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LIMA, F. R. V. Esporotricose felina: avaliagdo da carga fungica e da viabilidade
de Sporothrix sp. ao longo do tratamento antiflngico e sua associacdo com a
resposta clinica. 44f. Dissertacdo [Mestrado em Pesquisa Clinica em Doencas
Infecciosas] — Fundagdo Oswaldo Cruz, Instituto Nacional de Infectologia
Evandro Chagas, Rio de Janeiro, 2020.

REsSuMO

A esporotricose € uma micose subcutanea frequente em diversas regides do
Brasil, principalmente no Rio de Janeiro. Acomete oS humanos e animais,
principalmente gatos, nos quais 0s principais sinais clinicos séo lesdes cutaneas
ulceradas. O gato geralmente apresenta uma elevada carga fungica em suas
lesbes cutaneas, sendo uma importante fonte de infeccéo de Sporothrix sp. para
0 ser humano e outros animais. A cultura fangica € o método de referéncia para
o diagnéstico da esporotricose felina, entretanto, o exame citopatologico é
utilizado frequentemente devido a boa sensibilidade. O itraconazol associado ao
iodeto de potassio tem se mostrado efetivo no tratamento da esporotricose felina.
A determinacado da carga fungica nas lesdes cutaneas ulceradas de gatos com
esporotricose, antes e durante o tratamento antifingico, é importante no
diagnéstico e na adocao precoce de medidas de prevencdo e controle dessa
micose. Este estudo teve como objetivo avaliar a carga fungica e a viabilidade
de Sporothrix sp. nos casos de esporotricose felina ao longo do tratamento com
itraconazol e iodeto de potassio e sua associagcdo com a resposta clinica. Foram
incluidos 28 gatos com diagndstico definitivo de esporotricose atendidos no
Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas/Fundacdo Oswaldo Cruz.
Mensalmente foram realizados exame citopatolégico e cultura fungica a partir da
lesdo cutanea ulcerada de maior diametro presente em diferentes regides
anatbmicas. Por meio do exame citopatoldgico foi quantificada a carga fangica
com base na leitura de uma lamina de cada lesdo selecionada da respectiva
regido anatdbmica. A cultura micoldgica foi realizada para o diagndstico inicial e
avaliacao da viabilidade do fungo ao longo do tratamento. Todos os gatos foram
tratados com a associacao de itraconazol (100 mg/gato/24h) e iodeto de potassio
(2,5-5 mg/kg/24h) por via oral. A carga fungica mediana das lesGes cutaneas
ulceradas ap0s quatro semanas de tratamento foi 44,05 e apés oito semanas foi
zero, permanecendo assim até o final da avaliacdo (12 semanas). Gatos com
maior carga fungica lesional antes do inicio do tratamento tenderam a apresentar
um tempo maior até a cicatrizagdo completa. ApO6s quatro semanas de
tratamento, houve diminuicdo de 57,14% de resultados positivos na cultura
micoldgica. Em relacéo a viabilidade de Sporothrix sp., apds 12 semanas apenas
trés gatos tiveram resultado positivo na cultura. Dos 28 gatos incluidos, a cura
clinica foi observada em 27 casos. Em apenas dois casos, 0s tutores se
infectaram apos o inicio do tratamento dos gatos. Houve reducdo da carga
fungica em todas as lesdes estudadas, sugerindo uma diminui¢do no potencial
zoonoético de gatos em tratamento antifungico.

Palavras-chave: Sporothrix sp., Carga fungica, Esporotricose, Tratamento,

Gatos.
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LIMA, F.R.V. Feline sporotrichosis: evaluation of the fungal burden and the
viability of Sporothrix sp. during the antifungal treatment and its
association with the clinical response. 44f. Thesis [Master Thesis in Clinical
Research on Infectious Diseases] - Oswaldo Cruz Foundation, Evandro Chagas
National Institute of Infectious Diseases. Rio de Janeiro, 2020

ABSTRACT

Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis, common in several regions of Brazil,
mainly in Rio de Janeiro. It affects humans and animals, especially cats. The
main clinical signs in cats are ulcerated cutaneous lesions. The cat generally has
a high fungal burden on its cutaneous lesions, being an important source of
infection of Sporothrix sp. for humans and other animals. Fungal culture is the
reference method for the diagnosis of feline sporotrichosis, however,
cytopathological examination is often used due to its good sensitivity.
Itraconazole associated with potassium iodide has been shown to be effective for
the treatment of feline sporotrichosis. The determination of the fungal burden in
ulcerated cutaneous lesions of cats with sporotrichosis, before and during the
antifungal treatment, is important for the diagnosis and early adoption of
measures to prevent and control this mycosis. The purpose of this study was to
evaluate the fungal burden and the viability of Sporothrix sp. in cases of feline
sporotrichosis during the treatment with itraconazole and potassium iodide and
its association with the clinical response. Twenty-eight cats with a definitive
diagnosis of sporotrichosis, seen at the Evandro Chagas National Institute of
Infectious Diseases /Fundacdo Oswaldo Cruz, were included in the study.
Cytopathological examination and fungal culture were monthly performed, from
the largest diameter ulcerated cutaneous lesion located at different anatomical
regions. Through the cytopathological examination, the fungal burden was
quantified based on the reading of a slide of each selected lesion from respective
anatomical region. The mycological culture was performed for the initial diagnosis
and evaluation of the fungus viability throughout the treatment. All the cats were
treated orally with the combination of itraconazole (100 mg/cat /24h) and
potassium iodide (2.5-5 mg/kg/24h). The median fungal burden of the ulcerated
cutaneous lesions after four weeks of treatment was 44.05 and after eight weeks
was zero, remaining like this until the end of the evaluation (12 weeks). Cats with
a greater lesional fungal burden before the treatment tended to have a longer
time until complete healing. After four weeks of treatment, there was a 57.14%
decrease in positive results in the mycological culture. Regarding the viability of
Sporothrix sp., only three cats tested positive in the culture after 12 weeks. Of the
28 cats included, clinical cure was observed in 27 cases. In only two cases, the
owners became infected after the treatment of the cats. There was a reduction in
the fungal burden in all the lesions studied, suggesting a decrease in the zoonotic
potential of cats under antifungal treatment.

