II: vinte e trés gatos com lesdo na regidao nasal caracterizada como
refrataria. Quinze desses animais estavam em tratamento com itraconazol
(8,3 a 27,7 mg/kg/dia) por periodo minimo de oito semanas e oito animais em
tratamento por combinacdo desse farmaco com aplicacdo intralesional
(Img/kg/aplicacdo) ou subcutanea de anfotericina B (0,5mg/Kg/aplicacéo),
apos falha terapéutica com o uso isolado do itraconazol.

4.2.2 RECRUTAMENTO DE INDIVIDUOS

Os casos foram selecionados a partir da demanda espontanea ou de
encaminhamento médico ao servi¢o, assim como por meio do banco de dados do
LAPCLIN-DERMZOO/ IPEC e consulta aos prontuarios medicos.

4.2.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

e Gatos com isolamento de S. schenckii em cultura a partir de biopsia ou swab
de leséo na regido nasal.

e Presenca de lesdo em regidao nasal.

e |dade entre seis meses e 10 anos nos gatos submetidos a biopsia e ilimitada

nos animais submetidos a eutanasia e necropsiados.
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4.2.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

e Contra-indicacao a realizacdo de biopsia: estado geral comprometido.

4.3 DESENVOLVIMENTO

4.3.1 OBTENCAO DE REGISTROS E DADOS

Os dados foram obtidos por meio de consulta ao banco de dados do
LAPCLIN-DERMZOO e aos prontuarios médicos.

4.3.2 CONSENTIMENTO DE PROCEDIMENTOS

Os animais elegiveis participaram do presente estudo, mediante autorizacéo
expressa pelo proprietario em Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,

conforme apéndice A.

4.3.3 LOCAIS DE REALIZACAO DO ESTUDO
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O estudo foi realizado no Laboratério de Pesquisa Clinica em
Dermatozoonoses de Animais Domeésticos (LAPCLIN-DERMZOO) e também no
Servico de Anatomia Patolégica (SAP)- IPEC/ FIOCRUZ.

4.3.4 PROCEDIMENTOS CLINICOS

4.3.4.1 ATENDIMENTO CLINICO

Os gatos atendidos no ambulatorio do LAPCLIN-DERMZOO com lesbes na
regido nasal suspeitas de esporotricose foram submetidos a exame clinico geral e
dermatolégico. Foram coletadas informacdes sobre o tempo de duracdo das lesbes
nasais; caracteristicas das lesdes nasais (Ulcera, ndédulo, tumoracdo, oclusao);
distribuicdo de lesdes cutaneas corporais: L1 (lesdes em um local), L2 (lesbes em
dois locais ndo contiguos) e L3 (lesbes em trés ou mais locais ndo contiguos); sinais
clinicos extracutaneos respiratérios (espirros, dispnéia, secrecdo nasal); submissao

a terapia antifungica (apéndice D).

4.3.4.1.1 DEFINICAO DE CARACTERISTICAS CLINICAS DAS
LESOES NASAIS, SEGUNDO REY (2003)



23

e Nodulo: Leséo primaria da pele, caracterizada por formacgéo solida, palpavel,

com didametro entre 5 e 10 mm. Pode apresentar Ulcera.

e Tumoracdo: Massa tecidual com diametro maior que 10 mm. Pode apresentar

Ulcera.

e Ulcera: Les&o secundaria da pele ou de superficie mucosa caracterizada por
perda da camada epitelial e de parte das camadas subjacentes em uma area

com ocorréncia de inflamagéo ou necrose.

4.3.4.2 COLETA DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

Animais de ambos o0s grupos foram sedados, apd6s consentimento do
proprietario em termo de autorizagdo. Para tanto, administrou-se uma associagao de
cloridrato de cetamina 10% (10 mg/Kg) e acepromazina 1% (0,2 mg/Kg) por via

intramuscular.

Apoés cuidados de assepsia e anti-sepsia com utilizacdo de alcool 70%,
anestesia local com cloridrato de lidocaina 2% sem vasoconstrictor, os gatos foram
submetidos a biopsia. Foram coletados dois fragmentos de lesdo cutanea localizada
na regiao nasal utilizando-se punch de 3 mm, com a maior profundidade possivel,

para atingir também a derme profunda e o tecido subcutaneo (Marques et al., 1992).

Um fragmento foi acondicionado em solucdo salina estéril e encaminhado
para o Laboratorio de Micologia do IPEC, onde posteriormente foi triturado, semeado
em meio Saboraud e Agar Micobidtico e incubado por quatro semanas para
observacdo de crescimento fangico. Os isolados suspeitos foram subcultivados em
Agar Batata a 25°C e em meio BHI a 37°C, para exames macroscopicos e
microscopicos (Schubach et al., 2003). O outro fragmento foi fixado em formol a 10%

e encaminhado ao SAP-IPEC para realizacdo do exame histopatoldgico.

Alguns gatos foram submetidos ao procedimento de eutanasia na rotina de

atendimento, por impossibilidade de tratamento ou por faléncia terapéutica. Para
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tanto, os animais foram sedados conforme procedimento supracitado, e em seguida
foi administrada uma superdosagem de tiopental sédico por via intravenosa. Esses
animais foram necropsiados e toda a regido nasal abrangendo ponte, plano,
vestibulo, mucosa respiratéria e conchas nasais foi coletada com auxilio de serra. A
obtencdo desse material destinou-se a um exame macroscopico e microscopico
mais amplo que a biopsia, que possibilitasse a verificacdo de envolvimento 6sseo ou
de mucosas. Esse material coletado foi fixado em formol a 10% e também

encaminhado para o SAP-IPEC para realizacao de exame histopatoldgico.

4.3.4.3 EXAME HISTOPATOLOGICO

As amostras de tecido coletadas em biopsia e necropsia e fixadas em formol
a 10% foram processadas de acordo com as técnicas usuais para inclusdo em
parafina, seccionadas por um microtomo de 5 um e processadas pelas técnicas de
hematoxilina-eosina (HE), de Acido Periddico de Schiff (PAS) e de impregnac&o pela
prata de Grocott (Behmer et al., 1976). A avaliacdo do material foi realizada por dois

observadores distintos e de forma cega em relacdo aos grupos de estudo.

Todos os campos de visualizacdo em todas as secc¢les histologicas foram

percorridos e avaliados.

4.3.4.3.1 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA POR HE

De acordo com Miranda et al. (2009) o infiltrado inflamatério foi classificado

como granulomatoso quando havia células ativadas do sistema fagocitico
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mononuclear formando agregados compactos ou corddes intersticiais abundantes.
Além disso, a presenca de leucocitos polimorfonucleares no infiltrado

granulomatoso, designou-0 como supurativo e sua auséncia como néo- supurativo.

Quanto a presenca de granulomas, estes foram classificados como bem
organizados quando apresentavam limites bem definidos e predominancia de células
epitelidides; e como mal organizados quando fossem mal delimitados e/ou houvesse

predominio de macrofagos.

O infiltrado que ndo contivesse caracteristicas do tipo granulomatoso foi

denominado como inespecifico.

Segundo a distribuicdo, o infiltrado foi classificado como: difuso, nodular,

perivascular, perifolicular ou intersticial.

A intensidade do infiltrado inflamatorio foi classificada como ausente, leve a
moderada ou acentuada. Ademais, o0s tipos celulares encontrados foram descritos
assim como as suas intensidades. As intensidades dos tipos celulares e do infiltrado
inflamatorio foram categorizadas baseando-se em Lei et al. (1993), com
modificacdes, sendo a quantificacdo celular realizada em um campo de 40x (high
power field) na area da lesdo. Foi adotada a seguinte categorizacdo: ausente; leve a

moderada, quando entre uma e 30 células; acentuada, quando acima de 30 células.

4.3.4.3.2 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA POR IMPREGNACAO
PELA PRATA DE GROCOTT E POR PAS

Essas técnicas foram utilizadas para identificacdo de estruturas
leveduriformes sugestivas de S. schenckii presentes nos cortes histolégicos e para

sua descricdo morfologica.

Além disso, empregou-se a técnica de PAS na localizacdo dessas estruturas
leveduriformes e sua quantificacdo foi realizada por meio da impregnacao pela prata

de Grocott. A intensidade da infec¢éo foi categorizada da seguinte forma, segundo
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Miranda et al. (2009): ausente, leve a moderada, quando entre uma e 25 estruturas
leveduriformes por corte histologico; acentuada, quando acima de 25 estruturas

leveduriformes por corte histolégico.

