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Machado, ACS. Susceptibilidade a antifungicos de isolados de Sporothrix brasiliensis
provenientes de gatos do Rio de Janeiro. Rio de Janeiro, 2015. 67f. Dissertagédo [Mestrado

em Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas] — Instituto Nacional de Infectologia.

RESUMO

Esporotricose € uma micose subcutanea causada por espécies que constituem o complexo
Sporothrix, acometendo seres humanos e animais, principalmente os gatos. Na regido
metropolitana do Rio de Janeiro vem ocorrendo uma epidemia que até o ano de 2012,
acometeu cerca de 4.000 seres humanos, 4.000 gatos e mais de 120 cées, diagnosticados no
Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI)/Fiocruz. A transmissdo zoondtica
que vem ocorrendo, principalmente através de arranhadura e mordedura de gatos doentes, tem
sido relatada na maioria dos casos humanos assistidos na mesma instituicdo, demonstrando a
dimensdo do grave problema de salde publica. No tratamento da esporotricose felina, o
itraconazol é o farmaco de eleicdo. Entretanto, o cetoconazol, os iodetos, a terbinafina e a
anfotericina B s@o outras opcGes de tratamento. No entanto, em uma parcela consideravel de
casos felinos provenientes dessa epidemia tratados com itraconazol e cetoconazol, tem sido
observada a ocorréncia de desfechos desfavoraveis, mas com um pequeno nimero de isolados
analisados. Estudos sobre a susceptibilidade antifingica de isolados de Sporothrix oriundos de
casos humanos do Rio de Janeiro tém sido realizados. Porém, até o momento, apenas dois
estudos foram conduzidos utilizando isolados de Sporothrix provenientes de gatos do Rio de
Janeiro e os resultados sugeriram susceptibilidade a terbinafina e resisténcia ao itraconazol.
Além disso, ainda ndo foram realizados estudos que associem a susceptibilidade antifungica
de isolados de gatos provenientes desta regido, a apresentacdo clinica e ao desfecho do caso
apos tratamento antifungico. O objetivo geral deste estudo foi avaliar os isolados clinicos de
Sporothrix brasiliensis provenientes de gatos da regido epidémica do Rio de Janeiro em
relacdo a susceptibilidade antifingica. Sendo o0s objetivos especificos: a) descrever e
comparar a susceptibilidade in vitro de Sporothrix brasiliensis frente a farmacos antifingicos
e b) descrever a associacdo entre a susceptibilidade aos antifingicos, as diferentes
apresentacdes clinicas e o desfecho do caso ap6s tratamento antifingico com cetoconazol e
itraconazol. Foram incluidos no estudo 47 isolados de Sporothrix brasiliensis de gatos
provenientes de um ensaio clinico realizado no Laboratério de Pesquisa Clinica em
Dermatozoonoses em Animais Domésticos do INI/Fiocruz. O teste de susceptibilidade in
vitro para a fase filamentosa foi realizado utilizando o método de microdiluigdo em meio
liquido de acordo com o protocolo M38-A2 do Clinical and Laboratorial Standards Institute.
Os agentes antiflngicos testados foram: anfotericina B, cetoconazol, itraconazol e terbinafina.
Os valores obtidos do perfil de susceptibilidade mostraram uma alta atividade in vitro da
terbinafina, e uma moderada atividade da anfotericina B. Entre os azélicos, o cetoconazol
apresentou melhor atividade in vitro que o itraconazol. N&o houve associagdo entre as
concentragdes inibitérias minimas encontradas com as diferentes apresentacdes clinicas e ao
desfecho dos casos. Concluimos que, para os isolados felinos oriundos da regido epidémica
do Rio de Janeiro, os azolicos apresentam moderada atividade in vitro, assim como a
anfotericina B, sendo a terbinafina o antifingico com a maior atividade in vitro.

Palavras-chave: 1. Susceptibilidade antifungica 2 Farmacos antifungicos 3 Aspectos clinicos e
epidemiolégicos 4 Esporotricose 5 Felinos



Machado, ACS. Antifungal susceptibility of isolates of Sporothrix brasiliensis from cats
from Rio de Janeiro. Rio de Janeiro, 2015. 67f. Thesis [Master Thesis in Clinical research
on Infectious Diseases] — National Institute of Infectious Diseases Evandro Chagas

ABSTRACT

Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis caused by Sporothrix species constituting the
complex, affecting humans and animals, especially cats. In the metropolitan area of Rio de
Janeiro has an epidemic occurring, and some 4,000 people, 4,000 cats and more than 120 dogs
were diagnosed at the National Institute of Infectious Diseases (INI) / Fiocruz by the year
2012. The zoonotic transmission, which occurs mainly through scratching and biting from by
sick cats, has been reported in most human cases seen in the same institution, demonstrating
the scale of the severe public health problem. Itraconazole is the drug of choice in the
treatment of feline sporotrichosis. Ketoconazole, iodides, terbinafine and amphotericin B are
other treatment options. However, the occurrence of unfavorable outcomes has seen observed
in a considerable portion of felines cases from this epidemic treated with itraconazole and
ketoconazole. Studies on the antifungal susceptibility of Sporothrix on isolates from human
cases in Rio de Janeiro have been conducted. However, to date, only two studies were
conducted using Sporothrix isolated from cats from Rio de Janeiro and the results suggested
susceptibility to terbinafine and resistance to itraconazole. In addition, there were no studies
linking the antifungal susceptibility of isolates of cats from this region, the clinical
presentation and the outcome after antifungal treatment. The objectives of this study were to
evaluate the clinical isolates of Sporothrix brasiliensis from cats from the epidemic region of
Rio de Janeiro in relation to antifungal susceptibility. The specific objectives were: a) to
describe and compare the in vitro susceptibility of Sporothrix brasiliensis in front of
antifungal drugs b) to describe the association between the susceptibility to antifungal agents,
the different clinical presentations and the outcome after antifungal treatment with
ketoconazole or itraconazole. The study included 47 isolates of Sporothrix brasiliensis of cats
from a clinical trial conducted at the Clinical Research Laboratory in Dermatozoonoses in
Domestic Animals/INI/Fiocruz. The in vitro susceptibility testing for filamentous phase was
performed using the microdilution method in liquid medium in accordance with the protocol
M38-A2 of the Clinical and Laboratory Standards Institute. The antifungal agents used in the
test were: amphotericin B, ketoconazole, itraconazole and terbinafine. The values of the
susceptibility profile showed a high in vitro activity of terbinafine, and a moderate activity of
amphotericin B. Among the azoles, ketoconazole showed better in vitro activity than
itraconazole. There was no association between the minimum inhibitory concentrations
observed in the present study, the different clinical presentations and the outcome. We
conclude that for the isolates from cats from the epidemic in the region of Rio de Janeiro,
azoles showed moderate activity in vitro, as well as amphotericin B. Terbinafine is the
antifungal with the greatest activity in vitro.

Keywords: 1. Antifungal Susceptibility 2. Antifungal Drugs 3 Clinical and epidemiological
aspects 4. Sporotrichosis 5 Cats



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: Coldnias de Sporothrix consideradas vidveis apos 7 dias de crescimento em
MEIO PDA @ 25°C ... ittt sttt ettt sttt et se e sb e et e e s e nbe e st e s beenbeeneennee e 23
Figura 2: Esquema de placa de 96 pocos onde sdo distribuidas as diluicbes dos agentes

antifingicos com concentragdes variando de 0,015-8ug/ml nas colunas de 2 a 11. CE=
controle de esterilidade; CC= controle de CreSCIMENTO........cceveeiierienieneeiie e 24

Figura 3: Esquema de placa de 96 pocos onde nas linhas de A a F séo inoculados os
isolados clinicos e nas linhas G e H as cepas para controle da acdo dos antifungicos (A. flavus
€ AL TUMIGALUS)....eceee ettt st et e s te et e s esbaesteeneesreenteaneenneesres 25

Figura 4: Teste de susceptibilidade para a terbinafina de seis isolados clinicos de S.
brasiliensis. Coluna 1= controle de esterilidade; Coluna 12= controle de crescimento; Linhas
G e H= cepas controles de A. flavus e A. fumigatus, respectivamente..............cccocvevvvevveinennnn, 33
Figura 5: Teste de susceptibilidade para o cetoconazol de seis isolados clinicos de S.
brasiliensis. Coluna 1= controle de esterilidade; Coluna 12= controle de crescimento; Linhas
G e H=cepas controles de A. flavus e A. fumigatus, respectivamente............c.ccocvvervrvrnennnn. 34
Figura 6: Teste de susceptibilidade para o itraconazol de seis isolados clinicos de S.
brasiliensis. Coluna 1= controle de esterilidade; Coluna 12= controle de crescimento; Linhas
G e H=cepas controles de A. flavus e A. fumigatus, respectivamente............c.ccocerervrerennnn. 34
Figura 7: Teste de susceptibilidade para a anfotericina B de cinco isolados clinicos de S.
brasiliensis. Coluna 1= controle de esterilidade; Coluna 12= controle de crescimento; Linhas

G e H= cepas controles de A. flavus e A. fumigatus, respectivamente.............cccocevvevreieennns 35



LISTA DE TABELAS E QUADROS

Quadro 1:  Valores das CIM de acordo com o antifingico testado dos 48 isolados clinicos
de S. brasiliensis provenientes de gatos com esporotricose diagnosticados no INI/FIOCRUZ,
Ri0 de Janeiro(2006-2010).......ccuereeierieiiieieseesieeie et e e ssee e e ste et ste e re et nre e enes 31
Quadro2: CIM dos isolados de S. brasiliensis no teste de susceptibilidade para o
cetoconazol de acordo com o desfecho do tratamento dos gatos tratados com 0 mesmo......... 37

Quadro3:  CIM dos isolados de S. brasiliensis no teste de susceptibilidade para o

itraconazol de acordo com o desfecho do tratamento dos gatos tratados com 0 mesmo........... 38
Tabela 1: Distribuicdo das CIM dos antifingicos em relacdo aos 48 isolados felinos de S.
0o R | T=] 0TS SO 32
Tabela 2: Perfil de susceptibilidade antifingica de 48 isolados felinos de S. brasiliensis.
Valores de MG, CIM 50% e CIM 90% para 0s farmacos testados.............cccvevvrerrerernennenn 32
Tabela 3: Comparacdo entre os valores da CIM para o cetoconazol e o itraconazol
segundo o antifingico utilizado NO tratamMEeNtO..........ccccccveiieie i 36
Tabela 4: Comparacdo entre os valores da CIM para cada antifangico testado segundo o
desfecho do tratamento antifiNQiCo...........oovviiiiiieiie e 36.

Tabela 5: Comparacao entre os valores da CIM para cada antifungico testado segundo a

presenca ou auséncia de linfoadenopatia............cceecuveeiiiie e 39
Tabela 6: Comparacdo entre os valores da CIM para cada antifangico testado segundo o
BSTAAO GEIAL..... et 39.

Tabela 7: Comparacao entre os valores da CIM para cada antiflngico testado segundo a
distribuiCa0 das 1€SOES CULANEAS............civeeiriiieiieite ettt sttt saa s 40.
Tabela 8: Comparacdo entre os valores da CIM para cada antifungico testado segundo a

auséncia ou presenca de SiNais reSPIFAtOriOS. .........vcveierierererese st eeeeeree e e se e e e reeseeneens 40



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AnfB - Anfotericina B

BHI —Brain heart infusion (Infusdo de cérebro e coragédo)
CC — Controle de crescimento

CE — Controle de esterilidade

CEUA — Comissdo de ética no uso de animais

CIM- Concentracéo inibitéria minima

CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute

CTZ — Cetoconazol

DMSO - Dimetilsulfoxido

EUCAST - European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing
Fiocruz — Fundacao Oswaldo Cruz

INI — Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas
ITZ — Itraconazol

LabMicol — Laboratorio de Micologia

Lapclin-Dermzoo — Laboratorio de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em Animais
Domésticos

MG — Média geométrica

PDA — Potato Dextrose Agar ( Agarbatata dextrose)
RPMI — Roswell Park Memorial Institute

SPSS — Statistical Package for Social Science

TRB — Terbinafina

UFC — Unidade formadora de col6nia



1. INTRODUCAO

SUMARIO

1.1 O Complexo Sporothrix

1.2 Esporotricose

1.2.1 Aspectos epidemioldgicos

1.2.2. EsporotricoseZoondtica

1.2.3 Esporotricose humana

1.3 Esporotricose felina

1.3.1. Aspectos clinicos

1.3.2. Diagnostico laboratorial

1.3.3. Terapéutica

1.3.3.1.Anfotericina B

1.3.3.2. Azdblicos

1.3.3.2.1 Cetoconazol

1.3.3.2.2 Itraconazol

1.3.3.3. lodetos

1.3.3.4. Terbinafina

1.4 Testes de Susceptibilidade aos farmacos antifingicos

2. JUSTIFICATIVA

3. OBJETIVO GERAL

3.1. Objetivos Especificos

4. METODOS

4.1. Desenho do Estudo

10

11

12

12

13

14

15

19

20

20

21

21



4.2. Casuistica

4.3 Analise de prontuarios médicos

4.4. Materiais, Procedimentos e Técnicas

4.4.1 Isolados

4.4.1.1 Armazenamento dos isolados clinicos

4.4.2 Teste de Susceptibilidade aos antifungicos

. PLANO DE ANALISE

5.1 Variaveis

. RESULTADOS

6.1 Aspectos clinicos e epidemioldgicos

6.2 Teste de Susceptibilidade

6.3 Correlacbes com o desfecho clinico

. DISCUSSAO

. CONCLUSAO

. REFERENCIAS

21

21

22

22

22

23

27

27

29

29

30

35

41

47

48



1. INTRODUCAO

1.1 O Complexo Sporothrix

A esporotricose € uma micose subcutanea que acomete seres humanos e animais,
sendo causada pelas espécies do complexo Sporothrix schenckii (Lopez-Romero et al., 2011).