Keywords: Sporothrix sp., Fungal burden, Sporotrichosis, Treatment, Cats.
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1. Introducéo

A esporotricose € uma micose subcutdnea que acomete humanos e
animais causada por espécies do género Sporothrix (BOECHAT et al., 2018;
RODRIGUES et al., 2016).

Atualmente, Sporothrix brasiliensis, Sporothrix schenckii (sensu stricto) e
Sporothrix pallida sdo os agentes causadores da esporotricose felina (OLIVEIRA
et al., 2011; RODRIGUES et al., 2013; THOMSON et al., 2019).

Casos de esporotricose felina foram relatados nos Estados Unidos,
México, Argentina, Malasia, Espanha, Alemanha, Australia, Japao, Tailandia e
Brasil (CORDOBA et al., 2018; DUANGKAEW et al., 2018; ETCHECOPAZ et
al.,2019;GREMIAO et al., 2017).

No Brasil, o principal agente etiolégico da esporotricose felina € S.
brasiliensis (BOECHAT et al., 2018; MACEDO-SALES et al., 2018;
MONTENEGRO et al., 2014; RODRIGUES et al., 2013; SANCHOTENE et al.,
2015; SOUZA et al., 2018;). No entanto, S. schenckii (sensu stricto) foi descrito
em outros paises como o principal agente causal dessa micose em gatos
(DUANGKAEW et al., 2018; HAN et al., 2017; KANO et al., 2015; SIEW, 2017;).

A infeccdo geralmente ocorre apés a inoculacao traumatica de Sporothrix
spp. proveniente do solo ou matéria vegetal contaminada, ou ainda por meio da
transmissdo zoonotica, envolvendo principalmente gatos e tatus (BARROS et al,
2011).

O gato com esporotricose geralmente apresenta uma elevada carga
fungica de Sporothrix spp. em suas lesdes cutaneas, e em virtude disso € uma
importante fonte de infeccdo deste fungo para o ser humano e animais. A
transmissao zoondtica envolvendo gatos ocorre principalmente por meio de
arranhadura, mordedura ou contato com exsudato das lesdes cutdneas desses
animais (BARROS et al. 2011). Geralmente, os gatos adquirem a infecgéo
principalmente ap6s brigas com outros gatos infectados, quando ocorre a
inoculacdo do fungo através da pele em decorréncia de arranhfes e mordidas
(SCHUBACH et al, 2004).



Atualmente, o Brasil é o pais com o0 maior nimero de casos de
esporotricose animal no mundo. A primeira epidemia de esporotricose sob a
forma de zoonose esta em curso no Rio de Janeiro desde o final da década de
1990 (BARROS et al., 2004; GREMIAO et al., 2017; SCHUBACH et al., 2004).

No periodo de 1991 a 2015, 4.517 casos humanos foram diagnosticados
no Instituto Nacional de Infectologia/Fundacéo Oswaldo Cruz (FALCAO, 2018).
De 1998 até 2018, 5.113 casos felinos foram diagnosticados na mesma
instituicdo (GREMIAO et al., 2020). O estado do Rio de Janeiro € considerado
hiperendémico para esporotricose (FREITAS et al., 2015).

Casos de esporotricose felina e transmissao zoongética foram relatados
em toda a regido sul e sudeste do Brasil, especialmente no Rio Grande do Sul
(MADRID et al., 2010; MADRID et al., 2012; NOBRE et al., 2001; NOBRE et al.,
2002; POESTER et al.,, 2018; SANCHOTENE et al.,, 2015) e S&o Paulo
(LARSSON et al.,, 1989; MONTENEGRO et al.,, 2014; ROSSI et al., 2013).
Também foram registrados casos em outras regifes do pais, como Mato Grosso
(FERNANDES et al., 2004) e Distrito Federal (CORDEIRO et al., 2011).