4.4 ASPECTOS ETICOS

O presente projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA), sob o numero de protocolo P-0482/08.

4.5 ANALISE DOS DADOS

No apéndice D, observam-se todos os dados coletados e armazenados em
banco de dados informatizado EPIDATA versdo 3.1 e exportados posteriormente

para o programa SPSS versao 11.0 para analise estatistica.

Utilizou-se a descricdo das frequéncias nas variaveis categoricas e das
medidas-resumo (mediana, minimo e maximo) na variavel continua tempo de

duracédo de lesdes dermatoldgicas.

Na verificacdo de associacdo entre variaveis categoricas foi empregado o
teste qui-quadrado de Pearson. No caso de tabelas formadas por duas linhas e duas

colunas ou com contagens menores que 5, utilizou-se o teste exato de Fisher.

P-valores<0,05 indicaram associacdes estatisticamente significantes.
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO CLINICA

Estado geral inicial considerado bom foi o mais frequente e ocorreu em 12
(44,4%) gatos do grupo | e em 16 (69,6%) do grupo Il. O restante apresentou-se
como regular ou péssimo. No grupo IlI, cinco casos que apresentavam estado geral
bom no primeiro atendimento foram submetidos a necropsia posteriormente, com
piora do quadro clinico geral.

A distribuicéo inicial de lesbes foi classificada como L1 em quatro (14,8%)
casos, L2 em seis (22,2%) e L3 em 17 (63,0%) no grupo I. No grupo Il, dez (43,5%)
eram L1, trés L2 (13,0%) e outros dez L3 (43,5%). Ademais, no grupo lIl, oito casos
com distribuicdo inicial L2 ou L3 evoluiram para distribuicdo L1, com lesdo apenas
na regido nasal; os demais continuavam apresentando lesdes em mais de dois
sitios.

Na pele nasal dos casos do grupo I, nodulos ocorreram em dez (37,0%),
tumoracéo em seis (22,2%) e ulceras ocorreram em 20 (74,1%). No grupo Il, nédulos
foram observados em nove (39,1%), tumoracdo em seis (26,1%) e Ulceras em 12
(52,2%) casos.

Os tipos de lesdo na regido nasal estéo ilustrados nas figuras 1A a 1D.

Lesbes somente em regido de pele de plano ou ponte nasal ocorreram em
dez (37,0%) casos do grupo | e em 12 (52,2%) no grupo |lI.

Lesbes em pele e lesdes oclusivas em mucosa da regido nasal foram
verificadas concomitantemente em 17 (63,0%) casos no grupo | e em 11 (47,8%) do
grupo Il, respectivamente. Lesdo somente na mucosa da regido nasal nao foi

observada em ambos os grupos.
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Figura 1: Gatos domésticos com esporotricose. A) Gato sem tratamento antifingico
com extensa tumoracdo ulcerada na regido nasal. B) Gato sem tratamento
antifangico. Ulceracdo extensa e profunda na regido nasal. C) Gato com
esporotricose refrataria. Nodulo (seta) na ponte nasal. D) Gato sem tratamento
antifangico. Lesdo parcialmente oclusiva em mucosa nasal (seta azul) e leséo

ulcerada recoberta por crosta em plano nasal (seta amarela).
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Espirros foram verificados em 12 (44,4%) e em 15 (65,2%) gatos, dos grupos
| e Il respectivamente. Assim como, dispnéia em 14 (51,9%) e em nove (39,1%),
nessa mesma ordem. Secrecéo nasal foi verificada em trés casos do grupo | (11,1%)
e em trés (13,0%) do grupo Il.

A avaliacdo clinica dos animais pertencentes ao grupo II, tratados por
monoterapia com itraconazol e dos tratados por associacdo de itraconazol e
anfotericina B estd demonstrada na tabela 1.

Tabela 1: Avaliag&o clinica de oito gatos com esporotricose nasal refrataria (grupo I1)

em tratamento com itraconazol isoladamente ou associado a aplicacdo de

anfotericina B.

Avaliacdo clinica de gatos Categoria Itraconazol Itraconazol +
com esporotricose nasal (N=15) anfotericina B
refrataria (N=8)
n n
Estado geral Bom 11 5
Regular ou 4 3
péssimo
Distribuicéo de lesbes L1 8 2
cutaneas corporais
L2 2 1
L3 5 5
Tipo de lesdo nasal Nodulo 6 3
Tumor 4 2
Ulcera 9 3
Localizag&o de les&o nasal Apenas em pele 9 3
Apenas em - -
Mucosa
Pele e mucosa 6
Sinais extracutdneos Dispnéia 5 4
respiratorios
Espirros 9 6
Secregédo nasal 1 2

O tempo mediano de duracdo das lesBes dermatoldgicas associadas a
esporotricose foi de 10 semanas, com minimo de duas e maximo de 48 semanas no
grupo I. No grupo Il a mediana desse tempo foi de 36 semanas, com minimo de 10

e maximo de 152 semanas.
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5.2 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

5.2.1. PELE, TECIDO SUBCUTANEO E MUSCULATURA ESTRIADA
ESQUELETICA SUBJACENTE.

5.2.1.1 EXTENSAO DAS LESOES ASSOCIADAS AO FUNGO S.
SCHENCKII

Considerando os 50 animais submetidos a necropsia ou biopsia, a extensao
das lesdes com presenca de estruturas leveduriformes do fungo S. schenckii em
pele, tecido subcutdneo e musculatura estriada esquelética subjacente encontra-se

na Tabela 2.

Tabela 2. Extensao das lesdes com presenca de estruturas leveduriformes do fungo
S. schenckii em pele, tecido subcutaneo e musculatura estriada esquelética

subjacente na regido nasal de 50 gatos pertencentes aos grupos | e Il.

Tecidos com lesdo associada a S. Grupo | (%) Grupo Il (%)
schenckii (n=27) (n=23)

Derme superficial 26 96,3 19 82,6
Derme profunda 26 96,3 17 74,0
Tecido subcutaneo 19 70,4 12 52,2

Musculatura estriada esquelética 17 63,0 5 21,7
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Considerando os oito casos de tratamento por combinagédo de itraconazol e
anfotericina B no grupo Il, todos apresentaram lesdo em derme superficial nasal e
sete em derme profunda, quatro casos em tecido subcutaneo e dois em musculatura

estriada esquelética.

Miosite piogranulomatosa com degeneragdo de fibras associada a S.
schenckii na musculatura esquelética subjacente a pele, pode ser observada na

figura 2B.

5.2.1.2 CARACTERIZACAO DO INFILTRADO INFLAMATORIO E
DESCRICAO DAS LESOES NA PELE NASAL

No grupo | (n=27), o infiltrado granulomatoso supurativo ocorreu na pele de
todos os 27 casos avaliados (100,0%). Quanto a distribuicdo celular no infiltrado
granulomatoso, foram encontrados: 21 (77,8%) do tipo difuso, quatro (14,8%) do tipo
nodular e dois (7,4%) do tipo intersticial. No grupo Il (n=23), o infiltrado
granulomatoso supurativo ocorreu em 19 (82,6%) casos, sendo sete destes tratados
por associacdo entre itraconazol e anfotericina B. Infiltrado inespecifico com
distribuicdo celular intersticial foi observado em um (4,3%) caso de tratamento
associado, com presenca de neutrofilos, plasmdcitos e linfocitos, e auséncia de
alteracdes microscopicas relevantes ocorreu em trés (13,0%) outros casos
refratarios. No infiltrado granulomatoso, distribuicdo celular difusa ocorreu em 15
casos (65,2%), nodular em trés (13,0%) e intersticial em um (4,3%) caso tratado por
associacao entre itraconazol e anfotericina B. Os demais casos (n=7) tratados por

meio dessa combinacédo apresentaram distribuicao difusa.

As frequéncias dos tipos de granulomas, da diferenciacdo predominante das
células do sistema fagocitico mononuclear (SFM) no infiltrado granulomatoso, da
presenca de células gigantes e das intensidades do infiltrado inflamatdrio nos gatos

de ambos o0s grupos encontram-se na Tabela 3. Foi constatada diferenca
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estatisticamente significativa entre a ocorréncia de granulomas mal organizados e os

grupos (p=0,014).