Em 1898, Benjamin Schenk realizou o isolamento fungico de um paciente com lesdes
semelhantes ao que hoje se reconhece como sendo tipico da esporotricose, sendo identificado
esse fungo como pertecente ao género Sporothrichum (Schenk, 1898). Posteriormente,
Hektoen e Perkins (1900), dois anos depois, classificaram este mesmo fungo como Sporothrix
schenckii. Lutz e Splendore (1907) relataram os primeiros casos de esporotricose em seres
humanos no estado de S&o Paulo.

Fungos do género Sporothrix sdo encontrados em plantas e matéria vegetal em
decomposicdo, sendo, portanto, amplamente disperso no meio ambiente. A distribuicdo é
universal, entretanto, apresenta predilecdo por climas temperados e tropicais, isto porque o0
crescimento do fungo na sua fase saproéfita é influenciado pela temperatura atmosférica, pelo
clima, e pela umidade relativa do ar (Rippon, 1988; Rivitti et al., 1999).

O dimorfismo foi demonstrado no inicio do século passado por Lutz e Splendore
(1907). Na natureza ou em meio de cultura a 25°C, apresenta-se na forma filamentosa;
enquanto que em parasitismo ou em meio de cultura a 37°C, encontra-se na forma
leveduriforme (Kwon-Chung e Bennet, 1992).

As colbnias filamentosas de Sporothrix spp. quando cultivadas em &gar Sabouraud
glicose a 25°C, apds trés a cinco dias de crescimento, apresentam textura lisa e coloracdo
branca acinzentada, porém, apos alguns dias, algumas coldnias tornam-se mais escurecidas do
centro para a periferia. A micromorfologia da forma filamentosa apresenta hifas hialinas
finas, associadas a conidios hialinos e demaceos, onde os hialinos surgem na porcao apical
dos conidioforos e os deméaceos ocorrem lateralmente ao longo da hifa. Sendo ovdides e
soltos, algumas vezes agrupados em conidioforos terminais, conferindo-lhes o aspecto de

“margarida”. Em meio de infusdo de cérebro e coragdo a 37°C, ocorre a conversdo para forma



leveduriforme e observam-se col6nias lisas e Umidas, de consisténcia cremosa e com
superficie esbranquicada. Microscopicamente, observam-se leveduras redondas, ovais ou em
forma de naveta (Lacerda Filho et al., 1999; Ramos e Silva et al., 2007; Barros et al., 2011).

Estudos moleculares com base nas anélises da sequéncia parcial dos genes de quitina
sintase, R-tubulina e calmodulina demonstraram que o Sporothrix schenckii constitui um
complexo de seis espécies, discriminadas filogeneticamente, como S. schenckii strictu senso
(s.str), S. brasiliensis, S. globosa, S. mexicana, S. pallida e S. luriei (Marimon et al., 2006;
Marimon et al., 2007; Marimon et al., 2008a; Oliveira et al., 2014).

Em relacdo a distribuicdo das espécies, S. schenckii s. str. & encontrado
predominantemente nas Américas (Estados Unidos, Brasil, Peru, Argentina, Venezuela,
Colémbia, Bolivia, Guatemala e México), Europa (Franca, Italia, e Reino Unido), Asia
(Jap#o) e Africa. Sporothrix globosa é encontrado na Europa (Reino Unido, Espanha e Italia),
Asia (China, Japdo e India), tendo sido isolada também nas Américas (Brasil, Coldmbia,
Estados Unidos, México e Guatemala). At¢é o momento, S. brasiliensis foi isolado
exclusivamente no Brasil (Rodrigues et al., 2013b; Sasaki et al., 2014), sendo o agente
etioldgico mais prevalente de esporotricose felina e humana neste pais (Rodrigues et al.,
2013b).

Sporothrix mexicana foi isolada em detritos vegetais no México, em solo na Australia
e em casos de infeccdo humana, uma em Portugal e outra no Brasil (Marimon et al., 2000;
Dias et al., 2011; Rodrigues et al., 2013a; Rodrigues et al., 2013b). Sporothrix pallida é
encontrado no ambiente e considerado ndo patogénico. Analises filogenéticas de isolados de
S. albicans, S. pallida e S. nivea revelaram semelhancas significativas entre eles, propondo
que estejam estreitamente relacionadas e foram classificadas todos como S. pallida (Meyer et
al., 2008; Romeo et al., 2011). Ja isolados clinicos de S. luriei ja foram descritos na Africa,
india e em um caso de esporotricose canina no Brasil (Rodrigues et al., 2013a).

Estudos recentes identificaram como espécies de relevancia médica, S. schenckii s.
str., S. globosa S. luriei e S. brasiliensis, sendo esta Gltima a de maior viruléncia em modelo
murino (Arrillaga-Moncrief et al., 2009; Rodrigues et al., 2013b; Rodrigues et al., 2014;
Sasaki et al., 2014).



1.2 Esporotricose

1.2.1 Aspectos epidemioldgicos

A esporotricose é classicamente definida como uma micose subcutanea, embora possa
tornar-se disseminada (Kwon-Chung e Bennet, 1992), que acomete seres humanos e animais
(Schubach et al., 2012). Dentre os animais acometidos, como chimpanzés, cachorros, porcos,
ratos, camundongos, cavalos, mulas, bovinos, camelos, golfinho, cobras, galinhas, tatus e
raposas (Costa et al., 1994; Crothers et al., 2009; Schubach et al., 2012), os gatos sdo a
espécie com o maior nimero de casos relatados (Pereira et al., 2014).

Na natureza, o fungo pode ser encontrado como saprofita em matéria vegetal em
decomposicdo, excreta de animais e no solo. A matéria organica presente no solo é
fundamental para o seu desenvolvimento micelial, assim como a abundancia de celulose. O
pH ideal varia entre 3,5 a 9,4, a temperatura de 31°C e a umidade relativa de 92% (Barros et
al., 2011).

A forma de transmissao classica ocorre pela implantacdo traumatica na pele através de
plantas e matéria organica contaminada com o fungo. Atividades de lazer ou ocupacionais,
como floricultura, agricultura, mineracdo e exploracdo de matas, estdo associadas com a
doenca (Barros et al., 2011). Nos altimos anos, a transmissao zoonética de Sporothrix tem
sido relatada no Brasil ocorrendo através de mordidas, arranhdes ou do contato direto com
gatos doentes (Barros et al., 2011; Pereira et al., 2014).

A esporotricose apresenta distribuicdo geogréafica universal, com predilecdo por areas
de clima tropical e temperado (Rippon, 1988; Zancopé-Oliveira, 2011). Sendo a micose
subcutanea mais frequente na América Latina (Schubach et al., 2012).

Epidemias de esporotricose foram descritas em diferentes regides do mundo. Uma das
maiores ocorreu na Africa do Sul em meados do século passado, envolvendo cerca de 3.000
casos humanos (Helm e Berman, 1947). Na regido metropolitana do Rio de Janeiro a partir de
1998, vem ocorrendo uma epidemia com transmissdo zoondtica da esporotricose que até o
ano de 2012, acometeu cerca de 4.000 seres humanos, 4.000 gatos e mais de 120 cdes,

diagnosticados no Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI)/Fundagéo



Oswaldo Cruz (Fiocruz) (Barros et al., 2010; Silva et al., 2012; Pereira et al., 2014; Gremido
et al, 2015).

A esporotricose era considerada uma doenca ocupacional de manipuladores de terra,
ocorrendo predominantemente em pacientes do sexo masculino e de idade mais avancada
(Lima, 1981). No entanto ocorre uma variacdo de acordo com a regido geogréafica. Em um
estudo realizado no Rio de Janeiro identificou-se um perfil onde as mulheres em atividades
domésticas, de idade adulta séo as mais acometidas pela doenca, indicando uma transmisséo
domiciliar. Além disso, observou-se que a doenca ndo esta relacionada a escolaridade, mas
sim influenciada pelos habitos e estilo de vida, as popula¢des pobres que possuem casa com
jardim, solo exposto, pavimentacdo incompleta e a presenca do felino. Nesta Gltima década, a
esporotricose no Rio de Janeiro ficou evidenciada como uma doenca urbana, ndo laborativa,
ocorrendo em locais com baixa infraestrutura e saneamento (Barros et al, 2010; Silva et al.,
2012).

A transmissdo zoonotica descrita no Rio de Janeiro se caracteriza pela ocorréncia em
ambiente domiciliar, tendo como principal fonte de infec¢do o gato. O contato dos individuos
com 0s gatos no ambiente domiciliar tem aumentando nos ultimos anos, fato que contribui
para 0 aumento da possibilidade de infeccdo da populagdo (Schubach et al., 2002; Silva et al.,
2012).

A epidemiologia da infecgdo fungica pode ser influenciada por vérios fatores, entre
eles os fatores bioldgicos relacionados a viruléncia do fungo e a resisténcia do hospedeiro;
fatores ecoldgicos, como temperatura, umidade atmosférica, radiacdo ultravioleta, condicGes
geolodgicas e inter-relacbes com outros seres vivos; e fatores socios econdémicos, como
saneamento, ocupacdo profissional, pobreza e habitos de profilaxia. Na epidemia que ocorre
no Rio de Janeiro, a combinacdo de um fungo altamente virulento e um hospedeiro
susceptivel, somado as baixas condicdes sanitarias, fez com que esta area se tornasse

altamente endémica para esporotricose entre humanos e animais (Rodrigues et al., 2013b).



1.2.2. Esporotricose Zoonotica

Os gatos sdo os principais animais envolvidos na transmisséo de Sporothrix para o ser
humano (Barros et al., 2008). Seu papel ganhou atencdo desde 1980, quando um surto foi
relatado envolvendo cinco pessoas expostas a um gato com esporotricose nos EUA (Read e
Sperling, 1982). Desde entdo, casos ocorreram em diferentes regides do mundo (Barros et al.,
2011). Nas duas Ultimas décadas, a transmissdo zoonoOtica da esporotricose vem sendo
relatada no Brasil, especialmente na regido metropolitana do Rio de Janeiro (Barros et al.,
2001; Schubach et al., 2008; Madrid et al., 2009; Barros et al., 2010; Silva et al., 2012).

Alguns autores acreditam que o0s gatos sdo 0s animais que apresentam um importante
potencial zoondtico em virtude da elevada quantidade de leveduras encontrada nas lesdes
(Schubach et al., 2012), além da presenca do fungo nas unhas, secrecdes nasais e cavidade
oral (Schubach et al., 2001; Souza et al., 2006; Rodrigues et al., 2013a). A presenca do fungo
nas garras dos felinos é uma importante fonte de transmissdo, ao brigarem, morderem ou
arranharem humanos e/ou outros animais, transmitem o fungo através do trauma (Larsson et
al., 1989; Schubach et al., 2001, Borges et al., 2013).

Outro fator que torna o gato importante no ciclo de transmissdo é a inoculagdo do
fungo na sua fase leveduriforme, aumentando o aparecimento de formas mais severas da
doenca, tanto em humanos como em animais, ja que a fase leveduriforme é considerada mais
virulenta do que a fase filamentosa. Na transmissdo tradicional, o fungo presente no solo e na
matéria vegetal em decomposicéao se encontra na fase filamentosa (Rodrigues et al., 2013a).

O isolamento de fungos do género Sporothrix provenientes de diferentes amostras
bioldgicas de gatos doentes (Schubach et al., 2012), associado aos relatos de casos humanos
de esporotricose (Barros et al., 2004), ratificam a importancia deste animal como fonte de
infeccdo. Além disso, estudos moleculares descreveram a semelhanca genética entre isolados
felinos e humanos (Reis et al., 2009).