Recentemente, ocorreu uma expansao da esporotricose felina para a
regido nordeste, conforme descrito nos estados do Rio Grande do Norte
(FILGUERA, 2009), Paraiba (NUNES et al., 2011), Pernambuco (ARAUJO &
LEAL, 2016) e Alagoas (MARQUES-MELO et al., 2014). Silva et al. (2018)
relataram o primeiro surto de esporotricose felina na regido metropolitana de

Recife.

1.1 Aspectos clinicos

A esporotricose felina apresenta um amplo espectro de manifestacoes
clinicas (SCHUBACH et al., 2004). As lesBes cutaneas mais frequentes em gatos
sao nodulos e ulceras, localizadas principalmente na cabeca, membros e cauda.
A maioria dos gatos apresenta lesdes cutaneas multiplas em diferentes sitios
anatbmicos (PEREIRA et al, 2010; SCHUBACH et al, 2004). Os gatos
geralmente exibem bom estado geral, mesmo nos casos em que apresentam
multiplas lesdes cutaneas e comprometimento de mucosas (SCHUBACH et al.,
2004).



A linfadenomegalia é o sinal extracutaneo mais observado e a presenca
de sinais respiratérios € frequente, principalmente os espirros, que podem estar
associados a lesdes localizadas na regido nasal, inclusive em mucosa
(PEREIRA et al., 2015). A maioria das lesbGes refratarias ao tratamento
antifangico, bem como as lesdes redicivantes, sdo encontradas na regido nasal
(GREMIAO et al., 2009; GREMIAO et al., 2011; GREMIAO et al., 2015). Lesdes
da mucosa nasal e sinais respiratorios foram associadas a falha de tratamento e
ao Obito (PEREIRA et al.,, 2010; SOUZA et al., 2018). Além disso, febre,
desidratacdo, perda de peso e anorexia também podem ser observadas
(SCHUBACH et al, 2004).

1.2 Diagndéstico

O diagndéstico definitivo é feito pelo isolamento de Sporothrix sp. a partir
de exsudato ou fragmento de lesdo em cultura micoldgica, realizada inicialmente
em meio de agar Sabouraud dextrose ou agar Mycosel a 25°C. Apos o
crescimento do fungo em sua forma filamentosa, este € inoculado em meio de
infusdo de cérebro e coracdo (BHI) a 37°C visando a conversdo para forma
leveduriforme (RIPPON, 1988). Os exames citopatolégico e histopatolégico sédo
utilizados no diagnostico da esporotricose em felinos (MIRANDA et al., 2013;
PEREIRA et al., 2011).

O exame citopatoldgico € um método simples, rapido, barato e nédo
invasivo. Portanto, é adequado para uso rotineiro por médicos veterinarios
treinados, levando ao diagndstico rapido e inicio precoce do tratamento
(PEREIRA et al., 2011; SILVA et al., 2015).

O exame citopatolégico proveniente de lesGes cutdneas de gatos com
esporotricose geralmente revela indmeras estruturas leveduriformes
arredondadas, ovais ou em forma de charuto, com diametro de 3 a 5 ym e
comprimento de 5-9 um , circundadas por um halo claro, no interior de
macrofagos, neutrofilos ou no meio extracelular (WELSH, 2003). Estas
estruturas podem ser similares aquelas observadas no género Histoplasma ou
Cryptococcus (SILVA et al., 2015).



As coloragdes mais indicadas nas técnicas citopatologicas sédo as
derivadas do Romanowsky, como o método pandético rapido. A lamina corada
deve ser analisada por microscopia optica usando lentes objetivas de 40 e 100x
para a identificacdo de estruturas compativeis com leveduras de Sporothrix sp.
(PEREIRA et al., 2011; SILVA et al., 2015).

A alta carga fungica presente nas lesdes cutaneas de gatos com
esporotricose facilita a observacao de estruturas fangicas (SILVA et al., 2018).
Em geral, a sensibilidade deste método varia de 78,9% a 87% (PEREIRA et al.,
2011; SILVA et al.,2015; SILVA et al.,, 2018). Em gatos sob tratamento
antifangico sistémico, a carga fangica tende a diminuir (MIRANDA et al., 2018),
podendo levar & reducdo da sensibilidade do exame citopatolgico (MACEDO-
SALES et al., 2018).

O exame histopatologico € uma importante ferramenta, pois permite o
diagnéstico da esporotricose. Técnicas histoquimicas especiais, como
impregnacdo pela prata de Grocott (IPG) e acido periédico de Schiff (PAS)
devem ser usadas para identificar estruturas compativeis com Sporothrix sp.
(MIRANDA et al., 2009, MIRANDA et al., 2013).

Embora a deteccao de células semelhantes
as leveduras nos tecidos ou preparacfes citoldégicas de lesbes cutaneas
geralmente ndo sejam um problema no diagndstico de esporotricose felina, ha
casos em que a carga de fungica é baixa e 0 uso de métodos como a imuno-
histoquimica (IHC) sdo necesséarios, pois permitem a deteccdo de antigeno no
tecido por meio da interacdo antigeno — anticorpo (SILVA et al., 2018).