Tabela 3. Frequéncias dos tipos de granulomas, da diferenciacdo predominante das
células do SFM no infiltrado granulomatoso e das intensidades do infiltrado
inflamatério na derme de gatos com esporotricose sem tratamento antifangico prévio

(grupo 1) e de gatos com esporotricose apresentando lesdes refratarias (grupo II).

Variavel Categoria Grupo | Grupoll p-valor*
(N=27) (N=23) (teste exato de
n (%) n (%) Fisher)
Organizagéo do Bem organizado 2 7.4 5 21,7 0,225
granuloma Mal organizado 25 926 14 60,9 0,014
Diferenciacdo Macrofagos 21 77,8 11 47,8 0,214
predominante de
células do SFM no , Lo
Células epitelidides 6 22,2 8 34,8
granuloma
Intensidade do Ausente - - 3 13,0 0,083
infiltrado Leve a moderada 3 11,1 4 17,4
inflamatorio
Acentuada 24 88,9 16 69,6
*p- valor <0,05 na indicacéo de significancia estatistica.
No grupo Il, considerando 0s casos tratados por associacdo entre

itraconazol e anfotericina B (n=8), granulomas bem organizados ocorreram em trés
casos. Quanto a diferenciacdo predominante das células do SFM, quatro casos
apresentaram predominancia de macréfagos e o0s outros quatro de células
epitelidides. Em apenas um caso observou-se intensidade acentuada do infiltrado
inflamatorio, enquanto os demais apresentavam intensidade leve a moderada.

A organizacao do granuloma encontra-se ilustrada nas figuras 2A e 2C.

Neutréfilos dispersos na derme foram observados em todos os casos com
infiltrado granulomatoso supurativo ou inespecifico em ambos os grupos. Esses

leucdcitos polimorfonucleares estavam localizados no centro de granulomas bem
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organizados quando presentes e formavam microabscessos em 11 (40,7%) casos
do grupo | e em oito (34,8%) do grupo I, sendo trés destes casos correspondentes

ao tratamento por associacdo de farmacos.

Outras células inflamatérias presentes na derme foram linfocitos e
plasmadcitos distribuidos em regido perifolicular, perivascular, entre fibras de
coldgeno e ao redor de granulomas bem organizados. Mastécitos também foram

visualizados na derme da ponte nasal, porém com intensidade leve a moderada.

A intensidade de cada tipo celular presente no infiltrado inflamatoério
granulomatoso encontra-se na Tabela 4. N&o foi verificada diferenca
estatisticamente significativa entre a intensidade de cada tipo celular e a

diferenciacao de fagocitos predominante no granuloma.
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Tabela 4. Intensidade de cada tipo de célula inflamatéria presente no infiltrado
granulomatoso da derme da regido nasal, relacionada ao tipo predominante de
diferenciacdo de fagdcitos no granuloma nos gatos com esporotricose sem
tratamento antifingico (grupo I) e nos gatos com esporotricose apresentando lesbes

refratarias (grupo II).

Tipo predominate de diferenciagéo de fagdcitos no
Tipo celular  Intensidade

granuloma
(n=46) * Macrofagos Células epitelidides
Grupol Grupoll Grupol Grupoll
(n=21) (n=11) (n=6) (n=8)

NI Ausente - - - -
Leve a moderada 1 2 1 -
Acentuada 20 9 5 8

PI Ausente - - - -
Leve a moderada 6 3 1 -
Acentuada 15 8 5 8

LI Ausente - 1 - 1
Leve a moderada 9 3 2 1
Acentuada 12 7 4 6

Ml Ausente - - - 1
Leve a moderada 1 3 2 3
Acentuada 20 8 4 4

El Ausente 16 6 - -
Leve a moderada 5 4 1 -
Acentuada - 1 5

CGl Ausente 7 5 1
Leve a moderada 14 6 5 2
Acentuada - - - -

NI=Neutrdéfilos no Infiltrado; Pl=Plasmdcitos no Infiltrado; LI=Linfécitos no Infiltrado; MI=Macréfagos
no Infiltrado; El=Células epitelidides no Infiltrado; CGI= Células Gigantes no Infiltrado

*Corresponde apenas aos casos com infiltrado inflamatério do tipo granulomatoso.
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Foi observada diferenca estatisticamente significativa entre a presencga de
células gigantes e os grupos de estudo (p=0,022), com ocorréncia de 70,4% no

grupo |I.

A intensidade de cada tipo de célula inflamatéria no infiltrado granulomatoso
da derme da regido nasal, relacionada ao tipo predominante de diferenciacdo de
fagOcitos nos gatos com esporotricose pertencentes ao grupo |l tratados por
monoterapia com itraconazol e nos gatos tratados por combinacdo de itraconazol e

anfotericina B encontra-se na tabela 5.
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Tabela 5: Intensidade de cada tipo de célula inflamatéria presente no infiltrado
granulomatoso da derme da regido nasal, relacionada ao tipo predominante de
diferenciacdo de fagolcitos no granuloma nos gatos com esporotricose nasal
refrataria (grupo Il) em tratamento com itraconazol isoladamente ou por combinacao

deste com aplicacéo de anfotericina B.

Tipo predominate de diferenciagéo de fagdcitos no
Tipo celular  Intensidade

granuloma
(n=19) * Macrofagos Células epitelidides
Itraconazol Itraconazol + Itraconazol Itraconazol +
(n=8) anfoterina B (n=4) anfoterina B
(n=3) (n=4)

NI Ausente - - - -
Leve a moderada 1 1 - -
Acentuada 7 2 4 4

Pl Ausente - - - -
Leve a moderada 2 1 - -
Acentuada 6 2 4 4

LI Ausente 1 - 1 -
Leve a moderada 1 2 1 -
Acentuada 6 1 2 4

Ml Ausente - - 1 -
Leve a moderada 2 1 2 1
Acentuada 6 2 1 3

El Ausente 5 1 - -
Leve a moderada 3 1 - -
Acentuada - 1

CGl Ausente 4 1
Leve a moderada 4 2 1 1
Acentuada - - - -

NI=Neutrdéfilos no Infiltrado; Pl=Plasmdcitos no Infiltrado; LI=Linfécitos no Infiltrado; MI=Macréfagos
no Infiltrado; El=Células epitelidides no Infiltrado; CGIl= Células Gigantes no Infiltrado

*Corresponde apenas aos casos com infiltrado inflamatoério do tipo granulomatoso.
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Outras alteragBes histoldgicas presentes na pele podem ser observadas na

Tabela 6.

Tabela 6: Outras alteracGes histologicas na pele da regido nasal de gatos com

esporotricose sem tratamento (grupo I) e em gatos com esporotricose refrataria

(grupo I1).

AlteracOes histolégicas na pele Grupo | Grupo Il
(N=27) (N=23)
n (%) n (%)
Ulcera 19 70,4 10 43,5
Degeneracao de colageno 23 85,2 16 69,6
Hemorragia 17 63,0 11 47,8
Fibrose 1 3,8 4 17,4

Nos animais do grupo Il submetidos ao tratamento por associacdo (n=8),
observou-se Ulcera em um caso, degeneracdo de colageno em cinco, hemorragia
em quatro e fibrose em dois casos. A ocorréncia de fibrose encontra-se ilustrada na

figura 2D.
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Figura 2: Esporotricose felina. Regido nasal. A) Caso refratario. Leséo
piogranulomatosa rica em estruturas leveduriformes fagocitadas por macréfagos na
derme superficial (seta). HE (objetiva 40x). B) Caso refratario. Miosite cronica e
degeneracao de fibras musculares esqueléticas subjacentes ao tecido subcutaneo e
presenca de estruturas leveduriformes. PAS (objetiva 10x). C) Caso refratario.
Granuloma bem organizado supurativo e infiltrado piogranulomatoso na derme
profunda. PAS (objetiva 40x). D) Caso refratario. Fibrose limitada por tecido

conjuntivo e células mononucleares. HE (objetiva 40x).



39

5.2.2 DEMAIS TECIDOS DA REGIAO NASAL

5.2.2.1 EXTENSAO DAS LESOES ASSOCIADAS AO FUNGO S.
SCHENCKII

Considerando somente os 23 gatos submetidos a necropsia, 14 do grupo | e
nove do grupo I, a extenséo das lesées com presenca de estruturas leveduriformes
do fungo S. schenckii nos demais tecidos da regido nasal além da pele encontram-

se na Tabela 7.