Em um estudo realizado no Rio de Janeiro no periodo de 1997 a 2007, de 1.848 casos
de esporotricose humana, 65% possuiam contato com estes gatos e, dentre estes, 80,3%

tiveram como fonte de infecgéo declarada o gato no ambiente domiciliar (Silva et al., 2012).



1.2.3 Esporotricose humana

A transmissdo do Sporothrix spp. ocorre principalmente pela implantacdo traumatica
do fungo presente em matéria vegetal ou solo no tecido cutdneo (Rippon, 1988; Zancopé-
Oliveira, 2011). A esporotricose humana, na regido epidémica do Rio de Janeiro, acomete
ambos o0s sexos e todas as idades, diferenciando em relagdo & ocupacdo e a exposi¢do ao
fungo (Barros et al., 2011).

Conforme a localizacdo das lesdes pode-se classificar a esporotricose humana em
linfocuténea, cutaneo fixa, cutdnea disseminada e extracutdnea. As formas clinicas mais
frequentes sdo a cutanea fixa e linfocutdnea, acometendo principalmente individuos
imunocompetentes. Na primeira pode ocorrer uma lesdo Unica ou multiplas lesdes no local de
inoculacdo do fungo, na maioria das vezes ulcerada, com bordas eritematosas. Ja na segunda,
as lesGes primérias se localizam principalmente nas extremidades, iniciando com papula ou
pUstula seguida da formacdo de nédulo subcutaneo, com a sua progressao lesdes secundarias
surgem ao longo do trajeto dos vasos linfaticos regionais. A forma cutanea disseminada, com
ou sem envolvimento sistémico, é caracterizada por maltiplas lesdes em locais ndo contiguos,
sendo menos frequente, afetando em geral pacientes imunodeprimidos. A forma extracutanea
pode ocorer em mucosa nasal ou conjuntival e alguns autores a consideram uma variagao da
forma cutdnea. Ja a forma extracutdnea, assim como a cutnea disseminada, € menos
frequente e de dificil diagnostico. O tecido 6sseo é o mais afetado, com lesbes similares a
osteomielite. J& a forma pulmonar e disseminada pode ser adquirida através da inalacdo de
conidios, e s&o mais raras de ocorrer (Barros et al., 2011).

A forma clinica sob a qual a esporotricose acomete seres humanos depende de uma
diversidade de fatores, como o tamanho do inéculo, a profundidade da inoculagédo traumatica,

a tolerancia térmica da cepa e o0 estado imunoldgico do hospedeiro (Barros et al., 2010).



1.3 Esporotricose felina

O primeiro relato de esporotricose felina ocorreu nos Estados Unidos (Singer e
Muncie, 1952). No entanto, até o fim do século passado, existiam poucos relatos da doenca
em gatos no Brasil (Freitas et al., 1956; Freitas et al., 1965; Larsson et al., 1989; Marques et
al., 1993; Nobre et al., 2002). O primeiro caso de esporotricose felina no Rio de Janeiro foi
descrito por Baroni e colaboradores (1998).

Nos ultimos anos, a frequéncia de relatos de casos de esporotricose em gatos vem
aumentando no Brasil, notadamente no Rio de Janeiro (Schubach et al., 2004a; Pereira et al.,
2010). No periodo de 1998 a 2011 foram diagnosticados no INI/Fiocruz 3.804 casos de
esporotricose felina, e entre janeiro e dezembro de 2012, 320 novos casos foram
diagnosticados na mesma instituicdo, sendo o gato a espécie animal com o maior nimero de
casos relatados na literatura mundial até o momento (Pereira et al., 2014; Gremido et al.,
2015).

1.3.1. Aspectos clinicos

Geralmente, os gatos adquirem a esporotricose apds brigas ou contato com outros
gatos doentes, quando ocorre a inoculacdo de Sporothrix spp. através da pele. A infec¢do em
gatos tem um amplo espectro clinico, podendo iniciar de forma subclinica e evoluir para
lesbes cutdneas Unicas ou multiplas, comprometimento sistémico fatal, associado ou ndo a
sinais extracutaneos, especialmente respiratorios. Os gatos podem apresentar mais de uma
forma clinica da doenca concomitantemente (Schubach et al. 2004a; Pereira et al., 20009;
Pereira et al, 2014).

As lesbes cutaneas mais frequentes sdo os nddulos, gomas e ulceras, recobertas ou nao
por crostas, podendo evoluir para necrose com exposi¢ao de 0ssos e musculos. A maioria das
lesbes esta localizada na cabeca, nos membros e na cauda, sendo que em cerca de 40% dos

casos, as lesbes cutineas sdo observadas em trés ou mais localizagbes ndo contiguas



(Schubach et al., 2004a; Pereira et al., 2010). Linfadenite, linfangite nodular ascendente e
lesbes mucosas podem estar presentes nos gatos com esporotricose (Schubach et al., 2012).

A presenca de sinais respiratorios é frequente, principalmente os espirros, ocorrendo
em aproximadamente 40% dos casos, podendo estar associados a lesdes localizadas na regido
nasal, inclusive em mucosa (Schubach et al., 2004a; Leme et al., 2007; lachini, 2009;
Crothers et al., 2009; Pereira et al., 2010). Estudos sugerem que a presenca destes sinais, pode
em alguns casos, preceder a observacdo de lesdes cutaneas em gatos (Schubach et al., 2002;
Schubach et al., 2004a). Além disso, Pereira e colaboradores (2010) observaram que 0s sinais
respiratorios estdo inversamente associados a cura clinica e diretamente associados ao

desfecho obito.

1.3.2. Diagnaéstico laboratorial

Na esporotricose felina os sinais clinicos sdo inespecificos e se faz necessario a
realizacdo de um diagndstico diferencial para outras doencas. Deve-se levar em consideracao
além dos sinais clinicos, o historico do paciente e 0s aspectos epidemioldgicos (Schubach et
al., 2012).

Nos gatos, os exames citopaldgico e histopatolégico sdo uteis no diagndstico
preliminar dessa micose (Pereira et al., 2011; Gremido et al., 2015). O exame citopatologico é
realizado a partir do “imprint” das lesdes cutaneas, podendo ser submetido as coloracGes de
Gram, Wright ou do tipo Romanowsky. Observa-se o fungo em forma de levedura,
arredondada a ovodide, ou em forma de “charuto” (Pereira et al., 2011; Schubach et al., 2012).

A histopatologia representa outro método de diagndstico. Geralmente, observam-se
estruturas leveduriformes pleomorficas, arredondadas a ovoides, por vezes em formato
alongado, tanto no meio extracelular como no interior de macrofagos. As lesfes cutaneas sao
caracterizadas por uma reacdo inflamatéria piogranulomatosa, sendo a maioria dos casos
caracterizados pela presenca de granulomas mal formados, com predominio de macrofagos e
alta frequéncia de granulomas fungicos, e minima reagédo linfo-plasmocitaria (Pereira et al.,
2011; Miranda et al., 2013).

O diagnostico definitivo da esporotricose é baseado no isolamento e identificagdo de

Sporothrix spp. em meio de cultura. O isolamento é obtido pela cultura fungica, inicialmente



em meio de agar Sabouraud dextrose acrescido de cloranfenicol e ciclohexamida e/ou agar
Mycosel. Apés 5 a 7 dias, a 25°C, observa-se o crescimento de coldnias hialinas filamentosas,
podendo tornar-se de coloracdo castanha enegrecida. Por se tratar de um fungo dimorfico, é
necessario para confirmacdo do diagnostico realizar a sua conversdo para fase leveduriforme
por meio da inoculagdo em meio de infuséo de cérebro e coracdo (BHI), a 37°C, durante 5a 7
dias, no qual se observa col6nia com aspecto cremoso e esbranquicado (Rippon, 1988;
Zancope-Oliveira, 2011).

Também podem ser enviados para o cultivo fragmentos de lesdes cutaneas ou mucosas
obtidos por bidpsia, aspirado de contetdo purulento ou seropurulento proveniente de abscesso
ndo ulcerado (Schubach et al.,, 2004a), sangue (Schubach et al., 2003b) e lavado
broncoalveolar (Leme et al., 2007). Secrecdo nasal e exsudato de lesGes cutaneas podem ser

obtidos atraves de um swab estéril (Schubach et al., 2003a).

1.3.3. Terapéutica

Diferentes farmacos antifngicos tém sido utilizados no tratamento da esporotricose
em gatos (Schubach et al, 2012). Dentre esses, 0s azolicos itraconazol e cetoconazol sdo 0s
antifangicos mais relatados para tratamento da esporotricose felina (Pereira et al, 2010). O uso
de iodetos, anfotericina B, termoterapia local, criocirurgia e remoc¢do cirdrgica das lesdes
cuténeas, representam outras opcdes terapéuticas (Gremido et al, 2006; Pereira et al., 2009;
Honse et al., 2010; Gremido et al., 2011). No entanto, a cura, a faléncia terapéutica, a
recorréncia e os efeitos adversos ocorrem independentemente do esquema terapéutico
utilizado (Pereira et al., 2010; Gremido et al., 2015).

O tratamento da esporotricose felina, em muitos casos representa um desafio, pois o
tempo de tratamento € longo, a administracdo dos farmacos por via oral é problemadtica, as
opcOes terapéuticas sdo limitadas, e os farmacos antifingicos podem ter efeitos adversos
(Schubach et al., 2004a; Pereira et al., 2010; Gremiao et al, 2015). Além disso, a adesdo do
responsavel pelo gato ao tratamento € baixa (Schubach et al., 2004a). O abandono é mais
frequente entre o segundo e 0 sexto més apds o inicio do tratamento, e ocorre principalmente
no momento no qual o responsavel pelo gato observa o inicio do processo cicatricial das

lesGes cutaneas (Schubach et al., 2004a; Chaves et al., 2013).
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O tratamento deve ser mantido por no minimo um més apds a remissdo completa dos
sinais clinicos, o0 que pode levar varios meses, independentemente do regime de tratamento
(Pereira et al., 2010).

Algumas micoses subcutaneas graves sdo de dificil resolucdo, podendo apresentar uma
progressao ao longo da terapia antifingica ou até mesmo a recorréncia das lesGes, além de
problemas de intolerancia aos farmacos antifungicos (Koga et al., 2003; Gremiao et al., 2006).
Outra causa que pode levar a recorréncia da doenca € a irregularidade do tratamento, impondo
dificuldades no processo de cura e representando um obstaculo para o controle da

esporotricose (Chaves et al., 2013).

1.3.3.1. Anfotericina B

A anfotericina B é um antibiético macrolideo poliénico que atua se ligando ao
ergosterol, constituinte da membrana plasmaética fangica. Essa ligacdo leva a formacédo de
canais tornando a membrana mais permeavel e com isso acarretando na perda de ions e
moléculas, provocando assim a morte celular, além de se unir a esterdis intracelulares,
causando danos na célula (Cuenca-Estrella, 2010). Em baixas concentracdes essa ligacdo é
reversivel, ja em concentracdes elevadas é irreversivel, causando lesdo oxidativa na célula
fangica (Warnock, 1991) ou rompimento das enzimas celulares fungicas, ocasionando a morte
celular (Papich et al., 2003; Pereira et al., 2009). A anfotericina B possui ainda um efeito
imunomodulador em humanos, aumentando a resisténcia do hospedeiro a infeccdo (Pereira et
al., 2009; Cuenca-Estrella, 2010).

Sua formulacéo convencional é associada ao desoxicolato de sodio (Filippin e Souza,
2006). O efeito adverso mais importante associado ao tratamento com a anfotericina B é a
nefrotoxicidade. Devido a sua ligacdo ao esterdide principal da membrana celular das células
dos mamiferos, o colesterol, levando assim a uma lesao tubular direta ao se ligar ao colesterol
nas células tubulares, resultando em extravasamento eletrolitico da célula e acidose tubular
renal (Papich et al., 2003). Essa nefrotoxicidade é dose-dependente, em geral a azotemia é
reversivel e a fungéo renal retorna ao normal apos a interrupgéo da terapia (Taboada, 2000).
No intuito de diminuir sua toxicidade, foram desenvolvidas formulacdes lipidicas: a

lipossomal, dispersdo coloidal e complexo lipidico (Schubach et al., 2012).
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O uso da anfotericina B é recomendado nas formas extracutanea e sistémica da
esporotricose humana (Kauffman et al., 2007). Ja na esporotricose felina é recomendada para
as formas disseminadas da doenca (Peaston, 1993). Sua dose recomendada na literatura
veterinaria varia, e poucos sdo os estudos que utilizam a anfotericina B para o tratamento da
esporotricose felina (Gremi&o et al., 2009; Pereira et al., 2009).