A ocorréncia de granulomas bem formados é pouco frequente e esta
associada a baixa carga fungica em gatos com esporotricose. Geralmente sao
descritos granulomas mal formados com histidcitos pouco ativados, que
apresentam-se com frequéncia, repletos de leveduras. Neutrofilos, linfocitos,
plasmacitos, mastoécitos e eosinofilos também podem ser observados
(MIRANDA et al., 2013; SOUZA et al., 2018). Lesdes cutaneas com alta carga
fungica e granulomas ricos em leveduras sao preditores de falha de tratamento
e estao correlacionadas com um maior tempo de cicatrizagéo da lesdao (SOUZA
et al., 2018).

O método de ensaio imunoenzimatico (ELISA-“Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay”) pode ser utilizado como uma ferramenta de triagem



devido a sua sensibilidade e especificidade para a deteccdo de anticorpos de
Sporothrix spp. no soro de gatos com esporotricose. Este método € considerado
de facil realizacédo, rapido e de baixo custo, mas sua aplicacdo na rotina
diagndstica ainda néo foi estabelecida (FERNANDES et al., 2010).

Os testes moleculares sédo outra ferramenta diagnostica importante,
baseados na definicAo de novas espécies patogénicas do género com
importancia epidemiolégica. Alguns métodos moleculares foram desenvolvidos
e refinados em modelos experimentais. Como as espécies diferem
principalmente em epidemiologia, viruléncia e sensibilidade antifingica, é
desejavel a identificacdo especifica das espécies (OLIVEIRA et al., 2015;
RODRIGUES et al.,, 2014; RODRIGUES et al., 2015a; RODRIGUES et al.,
2015b). Entretanto, tais testes ainda ndo se encontram disponiveis na rotina para
o diagndstico da esporotricose felina.

1.3 Aspectos terapéuticos

O tratamento da esporotricose felina em muitos casos representa um
desafio e um esforgo em longo prazo (PEREIRA et al., 2010). O itraconazol e o
iodeto de potéssio sdo os medicamentos mais utilizados (REIS et al., 2016). O
iodeto de sodio, a terbinafina, a anfotericina B, a termoterapia local, a remocéao
cirirgica das lesbes cutaneas e a criocirurgia representam outras op¢des de
tratamento (SCHUBACH et al., 2004; PEREIRA et al.,2009; HONSE et al., 2010;
GREMIAO et al., 2015; de SOUZA et al., 2016; CARVALHO et al., 2018).

O itraconazol é efetivo no tratamento da esporotricose felina causada por
S. brasiliensis, sendo utilizado na dose de 50 ou 100 mg/gato/dia (SOUZA et al.,
2018; MIRANDA et al., 2018; PEREIRA et al., 2010). Apesar do itraconazol ser
considerado o medicamento de escolha, casos de falha terapéutica séo descritos
(CROTHERS et al., 2009; GREMIAO et al., 2015; ROCHA et al., 2018).

O itraconazol atua inibindo as enzimas oxidativas associadas ao
citocromo P-450 (lanosterol 14-a demetilase), bloqueando a converséo de
lanosterol em ergosterol, produzindo uma alteracdo na permeabilidade da
membrana da célula fungica. E um farmaco fungistatico, que em altas
concentragbes tem acdo fungicida. E lipofilico, queratinofilico e insolivel em

agua. Devido a sua forte ligacdo com queratina, a concentracéo de itraconazol



na pele pode chegar a ser 10 vezes maiores na pele que no plasma. E
metabolizado pelo figado e excretado na urina e fezes (CATALAN E MONTEJO,
2006; JAHAM et al., 2000).

O uso de iodetos na esporotricose foi descrito em 1903 e durante muitos
anos estes compostos foram considerados a terapia de eleicdo na esporotricose
em humanos devido ao baixo custo e efetividade (RIPPON 1988). O iodeto de
potassio pertence ao grupo quimico dos iodetos inorganicos, constituido de 76%
de halogénio-iodo e 23% de metal alcalino potéssio (STERLING et al., 2000).

O mecanismo de acgao dos iodetos permanece pouco conhecido, mas
acredita-se que o iodeto de potassio atue por meio da modulacdo da resposta
inflamatoria e aumento da resposta imune (GOUGEROT 1950). Resultados de
estudos in vitro sugeriram que pode haver dano celular da levedura por meio da
conversdo de iodeto de potassio em iodo (TORRES-MENDOZA et al., 1997).
Outros autores sugeriram que este medicamento inibe significativamente a
guimiotaxia neutrofilica no sangue periférico (STERLING et al., 2000).

Os gatos sdo sensiveis as preparacbes de iodetos e devem ser
cuidadosamente monitorados em busca de sinais de iodismo, como apatia,
anorexia, vomito e diarréia (NOBRE et al., 2002), outros efeitos também estéo
relacionados ao seu uso como hipotermia, hipertermia, cardiomiopatia,
hiperexcitabilidade, espasmos musculares e ptialismo (SCHUBACH et al., 2012).
Em caso de reacdes adversas, o0 medicamento deve ser suspenso
temporariamente e reinstituido em doses mais baixas (DUNSTAN et al., 1986;
YAMADA et al., 2011).