Tabela 7. Extensao das lesdes com presenca de estruturas leveduriformes do fungo
S. schenckii em cartilagem hialina, mucosa do vestibulo, mucosa respiratéria,
mucosa das conchas nasais e tecido 6sseo da regido nasal dos 23 gatos

necropsiados pertencentes aos grupos | e 1.

Tecidos com lesdo associadaa S. Grupo | (%) Grupo Il (%)
schenckii (n= 14) (n=9)
*Cartilagem hialina 3 21,4 4 44,4
Mucosa do vestibulo 14 100,0 9 100,0
Mucosa respiratéria 7 50,0 4 44,4
Mucosa das conchas nasais 6 42,8 3 33,3
Tecido 6sseo 6 42,8 3 33,3

*Cartilagem hialina de sustentacao do vestibulo e area respiratoria.

Nos animais tratados por associacéo entre itraconazol e anfotericina B, lesdes
com presenca de S. schenckii em regido nasal estenderam-se para: vestibulo (n=3),

cartilagem (n=1), mucosa respiratoria (n=2) e conchas (n=1).
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5.2.2.2 DESCRICAO DAS LESOES

Na mucosa do vestibulo, respiratéria e das conchas nasais foi possivel
observar ulceracdo e presenca de infiltrado inflamatério granulomatoso supurativo
de intensidade leve a acentuada na lamina propria. Essa camada encontrava-se
espessada, promovendo a ocluséo parcial das narinas e apresentava destruicao de
glandulas mistas (figuras 3B e 3C), areas de hemorragia e microabscessos.

A frequéncia das alteracbes na mucosa da regido nasal em gatos
necropsiados dos grupos | e Il encontra-se na Tabela 8.

Tabela 8: Frequéncia das alteracdes histologicas presentes em mucosa nhasal de
gatos com esporotricose necropsiados sem tratamento (grupo 1) e de gatos com

esporotricose refrataria (grupo ).

Alteracbes em mucosa nasal Vestibulo Mucosa Conchas nasais

(N=23) respiratoria

Grupo |l Grupoll Grupol Grupoll Grupol Grupoll
(n=14) (n=9) (n=7) (n=4) (n=6) (n=3)

Ulcera de epitélio 12 9 5 3 6 2
Espessamento 13 4 6 3 5 -
Destruicéo de glandulas mistas 11 6 4 4 3 1
Abscesso 5 5 - 2 3 2
Hemorragia 5 3 1 1 1 -

Trés animais pertencentes ao grupo Il submetidos ao tratamento por
associacdo medicamentosa foram submetidos a necropsia. Observou-se no
vestibulo nasal: Ulcera (n=3), espessamento (n=3) e abscessos (n=2). Na mucosa
nasal também ocorreram Ulcera (n=1) e espessamento (n=1). Destruicdo de
glandulas mistas em conchas nasais ocorreu em um caso.

Na cartilagem hialina, areas de degeneracao foram observadas (figura 3A).
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No tecido 6sseo, osteomielite com infiltrado granulomatoso supurativo de
intensidade leve a acentuada e areas de ostedlise foram observados (figuras 3D a
3F).
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Figura 3: Esporotricose felina. Regido nasal. A) Caso sem tratamento. Mucosa do vestibulo.
Destruicdo de cartilagem hialina e presenca de estruturas leveduriformes sugestivas de S.
schenckii. PAS (objetiva 40x). B) Caso refratario. Mucosa do vestibulo. Lamina prépria
espessada (lado direito) e normal (lado esquerdo) com acentuado infiltrado inflamatorio e
destruicdo de glandulas mistas. HE (objetiva 10x). C) Caso sem tratamento. Mucosa do
vestibulo. Espessamento da lamina propria com intensidade acentuada de estruturas
leveduriformes sugestivas de S. schenckii (seta zul). Glandulas mistas (seta amarela).
Cartilagem hialina (seta preta). PAS (objetiva 20x). D) Caso sem tratamento. Mucosa
respiratoria (M). Lise de tecido 6sseo (seta azul) e intensidade acentuada de estruturas
leveduriformes sugestivas de S. schenckii. PAS (objetiva 10x). E) Caso refratario. Tecido
0sseo da regido nasal. Osteomielite. PAS (objetiva 10x). F) Caso sem tratamento. Tecido
0sseo da regido nasal. Abundantes estruturas leveduriformes sugestivas de S. schenckii em
medula 6ssea. PAS (objetiva 10x).
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5.2.3 FREQUENCIA, MORFOLOGIA, INTENSIDADE E LOCALIZACAO
DAS ESTRUTURAS LEVEDURIFORMES DE S. SCHENCKII

5.2.3.1 FREQUENCIA

Estruturas leveduriformes de S. schenckii foram observadas em 26 (96,3%)
casos no grupo | e em 18 (78,3%) do grupo II, incluindo um caso de infiltrado

inespecifico e outro sem alteracdes histologicas, nos casos refratarios.

No grupo IlI, seis casos com presenca de estruturas leveduriformes
correspondiam ao tratamento por associacdo farmacolOgica entre itraconazol e

anfotericina B.

5.2.3.2 MORFOLOGIA E INTENSIDADE DE INFECCAO

Foram observadas formas arredondadas com ou sem brotamento em forma
de clava, em charuto, hifas e formas atipicas em ambos os grupos (figuras 4A a 4D).
As formas atipicas encontradas, presentes em ambos 0s grupos foram: estruturas
leveduriformes com dois ou multiplos brotamentos (figura 4B) e estruturas
leveduriformes de grande tamanho e parede celular deformada (figura 4C). N&o
foram observados corpos asteréides em ambos o0s grupos de estudo.

As intensidades de infeccdo e frequéncias das diferentes formas de estruturas
leveduriformes encontradas em gatos do grupo | e do grupo Il, encontram-se na
Tabela 9. Foi observada diferenca estatisticamente significativa entre a presenca de
estruturas leveduriformes com brotamento e os grupos (p=0,017) e entre a presenca

de hifas e os grupos (p=0,019).
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Figura 4: Esporotricose felina. Regido nasal. A) Caso sem tratamento. Derme
nasal. Estruturas leveduriformes arredondadas com unibrotamentos (ponta de seta
vermelha) e em forma de charuto (ponta de seta azul) sugestivas de S. schenckii.
Impregnacdo pela prata de Grocott (objetiva 100x). B) Caso sem tratamento.
Derme nasal. Formas atipicas de estruturas leveduriformes sugestivas de S.
schenckii com mudltiplos brotamentos (ao centro). Impregnacdo pela prata de
Grocott (objetiva 100x). C) Caso refratario. Forma atipica de estrutura
leveduriforme sugestiva de S. schenckii de grande tamanho no centro de um
microabscesso em derme nasal (seta). PAS (objetiva 100x). D) Caso refratario.
Hifa septada (seta vermelha) e estruturas leveduriformes arredondadas com
unibrotamentos (seta azul) e em forma de charuto sugestivas de S. schenckii em

derme nasal. Impregnacgéo pela prata de Grocott (objetiva 100x).
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5.2.3.3 LOCALIZACAO

No grupo |, estruturas leveduriformes intracelulares foram visualizadas em
macréfagos (77,7%; n=21), em neutréfilos (48,1%; n=13), em células gigantes
(26,0%; n=7) e em osteoclastos (14,8%; n=4). No grupo IlI, também foram
observadas em macréfagos (43,5%; n=10); neutrofilos (39,1%; n=9), células
gigantes (21,7%; n=5) e osteoclastos (4,3%; n=1) (figuras 5A a 5D). Considerando
apenas 0s casos tratados por associacdo farmacoldgica no grupo Il, estruturas
leveduriformes foram encontradas em macréfagos (n=3), neutréfilos (n=3) e em
células gigantes (n=1).

Nos casos do grupo |, brotamentos em estruturas leveduriformes foram
observados em macréfagos (n=12), células gigantes (n=3), neutrofilos (n=3) e
osteoclastos (n=2). No grupo Il, também em macréfagos (n=7), células gigantes
(n=3) e neutréfilos (n=1). Em relacdo aos animais tratados por associacao
farmacologica, brotamentos em estruturas leveduriforimes foram observados em
macrofagos (n=3) e em neutrofilos (n=1).