Sua administracdo por via intravenosa para tratamento da esporotricose felina ndo é
satisfatorio devido aos seus efeitos adversos, entre eles o dbito (Dustan et al., 1986). Em casos
de esporotricose felina com faléncia terapéutica ao itraconazol, a associacdo de anfotericina B
desoxicolato, por via subcutéanea ou intralesional, pode ser uma alternativa (Pereira et al.,
2009).

A associacdo de itraconazol oral (100 mg/dia) e anfotericina B subcutanea (0,5
mg/kg), foi utilizada no tratamento de 17 gatos com esporotricose refrataria ao tratamento
com azolicos. A cura clinica ocorreu em 35,3% dos casos e a formacdo de abscesso estéril
local ocorreu em 23,5%, o que inviabilizou a continuidade da administragéo da anfotericina B
(Rodrigues et al., 2009). O tratamento com anfotericina B intralesional e itraconazol oral foi
descrito em 26 gatos com esporotricose refrataria ao itraconazol, apresentando lesbes cutaneas

localizadas residuais, com o percentual de cura clinica de 72,7% (Gremiao et al., 2011).

1.3.3.2. Azolicos

Os farmacos antiflngicos azolicos sdo agentes antifingicos de amplo espectro (Papich
etal., 2003).

O cetoconazol e o itraconazol atuam ligando ao grupamento heme que constitui parte
de muitas das enzimas implicadas na sintese do ergosterol, principalmente a lanosterol-14—
alfa demetilase, por interferéncia no citocromo P-450 da levedura, bloqueando a sintese de
ergosterol e acumulando 14-alfa metil esterdis. A inibicdo da enzima P-450 ocorre via ligacdo
do nitrogénio ao dtomo de ferro da heme do citocromo P-450 férrico, evitando a formacao de
complexo superoxido Fe3+, necessario para hidroxilagdo dos metil-esterois, e com isso uma
incapacidade de desmetilar os esterois C14-metil e de reduzir a sintese do ergosterol, inibindo
o crescimento da célula fungica e levando a alteragdes morfoldgicas que resultam em necrose
celular (Papich et al., 2003; Cuenca-Estrella, 2010).
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1.3.3.2.1 Cetoconazol

O cetoconazol utilizado no tratamento da esporotricose felina € encontrado no Brasil
na forma de comprimidos de 200mg. Sua a¢do é fungistatica, podendo ser fungicida em doses
elevadas (Nobre et al., 2001). Para que sua absor¢do oral seja maxima, é necessario um pH
acido (Pereira et al, 2009).

O farmaco distribui-se por toda a pele e tecido subcutaneo, o que o torna eficaz para
tratamento de infeccBes cuténeas fungicas superficiais e sistémicas, podendo ser utilizado na
esporotricose felina, porém frequentemente estd associado a ocorréncia de efeitos adversos
como hiporexia, anorexia, vomito, diarréia e aumento das enzimas hepaticas (Pereira et al.,
2009; Gremido et al., 2015), sendo geralmente dose-dependente, devido ao cetoconazol ser
um potente inibidor do citocromo P-450 fungico dos mamiferos (Papich et al., 2003).

Pereira e colaboradores (2010) avaliaram a efetividade do cetoconazol em um estudo
com 598 felinos com esporotricose e 28,6% obtiveram cura clinica recebendo uma dose de
13,5 a 27,0 mg/Kg/dia. Sendo observados desfechos desfavoraveis e efeitos adversos, dentre

esses 0 mais comum forma a hiporexia, seguido de vomito e/ou diarréia.

1.3.3.2.2 Itraconazol

O itraconazol possui acdo fungistatica, mas dependendo da sua concentracdo e da
susceptibilidade do fungo, pode ter acdo fungicida (Pereira et al., 2009).

No Brasil é encontrado na forma de capsulas de 10mg, 25mg, 50mg e 100mg (Pereira
et al., 2009). Assim como o cetoconazol, a absor¢do do itraconazol ocorre em pH &cido, ndo
devendo ser administrado com antiacidos, bloqueadores H2 ou omeprazol (Papich et al.,
2003). A administragdo desse farmaco é recomendada junto com alimentos, visando o
aumento da biodisponibilidade (Taboada, 2000).

Esse farmaco apresenta afinidade lipofilica e proteica, levando a sua ampla
distribuicdo na maioria dos tecidos organicos, em que as concentragcdes S40 superiores as
encontradas no plasma, explicando a sua eficacia no tratamento de diferentes micoses

(Catalan e Montejo, 2006). Possui alta afinidade e seletividade pela enzima citocromo P-450
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fangica, sendo mais bem tolerado que o cetoconazol (Papich et al., 2003). Os principais
efeitos adversos relatados com o uso desse farmaco estdo relacionados ao trato gastrintestinal
como hiporexia, vomito, anorexia, perda de peso, diarréia, além da elevacdo das enzimas
hepaticas (Pereira et al., 2009). Sendo considerado o farmaco de eleicdo nos casos de
esporotricose humana (Kauffman et al., 2007) e felina devido a sua efic&cia e seguranca em
comparagao aos demais antifangicos (Pereira et al., 2010).

Recomenda-se a dose de 5-27,7mg/Kg a cada 12-24h para o tratamento da
esporotricose felina. O tempo de tratamento é prolongado e a administracdo do mesmo deve
ser mantida no minimo um més apos a cura clinica (Schubach et al., 2012).

Em um estudo realizado no Rio de Janeiro para avaliar a efetividade do itraconazol no
tratamento da esporotricose felina, 175 gatos receberam este antifungico na dose de 8,3 a 27,7
mg/Kg/dia a cada 24 horas. A cura clinica ocorreu em 38,3% dos gatos, com um tempo
mediano de tratamento de 26 semanas. Ao se comparar a resposta ao tratamento e a presenca
dos efeitos adversos, o itraconazol apresentou maior efetividade e seguranga quando

comparado ao cetoconazol (Pereira et al., 2010).

1.3.3.3. lodetos

O iodeto de potasio vem sendo utilizado no tratamento da esporotricose humana desde
o inicio do século XX (Torres-Mendonza et al., 1997). Seu mecanismo de a¢do ainda é pouco
conhecido, acredita-se que ele atue através da modulacdo da reacao inflamatdria e na resposta
imune, porém estudos in vitro sugerem que a conversdao do iodeto de potassio em iodo
promoveria danos as células leveduriformes (Torres-Mendonza et al., 1997; Reis et al., 2012).
Sendo atualmente utilizado no tratamento da esporotricose humana e felina devido a sua
efetividade e ao seu baixo custo quando comparado ao itraconazol (Sterling e Heymann,
2000; Reis et al., 2012).

Em um estudo realizado no Rio de Janeiro com 48 gatos com esporotricose, 0 iodeto
de potassio em capsulas (2,5-20 mg/kg/dia) foi efetivo em 47,9% dos animais. A taxa de cura
clinica foi similar a encontrada em estudos com o itraconazol, sugerindo que este seja uma
alternativa ao tratamento da esporotricose felina (Reis et al., 2012), obtendo uma relagéo

custo-efetividade com menor dispensa de recursos. Os gatos sdo sensiveis ao iodeto, sendo
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comum a apatia, anorexia, vomito, espasmos musculares, hipotermia, entre outros (Pereira et
al., 2009).

1.3.3.4. Terbinafina

A terbinafina, pertencente a classe das alilaminas, possui acdo fungicida (Diogo et
al.,2010). Seu mecanismo de acgdo € através da inibicdo da esqualeno epoxidase, diminuindo a
sintese do ergosterol, e assim levando ao rompimento da membrana celular, resultando na
morte da célula fungica (Balfour e Faulds, 1992). E um farmaco mais seletivo para célula
fangica, pois ndo se liga as enzimas do citocromo P-450, ndo causando interacao de farmacos
ou inibicdo da sintese de esterdides nos animais (Papich et al., 2003).

No Brasil é encontrada na forma de comprimidos de 125mg e 250mg. Possui boa
absorcédo por via oral e a ingestdo de alimentos pode aumentar a sua absorgdo (Pereira et al.,
2009).

Apresenta alta efetividade no tratamento das dermatofitoses e de infec¢Ges superficiais
causadas por leveduras em cées e gatos (Greene, 2012). Desde 1990, estudos tém descrito
uma boa resposta ao tratamento com terbinafina nos pacientes humanos apresentando a forma
cutanea e linfocutdanea da esporotricose (Francesconi et al., 2009; Song et al., 2010;
Francesconi et al., 2011). Entretanto, o uso deste farmaco isoladamente ou associado ao
itraconazol demonstrou baixa efetividade no tratamento de gatos com esporotricose em estudo
de Schubach e colaboradores (2004a).
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1.4 Testes de Susceptibilidade aos farmacos antifungicos

Os testes de susceptibilidade in vitro aos farmacos antifungicos foram desenvolvidos
devido ao surgimento de espécies resistentes, novos farmacos e da ocorréncia de falha
terapéutica. A determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) é importante para a
orientacdo ao tratamento e na avaliagdo de novos agentes antiflngicos (Schreiber, 2007).

Em 1982, o National Commitee for Clinical of Laboratory Standards (NCCLS),
atualmente Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), 6rgdo internacional que
padroniza e controla a realizacdo de testes de sensibilidade, organizaram um subcomité para
padronizacdo do teste de susceptibilidade a antifingicos para leveduras, pelo método de
microdiluicdo em caldo. Fatores pré-analiticos mais relevantes foram estudados e adaptagdes
foram feitas, resultando em documentos como M27-P, M27-T, M27-A, e apenas em 1998 foi
editado o M38-P, especifico para formas de conidios de fungos filamentosos. Atualmente, o
documento de referéncia utilizado para o teste de susceptibilidade para fungos filamentosos é
0 M38-A2 (Schreiber, 2007; CLSI, 2008).

Os testes de susceptibilidade a antifingicos em sua maioria empregam técnicas de
diluicdo em caldo que estdo baseadas no calculo da CIM estimada pelo percentual de inibicéo
em relagdo a um controle de crescimento (Cuenca-Estrella e Rodriguez-Tudela, 2002).

Atualmente dois métodos padronizados estdo disponiveis para realizacdo do teste de
susceptibilidade antifangica com Sporothrix spp.. O CLSI propde um teste de microdiluicdo
onde o indculo utilizado é 0,4 — 5,0 x 10*UFC/mL, obtido a partir de uma coldnia filamentosa
com sete dias de incubacdo em agar batata dextrose (PDA), 37°C, inoculado em meio de
cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI) — 1640, para a realizacdo da diluicdo seriada
dos antifangicos. Transcorridos 46 a 50 horas de incubacdo a 35°C, sem agitacdo, a CIM ¢é
determinada, sendo esta a menor concentracdo de um agente antimicrobiano que impede
crescimento visivel de um microorganismo no teste de susceptibilidade (CLSI, 2008).

O outro protocolo foi padronizado pelo European Committee for Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST), o qual utiliza um in6culo final de 1-2,5 x 10° UFC/mL
obtido a partir de uma coldnia de dois a cinco dias de crescimento, inoculado em meio RPMI
— 1640 suplementado com glicose 2% acondicionado em microplacas. O ponto de corte é lido

visualmente apds 48 horas de incubacédo a 35 — 42°C.
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O ponto de corte para fungos filamentosos, incluindo Sporothrix spp, ndo foi
estabelecido até o momento. Baseado em estudos prévios de susceptibilidade antiflngica
realizados com outros fungos filamentosos, a CIM pode ser agrupada para fins analiticos
como susceptivel (CIM <1 ug/ mL), intermediaria (CIM = 2 ug/ mL) ou resistente (CIM > 4
ug/ mL). Pontos de corte com relevancia clinica comprovada ainda ndo foram determinados
pelas agéncias regulatorias (CLSI, 2008).

Estudos in vitro demonstraram uma variedade de resultados entre os isolados testados,
e alguns autores concluiram que a susceptibilidade antifingica é cepa dependente. Isso pode
ser explicado porque Sporothrix spp. ndo é representado por uma Unica espécie (Marimon et
al., 2008b; Barros et al., 2011; Oliveira et al., 2011; Rodrigues et al., 2014).

A distribuicdo geogréafica dos isolados do género Sporothrix parece ter um papel
relevante na susceptibilidade antifingica. Isolados humanos provenientes da area epidémica
do Rio de Janeiro sdo mais susceptiveis ao itraconazol e a terbinafina que isolados
provenientes de outras regides. Esse comportamento pode estar relacionado as diferencas na
susceptibilidade das novas espécies descritas a partir do complexo Sporothrix (Barros et al.,
2011).