O lodeto de potassio em capsulas associado ao itraconazol € uma opcéo
importante no tratamento de gatos com esporotricose provenientes de areas
endémicas do Rio de Janeiro (ROCHA et al., 2018).

O iodeto de potassio (15mg/kg/dia) foi utilizado em 48 gatos com
esporotricose. A ocorréncia de reacdes adversas foi observada em 52,1% dos
casos (REIS et al., 2012), sendo superior ao do itraconazol (PEREIRA et al.,
2010; SOUZA et al., 2018).

A combinacdo de itraconazol e iodeto de potassio no tratamento da
esporotricose felina apresenta alta taxa de cura e representa uma opg¢éao de

tratamento efetiva em gatos virgens de tratamento, principalmente aqueles



apresentando lesdes na regido nasal (REIS et al., 2016), como também em gatos
refratarios ao itraconazol (ROCHA et al., 2018).

A associacao de itraconazol (100 mg/dia) e iodeto de potassio (2.5 mg-20
mg/kg/dia) foi utilizada em 30 gatos com esporotricose virgens de tratamento,
sendo a taxa de cura clinica igual a 96,15%, com 14 semanas de tempo mediano
de tratamento (REIS et al., 2016).

Em 38 gatos com esporotricose ndo responsiva ao itraconazol, a
associacdo deste azdlico (100 mg/dia) ao iodeto de potassio (2,5 a 10
mg/kg/dia), apresentou resposta clinica satisfatoria, com taxa de cura clinica de
63% num tempo mediano de tratamento de 20 semanas (ROCHA et al., 2018).

Poucos estudos foram realizados até o momento para verificacdo da
carga fangica na esporotricose felina. Miranda e colaboradores (2013)
verificaram a carga fungica inicial (antes do tratamento antifiingico) de lesbes
cutdneas de gatos com esporotricose por meio de avaliacdo histopatoldgica
(IPG) e observaram uma elevada carga inicial (> 400 estruturas
leveduriformes/campo de 400x) em 54% dos casos. Essa elevada carga fungica
foi observada principalmente em gatos apresentando lesées em trés ou mais
sitios anatdmicos nao contiguos (63%), demonstrando associa¢cao entre a carga
fungica e a apresentacado da doenca no gato.

Recentemente, foi descrita a avaliacdo da carga fungica antes e durante
o tratamento da esporotricose felina com itraconazol como monoterapia ou
associado ao iodeto de potassio. Foi selecionada uma lesdo cutanea ulcerada
por gato (n=130), sendo realizado 0 seu acompanhamento por até 12 semanas
por meio da avaliacdo citopatoldgica. A maioria das lesdes avaliadas (56,8%)
cicatrizou durante o primeiro més de tratamento. Uma reducgéo significativa na
carga fungica ocorreu nos dois primeiros meses, apos o inicio do tratamento. Em
12 gatos foi observada persisténcia de lesdo apds 12 semanas de tratamento, a
qual foi relacionada a maiores cargas fungicas detectadas antes do tratamento,
gquando comparadas as lesdes cicatrizadas. Mesmo nos gatos nos quais as
lesbes nao cicatrizaram, a mediana da carga fangica foi zero apdés 12 semanas
de tratamento ( MIRANDA et al., 2018).



2. Justificativa

Um elevado numero de casos de esporotricose em seres humanos, gatos
e caes provenientes da regido metropolitana do Rio de Janeiro vem sendo
descrito ao longo dos ultimos 22 anos.

Apés a implementacdo do tratamento antifingico sistémico regular,
espera-se que ocorra a diminuicdo da viabilidade do fungo e da carga fungica
nas lesdes de gatos com esporotricose, com consequente reducao do risco de
transmissao para humanos e animais. Entretanto, deve-se ressaltar que, apesar
do importante papel do gato como fonte de infeccédo, pouco se sabe acerca da
possibilidade de isolamento do fungo a partir de lesdes cutédneas de gatos apos
0 inicio da terapia antifangica.

O conhecimento sobre a viabilidade do Sporothrix sp. e a carga fungica
nas lesdes cutaneas felinas antes e durante o tratamento antifingico €
importante principalmente no que diz respeito as medidas de tratamento,
prevencao e controle da esporotricose.

O estudo da carga fungica nas lesfes cutaneas dos gatos ao longo do
tratamento pode fornecer subsidios para a determinacao de possiveis fatores de
progndstico e para verificacdo do papel desses animais como fonte de infeccdo

apos o inicio do tratamento.

3. Objetivo Geral

Avaliar a carga fangica e a viabilidade de Sporothrix sp. nos casos de
esporotricose felina ao longo do tratamento antifingico e sua associagdo com a

resposta clinica.



3.1. Objetivos Especificos

» Quantificar o numero de estruturas leveduriformes presentes ao exame
citopatologico do exsudato de lesGes cutaneas ulceradas felinas obtidos
na consulta inicial (pré-tratamento) e nas consultas de seguimento
(durante o tratamento antifingico);

= Descrever o tempo decorrido apoés o inicio do tratamento antifangico, no
qual ndo é mais possivel o isolamento de Sporothrix sp. em meio de
cultivo, a partir do exsudato das lesdes cutaneas ulceradas dos gatos;

= Verificar a frequéncia de contactantes humanos dos gatos avaliados que
foram infectados por Sporothrix sp. apés o inicio do tratamento dos gatos;

» Verificar a associacdo entre a carga flngica e a resposta clinica ao

tratamento.