Estruturas leveduriformes extracelulares ocorreram no interior de
microabscessos em cinco casos do grupo | e em quatro do grupo I, sendo dois
casos relacionados aos animais tratados por associacdo. Essas estruturas foram
observadas no centro de granulomas bem organizados em um caso do grupo | e em
trés do grupo Il, todos estes pertencentes aos casos de tratamento associado.
Estruturas fangicas livres no meio extracelular foram observadas em crostas sobre a
epiderme, dispersas no infiltrado inflamatério e também no muco produzido por
células caliciformes da mucosa respiratoria.

Ademais, houve associacao entre a intensidade de estruturas leveduriformes
e a presenca de granulomas bem organizados no grupo Il (p=0,026), com 50,0% de

intensidade leve a moderada e auséncia de intensidade acentuada.

As frequéncias de estruturas leveduriformes intracelulares e extracelulares

encontram-se na Tabela 9.
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Figura 5: Esporotricose felina. Regido nasal. A) Caso sem tratamento. Estruturas
leveduriformes sugestivas de S. schenckii com unibrotamento, fagocitadas por
macrofagos na derme profunda (seta). PAS (objetiva 100x). B) Caso refratario.
Estruturas leveduriformes sugestivas de S. schencki com unibrotamento,
fagocitadas por células gigantes (seta). PAS (objetiva 100x). C) Caso refratéario.
Estrutura leveduriforme arredondada no centro de granuloma bem organizado
supurativo na derme profunda (seta). PAS (objetiva 100x). D) Caso sem tratamento.
Estruturas leveduriformes sugestivas de S. schenckii com unibrotamento,

fagocitadas por osteoclasto em tecido 6sseo (seta). PAS (objetiva 100x).
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Tabela 9. Intensidades, formas e localizacdo das estruturas fangicas em tecidos da

regido nasal de gatos com esporotricose sem tratamento (grupo |) e em animais com

esporotricose refratéria (grupo II).

Estruturas Categoria Grupol (%) Grupoll (%) p-valor*
fangicas (N=27) (N=23) (teste exato
de Fisher)
Intensidade  Ausente 3,7 21,7 0,050
Leve a moderada 8 29,6 34,8
Acentuada 18 66,7 10 43,5
Forma Arredondada 14 52,0 12 52,8 0,528
predominante Charuto 3 11,1 4 17,4
Sem predominio 33,3 8,7
Com brotamento 22 81,5 11 47,8 0,017
Hifas 2 7,4 30,4 0,019
Conidios - - 8,7
Localizacéo Intracelular 18 66,7 26,1 0,053
predominante Extracelular 18,5 10 435
Sem predominio 11,1 2 8,7

*p- valor <0,05 na indicacao de significancia estatistica

Dentre os oito casos pertencentes ao grupo |l tratados por associacao de

itraconazol com anfotericina B, houve intensidade leve a moderada de estruturas

leveduriformes em quatro, acentuada em dois casos e ausente em dois outros

casos. Forma predominantemente arredondada foi visualizada em todos os casos

com presenca dessas estruturas, com brotamentos em trés casos. Hifas foram

observadas apenas em um caso. Houve predominio de estruturas fangicas no meio

intracelular em trés casos e no meio extracelular nos outros trés.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, gatos com esporotricose nasal sem tratamento
antifingico e outros refratarios a terapia antifingica foram submetidos a avaliacdo
clinica e histopatolégica, com o intuito de descrever as alteracdes

anatomopatoldgicas na regido nasal.

A frequéncia de sinais respiratorios foi elevada nos dois grupos. Espirros
foram considerados os sinais respiratérios mais frequentes nos felinos acometidos e
associados a presenca de lesdo em mucosa nasal, conforme relatos prévios
(Schubach T et al., 2004; Leme et al., 2007; Pereira et al., 2010). Ademais, a
elevada ocorréncia nos casos refratarios corrobora com os achados de Pereira et al.
(2010) que associam os sinais respiratorios a falha terapéutica e 6bito em gatos com
esporotricose.

O tempo de duracdo das lesbes dermatologicas observado nos casos de
esporotricose refrataria estudados foi maior do que o tempo verificado por Schubach
T et al. (2004) em gatos com esporotricose tratados, com presenca ou néo de leséo
nasal, com mediana de oito semanas (variacdo de uma a 128 semanas). A longa
evolucdo nos casos refratarios com presenca de lesGes ativas, mesmo durante o
tratamento, refletem a cronicidade do processo infeccioso e a alta ocorréncia da
persisténcia de lesdes na regido nasal. No entanto, nesta pesquisa, 0 tempo
mediano de duracdo de leses nos animais sem tratamento foi semelhante aos

relatos desses autores.

Nos casos avaliados, a esporotricose nasal felina foi classificada como
granulomatosa supurativa na maioria dos casos. O infiltrado inflamatério foi
composto  principalmente por fagocitos mononucleares e por células
polimorfonucleares, como descrito por outros autores em lesfes cutaneas
associadas a essa micose de sitios diversos em felinos (Dunstan et al., 1986a,b;
Schubach et al., 2003, 2004; Crothers et al., 2009), em cdes (Schubach et al., 2006;
Miranda et al., 2009), camundongos e seres humanos (Gadelha; Talhari, 1982;

Hiruma et al., 1988; Hiruma et al., 1992). Semelhantemente, ao descrito por
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Miranda et al. (2009) em cées, a distribuicdo do infiltrado celular mostrou-se

predominantemente difusa em ambos 0s grupos.

Neste estudo, verificou-se uma frequéncia reduzida de granulomas bem
organizados nos animais sem tratamento, semelhantemente aos relatos de
Schubach et al. (2004) em 90 gatos tratados, com uma frequéncia de 12,2%.
Entretanto, nesta pesquisa, os granulomas bem organizados e a presenca de
células epitelidides foram mais frequentes nos casos refratarios, possivelmente
devido a maior cronicidade do processo infeccioso e ao amadurecimento dos
granulomas, concordando com Miranda et al. (2009). O tempo para formacgédo e
permanéncia de granulomas varia de acordo com o estado imunoldgico do
hospedeiro, mas também com a persisténcia do estimulo promovido pelo agente
(Adams et al., 1976; Hirsh; Johnson, 1984a), com o intuito de constituir uma barreira
de contencdo aos fungos (Hiruma et al., 1992). Ademais, a reducdo da carga
parasitaria pelo antifingico pode ter contribuido para uma resposta imunologica
celular mais eficiente.

A intensidade do infiltrado inflamatorio acentuada predominou, com elevada
frequéncia em ambos 0s grupos. A auséncia de alteragcbes microscopicas em trés
animais do grupo I, provavelmente esteve associada a melhor acdo do antifingico
ou a melhor resposta imunolégica do hospedeiro nesses casos especificos.
Adicionalmente, nos casos avaliados houve predominio de diferenciagdo em
macrofagos e presenca de granulomas mal organizados, inclusive nos casos
refratarios, o que demonstra desenvolvimento de resposta inflamatoria, porém

ineficiente.

Em ambos os grupos de estudo, neutrdfilos, linfécitos, plasmadcitos e
macrofagos apresentavam elevada frequéncia e intensidades acentuadas, tanto nos
casos de diferenciacdo predominante dos fagoécitos em macréfagos ou células
epitelidides. Gadelha e Talhari (1982) afirmaram que a presenca de neutréfilos
caracteriza um achado importante na esporotricose. Esses leucocitos
polimorfonucleares atuam principalmente nas fases iniciais da esporotricose;
posteriormente, macréfagos sdo recrutados e ativados por linfocitos T (Miyagi;
Nishimura, 1982) para um mecanismo de defesa mais eficaz. Ademais, frequéncia

elevada de células epitelidides com intensidade acentuada foi maior nos casos
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refratarios com maior formagdo de granulomas bem organizados, indicando uma

resposta mais eficaz.

Células gigantes foram observadas com elevada frequéncia em ambos 0s
grupos, principalmente nos casos sem tratamento, ao contrario de outros estudos de
esporotricose em gatos e em outras espécies que relatam raridade dessas células
(Werner et al., 1971; Hiruma et al., 1988; Miranda et al., 2009). De acordo com Hirsh
e Johnson (1984a), a presenca ou auséncia de células gigantes no infiltrado ndo

deve ser utilizada como critério diagnéstico.