Estudos sobre a susceptibilidade antifungica de isolados de Sporothrix oriundas de
casos humanos do Rio de Janeiro sdo diversos (Kohler et al., 2004; Trilles et al., 2005;
Gutierrez-Galhardo et al., 2010; Zhang et al., 2011; Borba-Santos et al., 2015; Rodrigues et
al., 2014; Stopliglia et al., 2014). Os achados in vitro demostraram susceptibilidade para o
itraconazol, sugerindo este como tratamento de escolha para casos de esporotricose humana
(Alvarado-Ramirez e Torres-Rodriguez, 2007 ; Meirnez et al., 2007). Ja a anfotericina B
apresenta altos valores de CIM, representando uma baixa atividade in vitro deste farmaco para
o Sporothrix (Alvarado-Ramirez e Torres-Rodriguez, 2007; Gutierrez-Galhardo et al., 2008;
Rodrigues et al., 2014; Stopiglia et al., 2014 ; Borba-Santos et al., 2015). No entanto, em um
estudo observou-se valores abrangentes de CIM (0,06- 16ug/ml), sugerindo que a
susceptibilidade do Sporothrix para a anfotericina B seria cepa dependente (Alvarado-
Ramirez e Torres-Rodriguez, 2007).

Ja a terbinafina é o farmaco que apresenta melhor atividade in vitro frente a isolados
humanos, com baixos valores de CIM (Gutierrez-Galhardo et al., 2008; Silveira et al., 2011,
Zhang et al., 2011), seguido do cetoconazol (Stopiglia et al., 2014).

Esses achados dos testes de susceptibilidade in vitro para que possam ser relacionados
com os achados clinicos in vivo, alguns estudos ja foram realizados com isolados de pacientes

humanos. Os isolados na fase leveduriforme de pacientes com lesdes disseminadas
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apresentaram menor susceptibilidade ao itraconazol que os isolados daqueles com formas
cutaneas e linfocutaneas (Trilles et al., 2005). No entanto, Gutierrez-Galhardo e colaboradores
(2008) ndo encontraram diferenca significativa em relacdo aos valores de CIM de isolados
humanos oriundos de pacientes com diferentes apresentacdes clinicas da doenca, assim como
a resposta clinica destes pacientes.

Poucos estudos sobre susceptibilidade antifungica de isolados felinos foram
realizados, quando comparados aos estudos com isolados humanos. Kohler e colaboradores
(2004) realizaram um estudo de susceptibilidade com nove isolados de S. schenckii
provenientes de gatos do Rio de Janeiro e os resultados sugeriram resisténcia ao itraconazol.
No entanto, Alvarado-Meirnez e Torres-Rodriguez (2007) utilizando seis isolados felinos e
um canino, observaram susceptibilidade ao itraconazol para trés isolados felinos, e resisténcia
para os demais isolados, inclusive o canino. Enquanto que para terbinafina, todos os isolados
demonstraram uma intensa atividade in vitro. Em um estudo realizado no Rio Grande do Sul,
observou-se que a proporcdo de espécies de Sporothrix resistentes ao itraconazol foi maior
nos isolados animais quando comparado aos isolados humanos (Oliveira et al., 2011).

Por se tratar de um complexo composto por espécies cripticas, acredita-se que ocorra
uma variacao na susceptibilidade antiflngica entre as espécies. Diante de tal hip6tese, um
estudo com isolados provenientes de animais foi realizado, demonstrando que o isolado felino
de S. albicans e o isolado canino de S. luriei, apresentaram resisténcia ao itraconazol quando
comparados aos demais isolados felinos de S. brasiliensis e S. schenckii. J& para anfotericina
B e terbinafina, ndo houve diferenca entre as espécies, sendo a terbinafina o farmaco com
melhor atividade contra todos os isolados (Oliveira et al., 2011).

Estudo realizado por Rodrigues e colaboradores (2014), comparando a
susceptibilidade antifangica de diferentes espécies que fazem parte do complexo Sporothrix,
observou-se que o itraconazol apresenta melhor atividade in vitro contra as cepas de S.
brasiliensis, quando comparado ao S. schenckii e S. mexicana, no entanto ainda sendo
considerada sua atividade moderada. Enquanto que anfotericina B apresenta moderada
atividade contra S. brasiliensis e altos valores de CIM para S. schenckii s. str. (Rodrigues et
al., 2014).

Os testes de susceptibilidade a antifungicos pode ser influenciado pela fase de
crescimento do fungo, a qual teria influéncia sobre as CIM (Zhang et al., 2011). Devido as
caracteristicas morfolégicas do Sporothrix, no ambiente e no paciente, existem
questionamentos sobre se a forma conidial seria a mais adequada para esta avaliacdo, ja que

o0s conidios sdo formas de resisténcia dos fungos filamentosos (Schreiber, 2007). Diferencas
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estatisticas significantes nos valores de CIM para itraconazol e terbinafina foram encontradas
quando comparadas as duas fases de crescimento do fungo, indicando que a fase de
crescimento teria influéncia na susceptibilidade do farmaco (Zhang et al., 2011). Ao comparar
as duas fases de crescimento fungico com isolados felinos, humanos e do ambiente, observou-
se que a terbinafina apresentou melhor atividade in vitro, com baixos valores de CIM, em
relagdo a todos os isolados em ambas as fases de crescimento, enquanto que itraconazol
apresentou altos valores de CIM para ambas as fases. Ja a anfotericina B obteve valores mais

altos de CIM para fase filamentosa (Borba-Santos et al., 2015).
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2. JUSTIFICATIVA

A esporotricose € um problema de salde publica que ocorre na regido metropolitana
do Rio de Janeiro desde 1998. Ao longo dos ultimos 17 anos mais de 8.000 casos entre
humanos e felinos foram diagnosticados somente no INI/Fiocruz, demonstrando a gravidade
da situacao epidemioldgica nesta regido.

Nessa epidemia o gato é a principal fonte de infec¢do de Sporothrix para o ser humano
e outros animais. Alguns autores acreditam que para fins de salde publica e de controle da
doenca, é necessario, dentre outras medidas, o tratamento da populagdo felina acometida pela
doenga (Schubach et al., 2004a; Barros et al., 2010). Diferentes estudos demonstraram a
susceptibilidade in vitro de isolados de Sporothrix spp. provenientes de humanos frente a
antifangicos. Entretanto, existem poucos estudos desta natureza utilizando os isolados felinos,
sendo que em nenhum deles houve a associacdo com a apresentacdo clinica e a resposta
terapéutica.

O estudo dos isolados clinicos de S. brasiliensis de gatos provenientes de um ensaio
clinico realizado numa regido epidémica constitui uma oportunidade Unica para o
conhecimento do perfil de susceptibilidade antifingica, visando estabelecer uma possivel
associacao entre os resultados dos testes in vitro, as caracteristicas clinicas e o desfecho do

tratamento antifungico realizado com itraconazol e cetoconazol.



20

3. OBJETIVO GERAL

Estudar os isolados clinicos de Sporothrix brasiliensis provenientes de gatos da regido

epidémica do Rio de Janeiro em relagdo a susceptibilidade antifingica.

3.1. Objetivos Especificos

a) Descrever e comparar a susceptibilidade in vitro de Sporothrix brasiliensis isolados de

gatos no Rio de Janeiro frente a farmacos antifingicos;

b) Descrever a associacdo entre a susceptibilidade antifingica, as diferentes
apresentacdes clinicas e o desfecho do caso apds tratamento antifungico com os

derivados azdlicos, cetoconazol e itraconazol.
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4. METODOS

4.1. Desenho do Estudo

Estudo transversal retrospectivo da susceptibilidade antifingica de isolados de

Sporothrix brasiliensis provenientes de gatos.

4.2. Casuistica

Utilizada uma amostra de conveniéncia composta por 47 isolados de Sporothrix
brasiliensis provenientes de gatos incluidos em um ensaio clinico fase IV, randomizado,
duplo-cego e controlado de duas diferentes doses de cetoconazol e itraconazol, realizado no
Laboratorio de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em Animais Domésticos (Lapclin-
Dermzoo) do INI/Fiocruz (Licenca CEUA/Fiocruz L-041/06), no periodo de 2006 a 2010.

4.3 Analise de prontuarios medicos

A revisdo dos prontuarios medicos, sob a guarda do Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz, foi
realizada para a coleta das variaveis clinicas (distribuicdo das lesdes cutaneas, ocorréncia de

linfoadenopatia, presenca de sinais respiratorios e estado clinico geral), epidemioldgicas
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(dado sécio demogréfico) e terapéuticas (tratamento antifingico empregado e desfecho do
caso) dos gatos dos quais os isolados de Sporothrix brasiliensis foram provenientes.
As informacGes foram obtidas por meio de um banco de dados do ensaio clinico

construido no software Statistical Package for Social Science (SPSS) verséao 16.0.

4.4. Materiais, Procedimentos e Técnicas

4.4.1 Isolados

Os isolados clinicos de Sporothrix brasiliensis utilizados no estudo foram obtidos dos
gatos antes da instituicdo do tratamento antifingico, e estavam sob a guarda do Laboratério de
Micologia (LabMicol)/ INI/ Fiocruz. Os mesmos foram identificados a nivel de espécie e

caracterizados pela técnica molecular T3B fingerprinting (Boechat, 2015).

4.4.1.1 Viabilidade e Armazenamento dos isolados clinicos

Os isolados considerados viaveis, foram armazenados a partir do método de
conservagdo em Skim Milk (Fluka Analytical, Sigma-Aldrich, Switzerland), a -20°C, sendo
considerados viaveis apds o crescimento em meio PDA e posterior identificacdo morfoldgica
por meio dos aspectos macroscopicos (Figura 1) e microscopicos de suas colbnias.

No protocolo de armazenamento utilizado, as amostras foram semeadas em meio PDA
e incubadas durante sete dias a temperatura ambiente, em tubos de 20 x 200 mm, para o
crescimento de boa quantidade de massa celular. Apos o crescimento foi adicionado 4 mL de
Skim Milk a 20% no tubo contendo o fungo no meio, e com a ajuda de uma pipeta graduada
de 5 mL foi realizada a friccdo na superficie das colénias a fim de que os conidios fossem
entdo liberados. A homogeneizacdo e a suspensdo dos conidios foi efetuada por meio da
pipetagem. Aliquotas de 1 mL foram depositadas em criotubos e armazenadas a -20°C.
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Figura 1: Coldnias de Sporothrix brasiliensis consideradas vidveis apds 7 dias
de crescimento em PDA a 25°C.

4.4.2 Teste de Susceptibilidade aos antifungicos

O teste de susceptibilidade in vitro para a fase filamentosa foi realizado no
LabMicol/INI/Fiocruz, foi utilizado o método de microdiluicdo em meio liquido de acordo
com o protocolo M38-A2 (CLSI, 2008).

Os agentes antifangicos testados foram a anfotericina B, cetoconazol, itraconazol e a
terbinafina (Sigma Chemical Corporation, St Louis, MO, USA). Esses farmacos foram
diluidos de forma seriada em dimetilsulféxido (DMSO) (AudazBrasil, Lote 1304936) de
qualidade analitica, de acordo com o CLSI, adicionado de glicose a 20%, com o intuito de
facilitar o crescimento fungico. Sendo recomendado realizar o preparo de uma série de
diluicbes da solucdo padrdo do antifungico, a 100 vezes a concentracdo final, devido ao uso
do DMSO.

Apos a diluicdo do agente antifangico em DMSO, foi realizada uma nova diluigéo de
1:50 em RPMI-1640, sendo a mesma distribuida em placas de 96 pogos, cujas concentracoes

finais dos farmacos variaram de 0,015 a 8,0 ug/mL (Figura 2).
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Figura 2: Esquema de uma placa de 96 pocos. Distribuicdo das dilui¢bes
dos agentes antifingicos, com concentracdes variando de 0,015-8ug/mL
nas colunas de 2 a 11.

CE= Controle de esterilidade; CC= controle de crescimento;

Os conidios dos isolados de S. brasiliensis cultivados em meio PDA a 37°C por sete
dias foram suspensos em solucdo salina estéril, e as densidades das suspensdes foram lidas e
ajustadas para uma densidade dptica que variou de 0,09 a 0,11; posteriormente foi realizada
uma diluicdo de 1:50 em meio RPMI 1640 e incubados a 37°C nas placas de fundo chato de
96 pocos com as diferentes concentracdes dos farmacos numa densidade final de 1 a 5x10*
UFC/mL. Como controle da acdo dos antifingicos em cada placa foram utilizadas cepas dos
fungos Aspergillus fumigatus ATCC 204305 e Aspergillus flavus ATCC 204304, conforme
recomendado pelo CLSI (2008) (Figura 3).