4. Metodologia

4.1. Desenho do estudo

Foi realizado um estudo longitudinal prospectivo em uma coorte de gatos
com esporotricose assistidos no Laboratério de Pesquisa Clinica em
Dermatozoonoses em Animais Domésticos (Lapclin-Dermzoo)/INI/Fiocruz. O
projeto para a realizacéo do estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso

de Animais da Fundacéo Oswaldo Cruz (CEUA — Fiocruz).

4.2. Casuistica

4.2.1. Populacao do estudo

A populacdo alvo foi constituida de gatos acompanhados no Lapclin-
Dermzoo/INI/Fiocruz, que preencheram os critérios de elegibilidade abaixo

descritos.
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4.3. Célculo amostral

Foi utilizada uma amostra de conveniéncia de 28 gatos para realizacdo do

exame citopatologico e da cultura antes e durante o tratamento antifingico.

4.4 Critérios de elegibilidade

4.4.1.

4.4.2.

Critérios de inclusao

Gatos que apresentavam lesdo cutanea ulcerada com diagndstico
definitivo de esporotricose por meio do isolamento de Sporothrix sp. em
meio de cultura;

Gatos que apds o diagnostico definitivo de esporotricose iniciaram o
tratamento antifingico sistémico no Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz;

Gatos cujos responsaveis aceitaram participar do estudo mediante a

assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.

Critérios de exclusao

Gatos que foram previamente tratados com substancias antifungicas
sistémicas ou topicas;
Diagnostico clinico de gestacao ou gatas em lactacéo;

Uso de terapia concomitante com antineoplasicos ou corticosteroides.
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4.5. Plano de recrutamento

Os responséaveis pelos gatos que preencheram os critérios de
elegibilidade foram convidados a participar do estudo. Apds a concordancia dos
responsaveis, por meio da assinatura de um termo de consentimento livre e

esclarecido, os gatos foram submetidos ao protocolo do estudo.

4.6. Critérios para suspender ou encerrar 0 estudo ou retirar animais

incluidos

» Por deciséo do responsavel pelo gato;

= N&o comparecimento em duas consultas de seguimento consecutivas;

» Utilizacdo de terapia com corticoides, antineoplasicos ou outros
antifangicos diferentes do prescrito pelo médico veterinario apos a

inclusdo no estudo.

4.7. Consulta inicial (pré-tratamento)

4.7.1. Histérico, anamnese e exame clinico

Foi confeccionado o histérico do animal e realizada a anamnese junto ao
tutor, o qual foi perguntado sobre tempo de evolu¢édo da doenca e presenca de
seres humanos ou outros animais com esporotricose na mesma residéncia.

Os gatos foram submetidos a exame clinico geral, avaliando-se seu
estado geral, niumero de lesdes cutaneas, distribuicdo e tipo das lesdes
cutaneas, sinais extracutaneos (presenca de sinais respiratorios,

linfadenomegalia e/ou lesdes em mucosas).
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4.7.2. Coleta de material para exames micoldgicos

Para fins de coleta de material neste estudo, foi considerada a divisao da
superficie corporal do gato em oito diferentes regides anatdbmicas: cabeca e
pescoco (CP), tronco (TR), membro anterior direito (MAD), membro anterior
esquerdo (MAE), membro posterior direito (MPD), membro posterior esquerdo
(MAE), genitalia (GEN) e cauda (CD).

A lesado cutanea ulcerada de maior diametro (preferencialmente a mais
recente) presente em cada regido anatbmica foi selecionada para coleta de
exsudato para realizacao de cultivo fungico e o exame citopatologico.

Para o exame citopatologico, foram realizadas trés impressfes do
exsudato presente na lesdo(des) cutanea(s) ulcerada(s) selecionada(s), por
contato em lamina de vidro limpa e seca. Em seguida, foi realizada a coleta para
o exame de cultura fungica.

Para o cultivo fangico, foram utilizados swabs estéreis para coletar o
exsudato da(s) mesma(s) lesdo(bes) selecionada(s) para 0 exame
citopatolégico. Imediatamente ap0s a coleta do exsudato para realizacdo da
cultura fungica, foi realizada a semeadura da amostra nos meios agar Sabouraud
Dextrose acrescido de cloranfenicol e agar Mycobiotic (Difco). Em seguida, o0s
tubos com meios de cultura semeados foram enviados para o Laboratério de

Micologia/INI/Fiocruz para processamento.

4.8. Processamento das amostras

A coloracédo das laminas do exame citopatoldgico pelo método panético
rapido foi realizada no Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz, de acordo com as
instrucdes do fabricante (Laborclin).