A elevada ocorréncia de hemorragia e Ulcera em ambos os grupos pode estar
relacionada a vasodilatacdo ou a neovasculariza¢do do processo inflamatério, como
também a traumas no local, o que é muito comum. Relata-se que em cées e gatos,
lesdes nodulares caracteristicas geralmente evoluem para ulceracdo (Schubach T et
al., 2004, 2006). White (1994) descreve ulceracdo no plano nasal como o principal
motivo de demanda por atendimento veterinario acerca desse sitio em gatos, o que
ressalta a importancia do diagnoéstico diferencial. No presente estudo, também foi

possivel observar esta ocorréncia em regido de mucosa.

Fibrose ocorreu com uma baixa frequéncia nos dois grupos. Portanto, ndo
esteve relacionada a falha terapéutica isoladamente, contrariando Malik et al. (2004),
gue relatam que a dificuldade de acdo de medicamentos antifUngicos em gatos
poderia estar relacionada a esta ocorréncia. Adicionalmente, Lurie (1963) reporta
gue a fibrose geralmente ocorre em lesbes de evolucdo mais avancada, o que
corrobora com o0s casos estudados, onde essa alteracdo foi mais frequente nas

lesdes refratarias.

A alta frequéncia de degeneracdo de coldgeno em ambos o0s grupos no
granuloma pode estar relacionada a intensa reacdo inflamatéria local. Gadelha e
Talhari (1982) consideram um achado comum no infiltrado misto relacionado a

esporotricose.

Em ambos os grupos, a elevada ocorréncia de lesbes associadas a S.
schenckii em derme profunda, tecido subcutaneo, musculatura esquelética, mucosas
da regido nasal, que se estendiam até as conchas nasais e tecido 0sseo
demonstram que as alteracdes patologicas foram profundas, ao contrario dos relatos

de Malik et al. (2004). Segundo esses autores, a esporotricose nasal felina
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apresenta uma invaséao local e mais superficial, relacionada a inoculagao trauméatica
do fungo com auséncia de sinais clinicos nasais. No presente trabalho, as lesbes
ocorreram com maior frequéncia na mucosa do vestibulo, podendo atingir o tecido
0sseo, como descrito para criptococose e aspergilose que estdo associadas a
inalacdo de propagulos fungicos e ao desenvolvimento de sinais nasais. Conforme
Lurie (1963), dependendo da gravidade e da cronicidade do processo infeccioso, as
alteracdes histoldgicas podem se estender além da derme superficial.

Esses fatores reforcam a hip6tese de que em alguns casos a via respiratoria
seja importante na infeccdo de gatos pelo fungo S. schenckii, como sugerido por
outros autores (Schubach et al., 2003; Leme et al., 2007), e que o fungo poderia se
disseminar a partir da lesdo inicial da mucosa para o tecido 6sseo e derme como na
aspergilose e criptococcose (Davies; Troy, 1996; Malik et al., 2004).

As graves e frequentes lesbes na mucosa dos gatos de ambos os grupos
estudados podem explicar a grande ocorréncia de sinais respiratorios tanto de
espirros como dispnéia (por oclusdo das vias aéreas) e a sua associacdo com falha
terapéutica e 6bito constatada por Pereira et al. (2010). Além disso, a presenca de
lesbes e do fungo em mucosa e em cartilagem e a osteomielite podem estar
associadas a dificuldade de chegada das drogas em concentracdes adequadas

nesses tecidos.

Osteomielite e degeneracdo de cartilagem hialina na regido nasal associadas
ao fungo S. schenckii ndo tinham sido relatadas na esporotricose felina, apesar de
esse fungo ter sido isolado da medula 6ssea de gatos com lesdes disseminadas em
gue 11 (n=12) apresentavam acometimento de mucosa nasal (Medeiros et al.,
2007). Whittemore e Webb (2007) detectaram ostedlise nasal em um cdo com
esporotricose por meio de tomografia computadorizada. Adicionalmente, observaram
uma massa tecidual oclusiva na mucosa da cavidade nasal, composta por
plasmadcitos e neutréfilos, com auséncia de estruturas leveduriformes. Os mesmos
autores declaram que provavelmente houve extensdo da infeccdo do plano nasal a
sua cavidade neste caso, como também pode ter acontecido aos casos de

esporotricose nasal nos felinos avaliados.

A osteomielite, a degeneracao de cartilagem e o acometimento de mucosas

podem causar lesdes irreversiveis, deixando sequelas no animal como dispnéia
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apos a cura clinica. Esses achados na esporotricose felina reforcam a hipotese de
gue algumas cepas do fungo presente na epidemia no Rio de Janeiro sejam mais
virulentas (Brito et al., 2007).

Estruturas leveduriformes foram mais frequentes nos casos do grupo |,
conforme era esperado e descrito na literatura (Dunstan et al., 1986b; Schubach et
al., 2003, 2004), por nao ter sido realizado tratamento antifingico e pela menor
frequéncia de granulomas bem organizados. No entanto, a presenca e intensidade
acentuada de estruturas leveduriformes foram frequentes em gatos do grupo I,
apesar do tratamento regular e prolongado com droga de eleicdo. Ademais, a
elevada frequéncia de estruturas leveduriformes com brotamento em animais do
grupo Il, mostram que a capacidade de multiplicacdo do fungo néo foi eliminada nem
pela resposta imunoldgica do hospedeiro, mesmo apos fagocitose semelhante a
Hiruma et al. (1988), nem pelo uso prolongado do medicamento, corroborando com
Gremido et al. (2009). Esses resultados demonstram a dificuldade de tratamento
desses animais e comprovam a falha terapéutica.

Nos casos avaliados, estruturas leveduriformes também foram visualizadas
em um caso refratario com infiltrado inespecifico e em outro caso refratario que néo
apresentou infiltrado inflamatorio, diferente de Miranda et al. (2009) que observaram
essas estruturas apenas em infiltrado granulomatoso supurativo na esporotricose

canina.

Miranda et al. (2009) observaram a forma de charuto apenas quando a
intensidade de elementos fungicos foi acentuada em caes, como ocorrido na

presente avaliacdo em gatos.

Corpos asterdides nao foram observados, semelhante aos relatos em gatos
(Dunstan et al., 1986a; Schubach T et al., 2004), contudo j4 foram descritos em

seres humanos (Hirsh; Johnson, 1984b).

Houve predominio da observacédo intracelular de organismos fungicos nos
animais sem tratamento avaliados por este estudo. Entretanto, nos casos refratarios
houve predominio extracelular, como observado por Schubach T et al. (2004) em
animais tratados. Segundo Dunstan et al. (1986a), a localizacdo extracelular foi
associada a uma reduzida reagéo inflamatdria, enquanto os elementos intracelulares

foram vistos em macréfagos que formavam granulomas posteriormente.
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Nesta avaliacdo, elementos leveduriformes também foram detectados no
interior de osteoclastos; uma observacdo ainda n&o descrita e que confirma a
profundidade da infeccédo e a associacao de alteracdes histolégicas em tecido ésseo

ao fungo.

Em outros estudos, a microscopia eletronica revelou a inexisténcia de
estruturas leveduriformes livres no meio extracelular, que sdo visualizadas assim a
microscopia Optica em camundongos e em seres humanos. Na verdade, essas
estruturas estdo fagocitadas por neutréfilos (Hiruma et al., 1988, 1992), o que
também pode ter ocorrido no presente estudo. Hiruma et al. (1988) associaram tal
fato ao reduzido tamanho dessas células, a um periodo de vida curto e a grande

susceptibilidade a degeneracéo.

Hifas e conidios foram observados neste estudo, sobretudo nos casos
refratarios. A ocorréncia de formas filamentosas pode estar relacionada a presenca
de lesbes em area mais superficial ou de extremidade como o0 nariz, cuja
temperatura e tensdo de oxigénio podem ser menores, promovendo condi¢cdes
favoraveis ao desenvolvimento dessas estruturas (Lopes et al., 1992). Elementos
fungicos em fase filamentosa raramente sdo observados ao exame histopatolégico

em infeccdo por S. schenckii (Lurie, 1963; Gadelha; Talhari, 1982).