As placas foram incubadas por 72 horas e realizada a leitura dos testes pela inspecéo
visual no fundo da placa, verificando os pocos e as respectivas concentracdes dos farmacos
capazes de inibirem o crescimento fungico, sendo assim determinada a CIM. A leitura dos
resultados foi feita através da comparagéo do crescimento em cada pogo com o do controle de

crescimento, com o auxilio do espelho de leitura.
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Os experimentos foram realizados em duplicata, a fim de se determinar a concordancia
essencial entre as leituras. Os resultados dos dois experimentos foram considerados
concordantes quando as CIM determinadas nos diferentes experimentos ndo apresentaram
variacdo em mais de duas diluicGes. Essa leitura foi realizada somente ap0s 72 horas da
inoculacdo devido a dificuldade de visualizacdo do crescimento fungico em tempo inferior
como protocolado pelo CSLI (46-50 horas).

As CIM dos controles foram estabelecidas e os resultados foram validados por meio
da utilizacdo das cepas de referéncia, cujos valores estavam dentro da faixa de CIM

recomendada pelo protocolo.
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Figura 3: Esquema de placa de 96 pocos. Nas linhas de A a F séo
inoculados os isolados clinicos e, nas linhas G e H as cepas para
controle da agdo dos antifungicos (A. flavus e A. fumigatus).

A CIM foi definida como a menor concentracdo do farmaco capaz de inibir o
crescimento fangico em 100% para a anfotericina B e para o itraconazol, 80% do crescimento
fangico para a terbinafina e 50% do crescimento fungico para o cetoconazol.

Determinada a CIM, foram calculadas as médias geométricas (MG), as variagdes dos
valores maximos e minimos, assim como os valores de CIM 50% e 90%, que sdo as CIM
capazes de inibir o crescimento de 50% e 90% dos isolados fingicos para cada antifangico.
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Os resultados do teste de susceptibilidade antifingica (expressos por meio da MG dos
valores de CIM determinados em pelo menos dois experimentos distintos) foram comparados
com a apresentacdo clinica inicial e o desfecho do caso segundo o tratamento antifingico

realizado com itraconazol e cetoconazol.
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5. PLANO DE ANALISE

A analise exploratoria de dados foi realizada pela descricdo de frequéncias das
variaveis qualitativas (distribuicdo das lesbes cutaneas, ocorréncia de linfadenopatia, presenca
de sinais respiratorios, estado clinico geral, dado socio demogréfico, antifingico utilizado e
desfecho) e medidas-resumo (média, mediana desvio-padrdo e intervalo interquarlitico) das
varidveis guantitativas. Adicionalmente, foram descritas as CIM para cada antifingico testado
(minimo, méaximo, 50%, 90% e MG).

Na verificacdo de associacdo entre variaveis categoricas, foi empregado o teste qui-
quadrado de Pearson. No caso de células com contagens abaixo de cinco ou tabelas formadas
por duas linhas e duas colunas (2x2), foi utilizado o teste exato de Fisher.

Ja para a verificacdo da normalidade de varidveis continuas foi empregado o teste de
Kolmogorov-Smirnov, que indicou a utilizacdo de testes ndo paramétricos. Na comparacdo
dos valores de varidveis continuas entre dois grupos (antifungico, estado geral, presenca de
linfoadenopatia e sinais respiratorios) foi empregado o teste de Mann-Whitney, e para dois ou
mais grupos (desfecho e distribuicdo das lesbes cutaneas) o teste de Kruskal-Wallis.

P-valores < 0,05 indicaram testes estatisticamente significativos.

5.1 Variaveis

As variaveis analisadas estdo definidas abaixo:
- Presenca de linfoadenopatia: aumento de linfonodo em um ou mais sitios
anatémicos.

- Presenca de sinais respiratorios: espirros, rinorréia, dispnéia e tosse.
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- Distribuicdo das lesdes cutaneas: os gatos foram agrupados em 3 grupos: L1, gatos
com lesbes em apenas um local; L2, gatos com lesdes em 2 locais ndo contiguos; e L3, gatos
com lesGes em 3 ou mais locais ndo contiguos (Schubach et al.,2004a).

- Estado geral dos gatos foi classificado em bom (condicdo corporal ideal,
normorexia, defecacdo e mic¢do normais, normotermia e animal alerta), regular (magreza,
hiporexia, alteracBes nas fungbes digestivas e urindrias, desidratacdo leve, temperatura
corporal normal ou alterada, estado de alerta pode estar afetado) e ruim (magreza ou caquexia,
hipo ou anorexia, disturbios gastrintestinais ou urinarios, desidratacdo severa, temperatura
corporal alterada, estado de alerta alterado).

Os gatos foram submetidos aos seguintes esquemas terapéuticos: itraconazol (50 ou
100 mg/gato/dia) ou cetoconazol (50 ou 100 mg/gato/dia). A variavel desfecho foi definida
como: favoravel (cura clinica), desfavoravel (faléncia terapéutica e &bito relacionado a
esporotricose) e outros (6bito ndo relacionado a esporotricose, perda de seguimento e

exclusdo do ensaio clinico).
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6. RESULTADOS

6.1 Aspectos clinicos e epidemioldgicos

Os dados clinicos e epidemiologicos de 47 gatos foram analisados, dos quais foram
provenientes os isolados. Destes, 35 residiam no municipio do Rio de Janeiro, sete em Nova
Iguagu, trés em S&o Jodo de Meriti e dois em Duque de Caxias. A populagdo felina era
constituida majoritariamente por machos (74,5%), ndo castrados (59,6%) e que tinham acesso
a rua (85,1%). A média das idades foi 35,5 meses. Em 60% dos casos, 0s responsaveis pelos
animais relataram que havia a presenca de pelo menos mais um gato no domicilio, e que
68,1% tinham o habito de brigar com outros gatos.

Em relacdo ao estado geral dos animais, 42 (89,4%) apresentava bom estado geral e
cinco (10,6%) estado geral regular. A linfadenopatia estava presente em 42 (89,4%) animais.
Em relacdo a distribuicdo das lesdes cutaneas, 15 (31,9%) animais eram do grupo L1, 16
(34%) do grupo L2 e 16 (34%) do grupo L3. Do total de gatos (47), 46 apresentaram lesdes
cutaneas ulceradas. Destes, 18 apresentaram lesdo em mucosa. Em um caso foi observada
somente lesdo em mucosa nasal.

Os sinais respiratdrios estavam presentes em 27 (57,4%) gatos, principalmente espirro
(51%) e rinorreia (48,9%).

Em relagdo ao tratamento antifungico empregado, 25 (53,2%) foram tratados com
itraconazol e 22 (46,8%) com cetoconazol. A cura clinica ocorreu em 17 (36,2%) gatos.
Desfechos desfavoraveis foram observados em 16 (34%), sendo 10 devido a faléncia
terapéutica e seis por Obito em consequencia da esporotricose. Em 14 gatos (29,8%),
ocorreram dois 6bitos por outra causa néo relacionada a esporotricose, em 10 houve abandono
do tratamento e dois foram retirados do ensaio clinico devido a critérios de elegibilidade pré-

estabelecidos.
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6.2 Teste de Susceptibilidade

De acordo com as CIM encontradas (Quadro 1), foram determinadas as MG, as
variagcdes dos valores maximos e minimos, e os valores de CIM50% e 90%.

Os valores das CIM para as cepas de referéncia A. flavus e A. fumigatus estavam
dentro dos valores descritos para a anfotericina B (0,5 - 4ug/mL e 0.5 — 2pg/mL,
respectivamente) e para o itraconazol (0.2 - 0.5ug/mL e 0.12 — 1.0pg/mL, respectivamente).
Os demais farmacos testados ndo possuem valores de CIM pré-estabelecidos com estas cepas,

mas 0s mesmos se mantiveram uniformes durante o estudo.



Quadro 1: Valores das CIM de acordo com o antifingico testado dos 47
isolados clinicos de S. brasiliensis provenientes de gatos com esporotricose
diagnosticados no INI/Fiocruz, Rio de Janeiro (2006-2010).

CIM (ug/mL)
Isolados AnfB CTZ ITZ TRB
1(8440) 0,50 1,00 0,50 0,03
2(8491) 1,00 0,50 1,00 0,06
3(8509) 1,00 1,00 1,00 0,06
4(8488) 0,25 0,25 0,50 0,06
5(8547) 0,25 0,50 0,50 0,03
6(8584) 0,50 0,50 0,50 0,03
7(8607) 2,00 0,50 1,00 0,06
8(8612) 1,00 0,50 1,00 0,06
9(8639) 2,00 1,00 1,00 0,03
10(8648) 2,00 1,00 1,00 0,03
11(8678) 1,00 0,50 1,00 0,03
12(8671) 0,50 0,25 1,00 0,03
13(8688) 1,00 0,25 1,00 0,06
14(8664) 1,00 0,12 1,00 0,06
15(8695) 2,00 0,50 1,00 0,06
16(8723) 1,00 1,00 1,00 0,06
17(8718) 2,00 0,50 1,00 0,06
18(8726) 1,00 0,50 0,50 0,03
19(8761) 2,00 0,50 1,00 0,03
20(8756) 1,00 1,00 1,00 0,03
21(8775) 1,00 1,00 2,00 0,03
22(8729) 1,00 2,00 2,00 0,06
23(8862) 1,00 1,00 1,00 0,03
24(8854) 1,00 0,50 1,00 0,06
25(8881) 1,00 0,50 1,00 0,12
26(8912) 2,00 1,00 1,00 0,03
27(8908) 1,00 0,50 1,00 0,06
28(8904) 2,00 1,00 1,00 0,12
29(8887) 2,00 1,00 1,00 0,06
30(8902) 2,00 1,00 2,00 0,06
31(8986) 1,00 0,50 1,00 0,03
32(9042) 2,00 1,00 2,00 0,015
33(9032) 2,00 1,00 1,00 0,06
34(9020) 2,00 1,00 2,00 0,03
35(9062) 2,00 1,00 2,00 0,03
36(9056) 2,00 1,00 2,00 0,03
37(9050) 2,00 1,00 1,00 0,03
38(9090) 1,00 1,00 1,00 0,03
49(9099) 1,00 0,50 1,00 0,06
40(9101) 2,00 1,00 2,00 0,03
41(9115) 2,00 0,50 1,00 0,03
42(9203) 1,00 0,50 1,00 0,03
43(9236) 2,00 1,00 2,00 0,03
44(9260) 1,00 1,00 2,00 0,03
45(9345) 2,00 0,50 1,00 0,03
46(9362) 2,00 0,50 1,00 0,06
47(9409) 2,00 1,00 2,00 0,06

CIM=Concentracao inibitdria minima; AnfB= anfotericinaB;
CTZ= cetoconazol; ITZ= itraconazol; TRB= terbinafina
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A Tabela 1 mostra a distribuicdo das CIM para os quatro farmacos testados, dos 47
isolados felinos de S. brasiliensis. Ja o perfil de susceptibilidade antifingica dos isolados de
acordo com a MG, a CIM50% e a CIM90% para cada farmaco testado estdo descritos na

Tabela 2.

Tabela 1: Distribuicdo das CIM dos antiflingicos em relacédo aos 47 isolados felinos de S. brasiliensis.

If[éggtrzggo N° de isolados de acordo com a CIM (pg/ml)
0,015 0,03 0,06 0,12 0,25 0,5 1 2
AnfB - - - - 2 3 20 22
CTz - - - 1 3 19 23 1
ITZ - - - - - 5 31 11
TRB 1 25 19 2 - - - -

CIM= Concentracdo inibitéria minima; AnfB= anfotericina B; CTZ= cetoconazol; ITZ= itraconazol,
TRB-= terbinafina

Tabela 2: Perfil de susceptibilidade antifungica de 47 isolados felinos de S. brasiliensis. Valores
de MG, CIM50% e CIM90% para os farmacos testados.

Farmacos testados

Meédias AnfotericinaB  Cetoconazol Itraconazol Terbinafina
MG 1,24 0,6 1,09 0,04

CIM 50 1 0,5 1 0,03

CIM 90 2 1 2 0,06

MG= média geométrica; CIM= concentracao inibitéria minima
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A terbinafina foi o antifungico com os menores valores de CIM obtidos (Figura 4),
com uma variacdo de 0,015-0,12ug/mL e valores de CIM50% e CIM90% de 0,03pug/mL e

0,06pg/mL, respectivamente, demonstrando uma alta atividade in vitro frente aos isolados

testados.
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Figura 4: Teste de susceptibilidade para terbinafina de seis isolados clinicos
de S. brasiliensis. Coluna 1= Controle de esterilidade; Coluna 12= Controle
de crescimento; Linhas G e H= cepas controle de A. flavus e A. fumigatus,

respectivamente.