Apoés a semeadura da amostra clinica, os tubos contendo os meios de

cultura foram enviados ao Laboratorio de Micologia/INI/Fiocruz.
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4.8.1 Leitura dos exames citopatoldgicos

A leitura das laminas foi realizada no Lapclin-Dermzoo/INI em microscopio
Optico na objetiva de imersdo de 100x, procurando-se estruturas leveduriformes
compativeis com Sporothrix sp.. O resultado foi positivo quando se observou pelo
menos uma estrutura leveduriforme compativel com Sporothrix sp..

A avaliagdo da carga fungica foi realizada com base na leitura de uma
lamina de cada leséao selecionada, na qual foi realizada a contagem de estruturas
leveduriformes em um campo de cada uma das trés impressdes, sendo
calculada posteriormente a média da contagem nos trés campos. A selecao do
campo foi realizada com aumento de 400x e a contagem de leveduras com
aumento de 1000x. Os campos apresentando maior carga fangica em cada
impressao foram selecionados para contagem.

Para comparacao de carga fungica de gatos com diferentes distribuicées
de lesdes, foi calculada a média de carga fungica de todas as lesdes avaliadas.
Para verificar a ocorréncia de diferencas de carga fungica relacionadas a
localizacdo anatbmica, foi considerada a carga fungica de cada lesao

individualmente.

4.8.2. Cultura Fungica

Os tubos contendo os meios de cultura agar Sabouraud dextrose e agar
Mycosel, ap6s a semeadura, foram enviados ao Laboratério de Micologia/INI,
incubados a 25°C por 5 a 7 dias, sendo que em alguns casos esse tempo pode
ser prolongado. Apds esse periodo de incubacdo inicial, observou-se
crescimento de um fungo hialino na forma filamentosa que adquire capacidade
de produzir melanina, este foi inoculado em meio de infusdo de cérebro e
coracao (BHI) e incubado a 37°C por cinco a sete dias, para que ocorra a
conversédo do fungo para a forma de levedura, de aspecto cremoso, concluindo
o diagndstico micologico. As culturas negativas foram mantidas por pelo menos
guatro semanas (RIPPON, 1988).
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4.9. Tratamento antifiungico

Apos o diagnaostico de esporotricose, os gatos foram tratados por via oral
com itraconazol (100 mg/gato) associado ao iodeto de potassio (2,5-5,0 mg/kg)
a cada 24 horas.

4.10. Consultas de seguimento (ap6és inicio do tratamento)

As consultas de seguimento foram realizadas mensalmente, quando
ocorreu a coleta de material para realizacdo dos exames citopatoldgico e da
cultura fungica da leséo inicialmente selecionada, seguindo o mesmo protocolo
descrito para a consulta inicial. Foi realizada a anamnese junto ao tutor, o qual
foi perguntado sobre tempo de evolucdo da doenca e presenca de seres
humanos ou outros animais com esporotricose na mesma residéncia.

Nos casos nos quais a lesdo cutanea ulcerada selecionada inicialmente
cicatrizou, foi selecionada, quando presente, outra lesdo cutanea ulcerada na
mesma regido anatbmica, para coleta de amostras e realizacdo do exame de
cultura fungica, excluindo-se nesse caso a analise da carga fungica. A avaliacédo
sequencial da carga fungica foi realizada somente na mesma leséo incialmente
selecionada, sendo finalizada em caso de sua cicatrizagao.

Os animais foram acompanhados até o desfecho do caso ou no maximo

40 semanas apos o inicio do protocolo terapéutico.



15

4.11. Desfechos

Foram considerados como desfechos:

e cura clinica (remissao total dos sinais clinicos apresentados —
cicatrizagdo total das lesdes cutaneas e/ou mucosas,
desaparecimento dos sinais extracutaneos — sinais respiratorios e
linfadenomegalia)

o falha terapéutica (estagnacdo ou piora do quadro clinico apés
guatro semanas de tratamento)

e Obito.

Foi considerado abandono de tratamento (perda de seguimento) o gato

gue néo foi trazido pelo tutor em duas consultas de seguimento consecutivas.

4.12. Plano de Anélise

Todos os dados foram armazenados e posteriormente analisados no
software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versédo 16. Os testes
de Kruskal Wallis e Mann-Whitney foram uitlizados para a andlise. Foram
descritas as frequéncias simples das variaveis categéricas (sexo, raca, status
reprodutivo, estado geral, tipo das lesGes cutaneas, distribuicdo das lesdes
cutaneas, presenca de sinais extracutaneos, resultado dos exames micoldgicos,
desfecho e presenca de seres humanos ou outros animais com esporotricose na
mesma residéncia) e as medidas de tendéncia central e disperséo das variaveis
quantitativas continuas (idade, tempo de evolucdo da doenca antes do
tratamento, tempo de positividade dos exames micoldgicos durante o tratamento
antifangico em semanas, numero de lesGes cutaneas, numero de estruturas
leveduriformes observadas no exame citopatologico antes e durante o

tratamento, tempo de cicatrizacédo de cada leséo avaliada).



5. Resultados

Vinte e oito gatos com esporotricose foram incluidos no estudo. Todos os gatos
eram sem raca definida e apresentavam bom estado geral. A idade mediana dos
gatos foi 25,5 meses (6-96 meses). As demais caracteristicas clinicas e

epidemioldgicas dos pacientes encontram-se na tabela 1.