O tratamento antifingico no presente trabalho ndo impediu a evolucédo das
lesbes e a presenca de elementos fungicos, como descrito por Schubach et al.
(2003), apesar da implementacao de monoterapia com itraconazol ou a combinacéo
deste com anfotericina B. A admnistracdo do medicamento antifungico pelo
proprietario, o numero de gatos por domicilio, a dificuldade de contencdo desses
animais e a ndo adesdo ao tratamento (Schubach T et al.,, 2004) séo fatores que
poderiam contribuir para a maior duracdo da doenca e para ocorréncia de lesdes
refratarias. E possivel que alteracées na biodisponibilidade do farmaco possam estar

envolvidas também.

Segundo Bargman (1981), a resposta terapéutica na esporotricose esta
relacionada a localizacdo e a extensdo da infeccdo. Whittemore e Webb (2007)
observaram cura clinica em um céo com leséo intranasal, em que houve regressao

de massa tecidual e do processo de lise 6ssea na cavidade nasal apds oito semanas
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de tratamento. Entretanto, na rotina de atendimento felino no LAPCLIN-DERMZOO e
nos casos avaliados, observa-se que a esporotricose nasal nessa espécie nao
apresenta bom prognoéstico e muitas vezes esta relacionada a faléncia terapéutica,

como observado em um caso por Gremido et al. (2009).
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7 CONCLUSOES

O tratamento antifingico no presente estudo ndo impediu a gravidade das
lesGes e a presenca de elementos fungicos na regido nasal dos gatos
avaliados.

Nos casos refratarios houve alta frequéncia de infeccdo com intensidade
acentuada de estruturas leveduriformes sugestivas de S. schenckii e
ocorréncia de brotamentos, mesmo sob acdo do medicamento, demonstrando

viabilidade do fungo e falha terapéutica.

A intensidade acentuada do infiltrado inflamatério, a gravidade e a
profundidade das lesdes associadas a S. schenckii na regido nasal de ambos

0S grupos sugerem a elevada viruléncia do fungo.

Osteoclastos infectados confirmam a profunda extensdo da infeccdo e a

associacao de alteracdes histologicas no tecido 6sseo ao fungo.

Granulomas bem organizados foram mais frequentes nos casos refratarios,

com reducao da intensidade de infecgéo fangica.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO"

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

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

Nome do Projeto: Alteracdes anatomopatoldgicas na regido nasal
de gatos domeésticos com esporotricose: lesdes sem
tratamento e lesdes refratarias.

Nome do paciente: Prontuério:

Nome do responséavel:

Pelo presente documento, vocé estd sendo convidado(a) a participar de uma
investigacdo clinica que sera realizada no Laboratério de Pesquisa Clinica em
Dermatozoonoses em Animais Domésticos (Lapclin- Dermzoo) / FIOCRUZ, com o seguinte
obijetivo:

e Avaliar o tecido da regido nasal onde ha leséo, relacionada ao fungo causador da
esporotricose felina para verificar alteracbes que poderiam dificultar a acdo dos
medicamentos contra o fungo.

O presente documento tem o0 objetivo de esclarecé-lo sobre a pesquisa que sera
realizada, prestando informacdes sobre procedimentos e exames, beneficios,
inconvenientes e riscos potenciais.

A participacdo de seu gato é voluntaria e vocé podera recusar-se a permitir a
participacdo dele, sem que isso venha a Ihe causar constrangimento ou penalidade por
parte da Instituicdo, bem como esta garantido o atendimento de rotina no LapClin-Dermzoo.

Serdo realizadas fotografias durante a consulta para avaliagdo do quadro clinico. O
exame clinico, os procedimentos e as medicacdes contra o fungo serdo oferecidos de forma
gratuita pela Instituico.

Os resultados desse estudo poderdo ou nao beneficia-los de uma forma indireta,
mas no futuro poder&o beneficiar outros animais e pessoas com a mesma doencga.

Os resultados dessa pesquisa serdo publicados, preservando o anonimato das
informacoes.

Vocé pode e deve fazer todas as perguntas que achar necessario a equipe de
médicos veterinarios antes de concordar que seu gato participe dos estudos.

! 1%via: responsavel pelo paciente 2 ®via: prontuario do paciente
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Procedimentos, exames e testes que poderéo ser utilizados:

Primeiramente havera perguntas a respeito da doenca do seu gato e exame clinico
geral. Seu animal sera sedado para coleta de material biolégico da regido nasal onde ha
les&o, por meio de biopsia.

Podera haver armazenamento do material coletado para repeticdo de exames e para
avaliacdo por estudos futuros envolvendo questfes sobre a doenca ou o desenvolvimento
de novas técnicas. As amostras serdo armazenadas por um periodo de aproximadamente
cinco anos.

Todos os animais terdo direito a acompanhamento no LapClin-Dermzoo apds o
término do projeto caso necessario.

Inconvenientes e riscos principais conhecidos atualmente:

Todo procedimento anestesiol6gico, como € o caso da sedacao a ser realizada, pode
acarretar risco de morte para qualquer animal. Muito raramente ocorrem reacdes
indesejaveis, ainda assim todas as etapas desse procedimento serdo monitoradas
adequadamente por equipe médica veterinaria.

Apoés a coleta do material para biopsia, em alguns casos podera ocorrer inflamacao e
infeccdo por bactérias. Caso isso ocorra, serdo receitados os medicamentos apropriados.

Beneficios esperados:

Espera-se que ao final do estudo exista uma grande quantidade de informacdes
capazes de contribuir para a melhoria do tratamento de outros animais, colaborando para o
controle da doenca.

Em caso de possiveis duvidas ou necessidade de informagBes sobre o seu animal,
vocé devera entrar em contato com a equipe de médicos veterinarios do LapClin-Dermzoo.

Declaro que li e entendi todas as informacfes relacionadas ao estudo em questéo e
gue todas as minhas perguntas foram adequadamente respondidas pela equipe médica
veterinaria, a qual estard a disposicdo sempre que eu tiver dldvidas a respeito dessa
pesquisa.

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

Nome responsavel pelo gato Data

Nome médico veterinario Data

Nome testemunha Data




APENDICE B - Ficha de avaliacdo histopatolégica por HE

Dissertacdo de mestrado- Maira Cavalcanti

Nome do gato:
Prontuério:
N° da lamina:

Achados
histopatologicos

Ponte
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Plano

Epiderme

Derme

Subcuta
neo

Vestibu
lo

Concha

Osso

Epiderme

Derme

Subcuta
neo

Infl.granulomatosa
supurativa

Infl.granulomatosa
nao-supurativa

Infl. inespecifica

Infiltrado difuso

Infiltr. nodular

Infiltr.intersticial

Infiltr.perivascular

Infiltr.perifolicular

Granulomas bem-
organizados

Granulomas mal-
organizados

Macréfagos

Neutréfilos

Plasmdcitos

Linfécitos

Células
epitelidides

Eosindfilos

Mastécitos

Células gigantes

Edema

Microabscesso

Necrose

Destruicéo de
colageno

Destruicéo de
glandulas

Ulcera

Fibrose

Hemorragia

Hiperplasia

*EL redondas ou
ovais

*EL em forma de
charuto

Brotamento

*EL Intracelulares

*EL Extracelulares

Infiltrado celular: (LM)= LEVE A MODERADO; (A)= ACENTUADO; (a)= AUSENTE
*Estruturas Leveduriformes (EL)




Achados
histopatoldgicos

Apéndice C- Ficha de avaliacao histopatolégica por PAS e 67
Grocott
Ponte Plano
Epiderme | Derme | Subcu | Vestibulo Concha Osso Epiderme Derme Subcuté
taneo neo

*EL Redondas ou
ovais

*EL em forma de
charuto

Brotamento

Corpos asteroides

Hifas

Conidios

*EL Extracelulares

*EL Intracelulares

*EL dentro de
granulomas bem
organizados

*EL dentro de
granulomas
supurativos

*EL dentro de
microabscessos

*EL dentro de
macréfagos

*EL dentro de células

gigantes

*EL dentro de
polimorfonucleares

N° de Leveduras

Intensidade de *EL/ Grocott: (LM)= LEVE A MODERADA; (A)= ACENTUADO,; (a)= AUSENTE

*EL= Estruturas Leveduriformes (Sugestivas de S. schenckii)
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OBSERVACOES

Epiderme:

Derme superficial:

Ponte Nasal
Derme profunda:
Tecido subcutaneo:
Tecido muscular subjacente:
Conchas
Cartilagem:
Vestibulo | Lamina prépria:
Mucosa respiratéria:
Tecido NViedula g .
6ss€0 edula éssea:
Mucosa

respiratoria

Plano Nasal

Epiderme:

Derme superficial:

Derme profunda e tecido subcutaneo:

Observacfes
gerais
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APENDICE D_ Questionario para preenchimento do banco de dados

MMunistang da Sasda

FHCRLIE

Fundagio Oswwaldo Cruz

Epidata

Questionario para Epidata: gatos com esporotricose nasal

[Maira Cavalcanti]

Numero da lamina:

A.ldentificacdo

gl. Nome do gato:

g2. Prontuério:

g3. Nome do proprietario:

g4. Data do primeiro atendimento:

Y Y

Y S S

g5. Data da realizac&o de biopsia ou necropsia:

g6. Idade no primeiro atendimento (semanas):

g7. Sexo
1.( )Masculino, 2.( )Feminino

g8. Castrado
1.( )Sim, 2.( )N&o

g9. Municipio:

gq10. Telefone:

B. Informacdes clinicas e epidemioldgicas

gll. Tempo de duracgdo das
lesbes (semanas):

g12. Estado Geral inicial
1.( )Bom, 2.( )Regular,
3.( )Péssimo, 4.( )lgnorado

g13. Classificacdo L paralesdes
1.( )LO, 2.( )L1, 3.( )L2,4.( )L3

gl4. Caracteristicas das lesbes
nasais na 12 consulta

ql4a.( )Ulcera

gl4b.( )Nédulo

gl4c.( )Tumoracao ,
gl4d.( )Ocluséo

g15 Sinais extracutaneos
respiratérios

gl5a.( )Dispnéia

g15b.( )Espirros

g1l5c.( )Tosse

g15d.( )Secrecao nasal

gl6.lsolamento de S. schenckii
em cultivo, por Swab
1.( )Positivo, 2.( )Negativo

gl7. Isolamento de S. schenckKii
em cultivo, por biopsia nasal
1.( )Positivo, 2.( )Negativo

g18. Uso de Cetoconazol
1.( )Sim, 2.( )Nao

g19. Tempo total de uso de
Cetoconazol (semanas):
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g20. Uso de Itraconazol
1.( )Sim, 2.( )Nao

g21. Tempo total de uso de

Itraconazol (semanas):

g22. Uso de Anfotericina B
1.( )Sim, 2.( )N&o

g23. Nimero de sessbes de
aplicacdo de Anfotericina B:

g24. Tempo total de tratamento

(semanas):

g25. Procedimento para
histopatologia
1.( )Biopsia, 2.( )Necropsia

C. Leitura por HE

g26. Inflamacao

1.( )Granulomatosa supurativa
2.( )Granulomatosa néo-
supurativa

3.( )Inespecifica

g27. Infiltrado granulomatoso
1.( )Difuso

2.( )Nodular

3.( )Intersticial

g28. Intensidade de Macrofagos
1.( )Leve a moderada, 2.( )
Acentuada, 3.( )Ausente

g29. Intensidade de Neutrofilos
1.( )Leve a moderada

2.( )Acentuada

3.( )Ausente

g30. Intensidade de Plasmdcitos
1.( )Leve a moderada

2.( )Acentuada

3.( )Ausente

g31. Intensidade de Linfdcitos
1.( )Leve a moderada
2.()Acentuada

3.( )Ausente

g32. Intensidade de Células
epitelivides

1.( )Leve a moderada

2.( )Acentuada

3.( )Ausente

g33. Intensidade de Eosinofilos
1.( )Leve a moderada

2.( )Acentuada

3.( )Ausente

g34. Intensidade de Mastdcitos
1.( )Leve a moderada

2.( )Acentuada

3.( )Ausente

g35. Intensidade de Células
gigantes

1.( )Leve a moderada

2.( )Acentuada

3.( )Ausente

g36. Granulomas bem-
organizados
1.( )Presentes, 2.( )Ausentes

g37. Granulomas mal-organizados
1.( )Presentes, 2.( )Ausentes

g38.SMF predominante
1.( ) Macrdéfagos, 2.( )Células
epitelidides

g39. Intensidade do infiltrado
geral

1.( )Leve a moderada

2.( )Acentuada

3.( )Ausente

g40. Microabscesso
1.( )Presente, 2.( )Ausente

g41. Degeneracgao de colageno
1.( )Presente, 2.( )Ausente

g42. Destruicéo de glandulas
1.( )Presente, 2.( )Ausente

g43. Ulceraem epiderme
1.( )Presente, 2.( )Ausente

g44. Ulcera em vestibulo

g45. Ulcera em mucosa

g46. Fibrose
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1.( )Presente, 2.( )Ausente

respiratéria
1.( )Presente, 2.( )Ausente

1.( )Presente, 2.( )Ausente

g47. Hemorragia
1.( )Presente, 2.( )Ausente

q48. Espessamento do vestibulo
1.( )Presente, 2.( )Ausente

g49. Espessamento da mucosa
respiratéria
1.( )Presente, 2.( )Ausente

g50. Lise 6ssea
1.( )Presente, 2.( )Ausente

g51. Hiperplasia da epiderme
1.( )Presente, 2.( )Ausente

052.Extens@o macro e
microscopica das lesdes nasais
g52a.( )Ponte g52e.( )Plano
g52b.( )Vestibulo g52f.(
)cartilagem

g52c.( )Seios 052g9.( )MR *
g52d.( )Conchas g52h.( )Medula
Ossea

(*Mucosa Respiratdria)

g53.Extensédo microscdépica das
lesdes nasais

g53a.( )Derme

g53c.( ) T. muscular

g53b.( )T.subcutédneo

g53d.( )T. 6sseo

D. Leitura por Grocott

g54. Estruturas leveduriformes
sugestivas
1.( )Presentes, 2.( )Ausentes

g55. Forma predominante das
leveduras

a.( )Redondas ou ovais

b.( )Charuto

c. () Sem predominio

g56.Leveduras atipicas
1.( )Presentes, 2.( )Ausentes

g57. Brotamentos multiplos
1.( )Presentes, 2.( )Ausentes

g58. Brotamentos Unicos
1.( )Presentes, 2.( )Ausentes

g59. Hifas
1.( )Presentes, 2.( )Ausentes

g60.Extensédo macro e

microscépica do achado de
estruturas leveduriformes
g60a.( )Ponte, g60e.( )Plano

g60b.( )Vestibulo,q60f.( )cartilagem
g60c.( )Seios, g60g.( )muc. respir.
g60d.( )Conchas, g60h.( )Medula

O6ssea

g61.Extensdo microscoépica do

achado de estruturas
leveduriformes
g6la.( )Derme, g6lc.( )T.

muscular

g61b.( )T.subcutédneo, q6ld.( )T.

6sseo

g62.Intensidade de estruturas
leveduriformes

1.( )Leve a moderada

2.( )Acentuada

3.( )Ausente




E. Leitura por PAS
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g63.Estruturas leveduriformes
sugestivas
1.( )Presentes, 2.( ) Ausentes

g64. Corpos asteroides
1.( )Presentes, 2.( ) Ausentes

g65. Leveduras dentro de
granulomas bem organizados

1.( )Presentes, 2.( ) Ausentes

g66. Leveduras em
microabscessos

1.( )Presentes, 2.( ) Ausentes

g67. Leveduras em células
gigantes
1.( )Presentes, 2.( ) Ausentes

(68. Leveduras em macrofagos
1.( )Presentes, 2.( ) Ausentes

g69. Leveduras em neutrofilos
1.( )Presentes, 2.( ) Ausentes

g70. Leveduras no meio
extracelular

1.( )Presentes, 2.( ) Ausentes

g71. Localizagdo predominante
das leveduras

a.( )Intracelulares

b.( )Extracelulares

c.( ) Sem predominio

g72.Extensd@o micro e
macroscopica do achado de
estruturas leveduriformes

g72e.( )Plano
g72b.( )Vestibulo, q72f.( )cartilagem
g72c.( )Seios
respirat.
g72d.( )Conchas, qg72h.( )Medula

Ossea

g72a.( )Ponte,

g72g.( )mucosa

g73.Extensdo microscopica do
achado de estruturas

leveduriformes

g73a.( )Derme, q73c.( ) T. muscular

q73b.( ) Subcutaneo, q73d.( )T.

dsseo

Anotacdes complementares:

Preenchidoem: [/ |/