Entre os azolicos, cetoconazol apresentou valores de CIM que variaram de 0,12ug/mL
a 2ug/mL (Figura 5), e o itraconazol CIM variando de 0,50ug/mL a 2ug/mL (Figura 6). Ao
compararmos a CIM50% e a CIM90%, o cetoconazol apresentou valores de 0,5ug/mL e

1ug/mL, enquanto que o itraconazol 1ug/mL e 2pg/mL, respectivamente.
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Figura 5: Teste de susceptibilidade para o cetoconazol de seis isolados
clinicos de S. brasiliensis. Coluna 1= Controle de esterilidade; Coluna 12=
Controle de crescimento; Linhas G e H= cepas controle de A. flavus e A.
fumigatus, respectivamente.
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Figura 6: Teste de susceptibilidade para o itraconazol de seis isolados
clinicos de S. brasiliensis. Coluna 1= Controle de esterilidade; Coluna 12=
Controle de crescimento; Linhas G e H= cepas controle de A. flavus e A.
fumigatus, respectivamente.
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A anfotericina B apresentou a CIM variando de 0,25-2ug/mL (Figura 7). No entanto
este farmaco foi o que obteve maior MG (1,24pg/mL).

\/’, \r

r‘\\hF\

- \NY, - /i ’ 2 \\/ \ " N4 A
N, 5‘\\\I\\s \ ' l/‘l//“l// l//‘///
i \‘i W e Ve AV .
\?'\'

B
‘l':

‘ :o ‘. )\L. )‘\s )\,‘ /\

’\\} ;"\g- W % % 0%

Fax W M M6 V6 0% 0% % 5

Gﬂ\(‘*h Ve W Wi eion ,,r? \*( f(.
mH@j(mfz ¥ Vi Wi Wit wvﬁ

\/»

Figura 7: Teste de susceptibilidade para a anfotericina B de cinco isolados
clinicos de S. brasiliensis. Coluna 1= Controle de esterilidade; Coluna 12=

Controle de crescimento; Linhas G e H= cepas controle de A. flavus e A.
fumigatus, respectivamente.

6.3 Correlac6es com o desfecho clinico

A comparacdo entre os valores da CIM para itraconazol e cetoconazol in vitro e o
tratamento antifungico realizado nos animais dos quais os isolados de S. brasiliensis foram
provenientes ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa (Tabela 3). Assim como a
comparacao das CIM segundo o desfecho do tratamento (Tabela 4).



Tabela 3: Comparacdo entre os valores da CIM para o cetoconazol e o
itraconazol segundo o antiflngico utilizado no tratamento dos gatos
com esporotricose.

Farmaco utilizado

Farmaco Itraconazol Cetoconazol

testado Mediana(Min-Max) Mediana(Min-Max)
Cetoconazol 1,00 (0,12-1,00) 0,50 (0,25-2,00)
Itraconazol 1,00 (0,50-2,00) 1,00 (0,50-2,00)

Min=Minimo, Max=Maximo.

Tabela 4: Comparacdo entre os valores da CIM segundo o desfecho do tratamento
antifangico dos gatos com esporotricose.

Desfecho
, Favoravel (n=18)  Desfavoravel (n=16) Outros (n=14)
Farmaco
testado . . ) . . . p-valor
Mediana(Min-Max) Mediana(Min-Max) Mediana(Min-Max) (p<0,05)
CTz 0,50 (0,12-1,00) 1,00 (0,25-2,00) 1,00 (0,25-1,00) 0,510
ITZ 1,00 (0,50-2,00) 1,00 (0,50-2,00) 1,00 (0,50-2,00) 0,262

AnfB= anfotericina B; CTZ= cetoconazol; ITZ= itraconazol; TRB= terbinafina; Min= minimo;
Max= méaximo.p-valor= p-valor no teste de Kruskal-Wallis.
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No Quadro 2 e 3 podemos observar as CIM para o cetoconazol e itraconazol,

respectivamente, dos isolados de S. brasiliensis obtidos dos gatos tratados com os mesmos, e

seus respectivos desfechos do tratamento (ndo agrupados).

Quadro 2: CIM dos isolados de S. brasiliensis no

teste de susceptibilidade para o cetoconazol de
acordo com o desfecho do tratamento dos gatos

com 0 mesmo.

Isolado | CIM (pg/mL) Desfecho
8881 0,50 Abandono
9115 0,50 Abandono
9050 1,00 Abandono
9090 1,00 Abandono
8584 0,50 Cura
8986 0,50 Cura
8607 0,50 Cura
8612 0,50 Cura
8775 1,00 Cura
8887 1,00 Cura
9099 0,50 Eutanasia
9409 1,00 Eutanasia
8695 0,50 Faléncia Terapéutica
8726 0,50 Faléncia Terapéutica
8723 1,00 Faléncia Terapéutica
8729 2,00 Faléncia Terapéutica
8488 0,25 Obito
8678 0,50 Obito
8491 0,50 Obito Esporotricose
8718 0,50 Obito Esporotricose
8902 1,00 Obito Esporotricose
9042 1,00 Obito Esporotricose

CIM = Concentracéo Inibitéria Minima



Quadro 3: CIM dos isolados de S. brasiliensis no

teste de susceptibilidade para o itraconazol de
acordo com o desfecho do tratamento dos gatos

COm 0 mesmo.

Isolado| CIM (ug/mL) Desfecho
8509 1,00 Abandono
8756 1,00 Abandono
8862 1,00 Abandono
8854 1,00 Abandono
9032 1,00 Abandono
9236 2,00 Abandono
8440 0,50 Cura
8547 0,50 Cura
8648 1,00 Cura
8688 1,00 Cura
8664 1,00 Cura
8761 1,00 Cura
8904 1,00 Cura
9362 1,00 Cura
9203 1,00 Cura
9056 2,00 Cura
9260 2,00 Cura
8639 1,00 Obito Esporotricose
9020 2,00 Obito Esporotricose
8671 1,00 Faléncia Terapéutica
8912 1,00 Faléncia Terapéutica
8908 1,00 Faléncia Terapéutica
9345 1,00 Faléncia Terapéutica
9062 2,00 Faléncia Terapéutica
9101 2,00 Faléncia Terapéutica

CIM = Concentrac¢do Inibitéria Minima
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Correlacionando a presenca de linfoadenopatia (Tabela 5), o estado geral (Tabela 6),
distribuicdo das lesBes cutaneas (Tabela 7) e a presenca de sinais respiratorios (Tabela 8), com

os valores encontrados das CIM também nédo observamos diferencas significativas.

Tabela 5: Comparacdo entre os valores da CIM para cada farmaco
testado segundo a presenca ou auséncia de linfoadenopatia nos gatos.

Linfoadenopatia

Farmaco
testado )
Presenca Auséncia p-valor
Mediana(Min-Max)  Mediana(Min-Max) (p<0,05)
AnfB 1,00 (0,25-2,00) 2,00 (0,50-2,00) 0,319
CTz 0,75 (0,12-2,00) 1,00 (0,50-1,00) 0,675
ITZ 1,00 (0,50-2,00) 1,00 (0,50-2,00) 0,776
TRB 0,03 (0,01-0,12) 0,03 (0,03-0,06) 0,854

AnfB= anfotericina B; CTZ= cetoconazol; ITZ= itraconazol; TRB= terbinafina;
Min= minimo; Max= méaximo. p-valor= p-valor no teste de Mann-Whitney.

Tabela 6: Comparacdo entre os valores da CIM para cada antifngico testado
segundo o estado clinico geral dos gatos com esporotricose.

Estado Geral
Farmaco Bom Regular

testado : : : : p-valor
Mediana(Min-Max) Mediana(Min-Max) (p<0,05)

AnfB 1,00 (0,25-2,00) 2,00 (1,00-2,00) 0,491

CTz 0,75 (0,12-1,00) 1,00 (0,50-2,00) 0,409

ITZ 1,00 (0,50-2,00) 1,00 (1,00-2,00) 0,372

TRB 0,03 (0,01-0,12) 0,06 (0,03-0,06) 0,603

AnfB= anfotericina B; CTZ= cetoconazol; ITZ= itraconazol; TRB= terbinafina; Min=
minimo; Max= maximo. p-valor= p-valor no teste de Mann-Whitney.



Tabela 7: Comparacéo entre os valores da CIM para cada antifungico testado segundo a
distribuicéo das lesbes cutaneas dos gatos com esporotricose.
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Farmaco Distribuicdo das Lesdes Cutaneas
testado
L1 L2 L3 p-valor
Mediana(Min-Max)  Mediana(Min-Max) Mediana(Min-Max)  (p<0,05)
AnfB 1,00 (0,25-2,00) 1,00 (0,25-2,00) 2,00 (0,50-2,00) 0,281
CTZ 1,00 (0,25-1,00) 0,50 (0,25-2,00) 1,00 (0,12-1,00) 0,956
ITZ 1,00 (0,50-2,00) 1,00 (0,50-2,00) 1,00 (0,50-2,00) 0,500
TRB 0,06 (0,03-0,12) 0,04 (0,03-0,06) 0,03 (0,01-0,06) 0,248

AnfB= anfotericina B; CTZ= cetoconazol, ITZ= itraconazol; TRB= terbinafina; Min=Minimo;
Max=Maximo; L1= lesdes em apenas um local; L2= Lesdes em dois locais ndo contiguos; L3= Lesdes em
3 ou mais locais ndo contiguos.p-valor= p-valor no teste de Kruskal-Wallis.

Tabela 8: Comparacao entre os valores da CIM para cada antifungico
testado segundo a auséncia ou presenca de sinais respiratorios em gatos
com esporotricose.

Farmaco Sinais Respiratorios
testado Presentes Ausentes
p-valor
Mediana(Min-Max)  Mediana(Min-Max) (p<0,05)
AnfB 1,00 (0,25-2,00) 1,00 (0,25-2,00) 0,483
CTZ 0,50 (0,12-2,00) 1,00 (0,25-1,00) 0,225
ITZ 1,00 (0,50-2,00) 1,00 (0,50-2,00) 0,817
TRB 0,06 (0,01-0,12) 0,03 (0,03-0,12) 0,388

AnfB= anfotericina B; CTZ= cetoconazol; ITZ= itraconazol; TRB= terbinafina;
Min= minimo; Max= maximo. p-valor= p-valor no teste de Mann-Whitney.
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7. DISCUSSAO

Apesar de descrita em varios paises, a esporotricose no Brasil tem como caracteristica
principal a ocorréncia da transmissao zoonotica, na qual o gato infectado atua como a
principal fonte de infeccdo de Sporothrix spp. (Barros et al., 2011), principalmente por
apresentar alta carga fangica em suas lesdes cutaneas (Miranda et al., 2013; Pereira et al.,
2014). Nas duas Gltimas décadas, a esporotricose felina tem sido descrita no Brasil nos
estados do Rio Grande do Sul, S&o Paulo e principalmente no Rio de Janeiro, o qual possui a
maior casuistica mundial dessa micose (Madrid et al., 2012; Montenegro et al., 2014; Pereira
et al., 2014; Gremido et al., 2015).

O perfil epidemioldgico da populacdo felina com esporotricose proveniente da regido
epidémica do Rio de Janeiro acometendo principalmente machos, sem raca definida, nédo
castrados e com idade mediana de 24 meses, foi descrito por Pereira e colaboradores (2014).
Nosso estudo apresentou perfil similar, ocorrendo principalmente em machos adultos em
idade reprodutiva, o que pode ser explicado pelo estudo ter sido realizado no mesmo cenario
epidemioldgico.

Outra caracteristica epidemiol6gica observada neste estudo foi que a maioria dos
isolados de S. brasiliensis foram provenientes de gatos que tinham acesso a rua e o habito de
brigar com outros gatos. Tais caracteristicas sdo frequentes entre os gatos acometidos pela
doenca, pois 0s machos ndo castrados e com livre acesso a rua possuem o habito de se
envolver em brigas com outros gatos por dominio de territorio ou por fémea para reproducéo,
contribuindo na transmissao do agente para outros animais (Schubach et al., 2004a).

Avaliando as apresentacdes clinicas da esporotricose felina, a maioria dos gatos dos
quais os isolados de S. brasiliensis foram obtidos apresentavam bom estado geral e lesdes
cutaneas, principalmente Ulceras. Esses achados ja foram descritos em outros estudos com
gatos da mesma regido epidémica do Rio de Janeiro (Schubach et al., 2004a; Pereira et al.,
2010).

Em relacdo a distribuicdo das lesdes cutneas encontradas nos animais, no presente

estudo, nos grupos L1, L2 e L3 foi similar. Em estudos anteriores realizados na mesma regido
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e que utilizaram a mesma classificagdo observou-se a predominancia de gatos no grupo L3
(Pereira et al., 2010; Pereira et al., 2014), entretanto, tais estudos incluiram um ndmero
amostral superior, o que pode explicar parcialmente esta diferenca.

No presente estudo, a linfoadenopatia foi o sinal extracutaneo mais frequente, seguido
dos sinais respiratdrios, conforme observado por outros autores (Pereira et al., 2010;
Schubach et al., 2012; Gremido et al., 2015).

O controle da epidemia de esporotricose zoondtica que ocorre na regido metropolitana
do Rio de Janeiro, € consenso a necessidade de um tratamento antifungico efetivo dos gatos
doentes (Barros et al., 2010), o que poderia levar a uma diminuicdo do nimero de pessoas €
animais infectados. No entanto o tratamento nos gatos, diferente dos casos humanos,
representa um desafio, pois além das limitacdes nas opc¢des terapéuticas e os efeitos adversos
dos farmacos utilizados (Pereira et al., 2009; Pereira et al., 2010; Gremido et al., 2011;
Gremido et al., 2015), o tempo de tratamento nos gatos € maior que nos seres humanos e a
administracdo dos farmacos por via oral é dificil (Schubach et al., 2004a; Pereira et al., 2009).

Fatores como as limitacbes na efetividade do tratamento, toxicidade aos farmacos
antifangicos, resisténcia clinica a terapia em uso e falhas no tratamento, fazem com que os
estudos de susceptibilidade antifungica sejam importantes. A partir do conhecimento do perfil
de sensibilidade de cepas clinicas e do espectro de acdo dos antiflngicos, é possivel eleger
uma alternativa terapéutica que seja mais efetiva e a detecgédo de cepas resistentes (Schreiber,
2007). Além disso, a faléncia terapéutica das infeccdes fungicas pode estar relacionada a
resisténcia clinica ou microbiol6gica, e a determinacdo da correlacdo entre ambas as
resisténcias ainda é limitada, o que aumenta a importancia de estudos para conhecer o perfil
de susceptibilidade de isolados clinicos (Cury et al., 2006), principalmente oriundos de
felinos.

A correlacdo entre as CIM dos azdlicos, o cetoconazol demonstrou melhor atividade in
vitro, com uma MG de 0,6pg/mL. Tal resultado ja foi observado por Oliveira e colaboradores
(2011) em isolados de felinos e caninos, onde este farmaco apresentou uma boa atividade in
vitro quando comparado ao itraconazol, sendo estes isolados menos sensiveis aos azélicos
guando comparados aos isolados humanos. Stopiglia e colaboradores (2014) apresentaram
resultados similares nos testes de susceptibilidade com anfotericina B, cetoconazol,
itraconazol e terbinafina, onde o cetoconazol foi o segundo antifingico com melhor atividade

in vitro frente a isolados humanos de S. brasiliensis, ap6s a terbinafina.



43

Apesar dos bons resultados do cetoconazol in vitro, poucos séo os estudos que relatam
0 sucesso no tratamento com este farmaco na esporotricose felina (Burke et al., 1982;
Schubach et al., 2004a). Pereira e colaboradores (2010), utilizando cetoconazol na dose de 50
ou 100 mg/gato/dia observaram a cura clinica em 28,6% dos gatos tratados, além de uma alta
frequéncia de efeitos adversos gastrointestinais.

Apesar de ndo haver ponto de corte definido para o itraconazol, autores observaram
resisténcia frente a isolados felinos de Sporothrix spp. para este farmaco (Kohler et al., 2004;
Meinerz et al., 2007; Oliveira et al., 2011; Borba-Santos et al., 2015). No nosso estudo 0s
valores de CIM para o itraconazol ndo ultrapassaram 2ug/mL, indicando uma moderada
atividade desse farmaco frente aos isolados felinos de S. brasiliensis. No entanto, Gutierrez-
Galhardo e colaboradores (2008), ao compararem as CIM dos isolados humanos do Rio de
Janeiro coletados durante a epidemia, entre 1999 e 2004, com isolados controles oriundos do
Rio de Janeiro (coletados antes da epidemia) de So Paulo e da Espanha, observaram que 0s
valores de CIM para o itraconazol dos isolados obtidos durante a epidemia foram menores.
Além disso, outros autores observaram que os valores de CIM para o itraconazol foram
menores para isolados humanos de S. brasiliensis quando comparado a outras espécies que
fazem parte do complexo Sporothrix (Rodrigues et al., 2014). Considerando S. brasiliensis 0
agente predominante na epidemia de esporotricose que ocorre no Rio de Janeiro (Oliveira et
al., 2011; Rodrigues et al., 2013b), e que no presente estudo todos os isolados clinicos felinos
eram S. brasiliensis, o fato de ndo observarmos uma possivel resisténcia € amparada nestes
estudos. Sua moderada atividade in vitro pode ser constatada nos estudos terapéuticos in vivo,
onde o tratamento de gatos com esporotricose utilizando esse farmaco obtiveram éxito
(Schubach et al., 2004a; Madrid et al., 2009; Pereira et al., 2010).

Os valores de CIM encontrados para anfotericina B ndo ultrapassaram 2ug/mL,
diferente dos achados de Rodrigues e colaboradores (2014) com isolados humanos de S.
brasiliensis, onde foram descritos valores de CIM de até 8ug/mL. No entanto, a0 comparar
isolados da regido epidémica do Rio de Janeiro coletados entre 2011 e 2012 com isolados
coletados antes de 2004, nas duas fases de crescimento do fungo, Borba-Santos e
colaboradores (2015), observaram que a anfotericina B foi mais ativa para os isolados mais
recentes na forma filamentosa do que para os isolados antigos, obtendo uma MG de
1,2pg/mL, similar a observada em nosso estudo.

Relatos do uso da anfotericina B para o tratamento da esporotricose felina sé@o

escassos. No entanto, apesar de apresentar moderada atividade in vitro, estudos descreveram



44

sucesso no tratamento de gatos refratarios ao itraconazol utilizando a anfotericina B
intralesional associada ao triazélico por via oral (Gremido et al., 2009; Gremido et al., 2011),
assim como com sua formulacao lipossomal (Gremido et al., 2015).

Entre os farmacos antifungicos testados, a terbinafina obteve os melhores resultados
no teste de susceptibilidade, com baixos valores de CIM, MG, CIM50% e 90%, indicando
uma alta atividade in vitro contra os isolados felinos. Estudos que utilizaram isolados na fase
leveduriforme obtiveram achados semelhantes, com valores indicando intensa atividade in
vitro, sugerindo a susceptibilidade dos isolados felinos a terbinafina (Kohler et al., 2004;
Meinerz et al., 2007). Ao comparar a susceptibilidade de isolados de S. brasiliensis a
terbinafina em ambas a fases do fungo, autores descreveram que este farmaco foi o mais
efetivo entre os antifungicos testados nas duas fases de crescimento (Borba-Santos et al.,
2015).

Apesar de baixos valores de CIM no teste, que denota uma 6tima atividade in vitro da
terbinafina frente aos isolados de S. brasiliensis, os resultados quanto a sua utilizagdo no
tratamento da esporotricose felina sdo inconclusivos (Gremido et al., 2015). No entanto na
doenca felina a forma disseminada é frequente, o que pode estar relacionado a sua baixa
efetividade no tratamento (Schubach et al., 2004a). Apesar disso, 0s valores encontrados em
nosso estudo sugerem a necessidade da realizacdo de estudos terapéuticos com esse farmaco
para verificagdo da correspondéncia dos resultados in vitro e in vivo nos casos de
esporotricose felina. Fato esse ja observado na esporotricose humana, onde a terbinafina é
utilizada nos casos cutaneos e linfocutaneos (Kaufman et al., 2007), demonstrando excelentes
resultados no tratamento (Francesconi et al., 2011).

Apesar de estudos sobre o perfil de susceptibilidade antifingica para isolados de
Sporothrix spp. (Kohler et al., 2004; Meinerz et al., 2007; Marimon et al., 2008b; Silveira et
al., 2009; Oliveira et al., 2011; Zhang et al., 2011; Rodrigues et al., 2014; Stopiglia et al.,
2014; Borba-Santos et al., 2015), poucos estudos utilizaram isolados clinicos de gatos
oriundos da epidemia do Rio de Janeiro, e nenhum deles correlacionou os resultados do teste
de susceptibilidade antifingica com as caracteristicas clinicas dos mesmos.

Com o numero amostral utilizado ndo foi possivel estabelecer uma correlagdo entre os
resultados do teste in vitro com o desfecho do tratamento antifungico. Outra limitacéo é a
auséncia de um ponto de corte para Sporothrix spp. dificultando a classificacdo quanto a
resisténcia ou sensibilidade dos isolados aos antiflngicos testados. No entanto, sabe-se que,

embora a resisténcia in vitro frequentemente esteja relacionada a falha clinica, a sensibilidade
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in vitro nem sempre pode ser associada a um sucesso na terapia (Schreiber, 2007), e nos casos
de esporotricose felina, outros fatores podem estar relacionados a falha no tratamento. Sendo
a irregularidade no tratamento um deles, pois devido as dificuldades encontradas, muitos
gatos tém o tratamento interrompido pelos seus responsaveis antes da cura clinica. Além
disso, acredita-se que a absor¢do do itraconazol e fatores relacionados a resposta imunolégica
do gato, poderiam ter alguma influéncia na resposta terapéutica, independentemente de uma
moderada resposta in vitro no teste.

Ao compararmos os valores da CIM para cetoconazol e itraconazol, os quais foram os
farmacos utilizados no tratamento dos gatos com esporotricose do estudo, ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significativas, indicando que antes do tratamento
realizado com tais antifungicos, estes isolados ndo apresentavam diferencas no perfil de
susceptibilidade antifangica, ja que estes isolados foram coletados antes do inicio do
tratamento.

Na analise dos desfechos do tratamento antifingico dos gatos, em relacdo as CIM
obtidas para cetoconazol e itraconazol, ndo foi observada diferenca significativa, sugerindo
ndo haver correlacdo entre os achados in vitro e in vivo. Esse resultado pode estar relacionado
ao numero de isolados estudados, e destes terem sido coletados em um Unico momento, antes
do inicio da terapia, ndo nos possibilitando ter conhecimento se esse perfil se modificou ao
longo do tratamento.

Quando realizamos a correlagdo das caracteristicas clinicas dos gatos analisadas,
também ndo foi observada diferenca significativa dos valores de CIM encontradas para 0s
quatro antifungicos testados. Considerando os diferentes sinais clinicos avaliados, os valores
encontrados no teste ndo demonstraram haver correlacdo quanto a susceptibilidade dos
isolados de S. brasiliensis. Nossos achados corroboram com um estudo de Gutierrez-Galhardo
e colaboradores (2208), uma vez que a auséncia da correlacdo entre as caracteristicas clinicas
dos pacientes e o desfecho do tratamento antifingico com os valores obtidos no teste de
susceptibilidade foi descrito anteriormente com isolados humanos provenientes da regido
epidémica do Rio de Janeiro também foi observado. Porém mais estudos sdo necessarios
utilizando um numero maior de isolados oriundos de gatos de diferentes regides geograficas.

Por se tratar do primeiro estudo que associou 0s resultados do teste de susceptibilidade
antifungica com as caracteristicas clinicas e o desfecho do tratamento dos gatos oriundos do
Rio de Janeiro, ressaltamos a importancia da realizagdo de novos estudos utilizando um maior

namero de isolados felinos, aléem da avaliacdo do perfil de susceptibilidade antifungica de
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outros farmacos que poderdo representar novas opgOes terapéuticas no tratamento da
esporotricose felina.
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8. CONCLUSAO

1. Terbinafina foi o antifungico com os menores valores de CIM, ressaltando a

importancia da realizagdo de estudos terapéuticos para sua avaliagao in vivo;

2. Cetoconazol e itraconazol apresentaram moderada atividade in vitro frente a isolados
felinos de S. brasiliensis provenientes da regido epidémica do Rio de Janeiro, no

entanto cetoconazol apresentou uma MG menor;

3. Apesar dos testes in vitro apresentarem valores de CIM do cetoconazol e do

itraconazol semelhantes, o cetoconazol foi menos efetivo in vivo;

4. Anfotericina B apresentou valores de CIM de moderada atividade, mas com a maior

MG entre os antiflngicos testados;

5. A correlacdo entre os resultados dos testes de susceptibilidade antifungica dos
isolados de S. brasiliensis, as caracteristicas clinicas dos gatos, e o desfecho do
tratamento antifingico ndo foram observadas, sugerindo que outros fatores

relacionados ao hospedeiro possuem um papel importante na esporotricose felina.
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