Tabela 1: Distribuicdo das caracteristicas clinicas e epidemioldgicas de gatos
com esporotricose atendidos no Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz (2018-2020).

Variaveis n (%)

Sexo
Macho 22 (78,57%)
Fémea 6 (21,42%)

Acesso a rua
Sim
N&o
Castrados
Sim
N&o
Acometimento de mucosas
Sim
N&o
Sinais respiratérios
Sim
N&o
Linfadenomegalia
Sim

Nao

25 (89,28%)
3 (10,71%)

12(42,85%)
16 (57,14%)

15 (53,57%)
13 (46,42%)

21 (75%)
7 (25%)

24 (85,71%)
4 (14,28%)

Fonte: Elaborado pelo autor

A maioria dos gatos iniciou o tratamento apresentando lesbes em uma
(n=7; 25 %) regido anatdmica ou em duas regides anatdbmicas (n=9; 32,14%).
Entre os demais, seis apresentaram lesdes em trés regibes (21,42%), trés
apresentaram em quatro regides (10,71%), e trés em seis regides (10,71%). O

tempo mediano de inicio das lesGes cutaneas até a consulta inicial foi quatro (1-

22) semanas.
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Os resultados dos exames micoldgicos realizados a partir de amostras
coletadas das lesbes cutaneas ulceradas dos gatos (exame citopatologico e
cultura fangica) durante o acompanhamento terapéutico sdo mostrados na
Tabela 2.

Tabela 2: Resultados dos exames micoldgicos realizados em lesdes cutaneas
de gatos com esporotricose durante 0 acompanhamento terapéutico atendidos
no Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz (2018-2020).

Gatos com lesdes cutaneas ulceradas

. Periodo de tratamento em meses (T)
Exames micolégicos

TO T1 T2 T3
(n=28) (0=20)  (n=4)  (n=4)

Exame + 24 5 0 1
citopatoldgico 4 15 4 3
Cultura + 28 12 1 3
micolégica 0 8 3 1

TO: primeiro atendimento. T1: segundo atendimento. T2: terceiro atendimento. T3:
guarto atendimento.

Fonte: Elaborado pelo autor

No segundo atendimento (T1), 12 animais tiveram resultado positivo no
exame de cultura, demonstrando diminuicdo de 57,14 % na positividade deste
exame apos quatro semanas de tratamento. Apés 12 semanas de tratamento,
apenas trés animais tiveram resultado positivo no exame de cultura micolégica.

A positividade do exame citopatolégico diminuiu progressivamente
durante o tratamento antifiingico até o terceiro atendimento. Em relacdo a carga
fungica das lesdes cutaneas, foi observada reducdo ao longo do tratamento,
sendo significativa (p <0,001) entre a primeira consulta (TO-pré-tratamento) e a
segunda consulta (T1- sob tratamento antifingico), conforme observado na
Tabela 3.
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Tabela 3: Numero de regifes anatdmicas com presenca de lesdo cutédnea e suas

respectivas cargas fungicas durante o tratamento de gatos com esporotricose

atendidos no Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz (2018-2020).

Numero de regides

Carga flingica

anatbmicas acometidas T0 (28) T1(20) T2 (4) T3 (4)
Mediana 77 0 0 0
1(=7) | (Min-Méx) (0-341,60) (0-0,3) (0-0) (0-0)
Mediana 43,3 0 0 45,60
2(n=9) | (Min-Max) (0,3-302,9) (0-1,1) (0-0) (45,6-45,6)
Mediana 15,9 0 0 0
3(=6) | (Min-Méax) (0-230,20) (0-2,65) (0-0) (0-0)
Mediana 112,2 0 0 NR
4(=3) | (Min-Méax) (101,4-223,3) (0-0,6) (0-0)
Mediana 0,1 0 NR 0
6 (n=3) | (Min-Max) (0-705,8) (0-0) (0-0)
Mediana 44,0 0 0 0
Total (Min-Méx) (0-705,8) (0-2,65) (0-0) (0-45,6)
(n=28)

TO: primeiro atendimento. T1: segundo atendimento. T2: terceiro atendimento. T3: quarto

atendimento. NR: Nao realizado.

Fonte: Elaborado pelo autor



19

A maioria das lesdes cutaneas (n = 24, 85,71%) havia cicatrizado apos
oito semanas de tratamento. Apos 12 semanas de tratamento, apenas dois gatos
ainda apresentavam lesGes cutaneas ulceradas, no entanto, ambos
apresentavam carga fangica média igual a zero. Um deles apresentou cultura
fungica negativa e outro, cultura fangica positiva.

Em trés casos houve a reabertura de lesdo cutanea, um animal
apresentou carga fungica média de 45,6 e cultura fungica positiva, e os demais,
carga fangica média igual a zero sendo uma cultura positiva e outra negativa.

Os tempos de cicatrizacdo das lesdes cutaneas e as respectivas cargas

fungicas foram avaliados e encontram-se descritos na Tabela 4.

Tabela 4: Tempo até a cicatrizacdo das lesdes cutaneas avaliadas e as
respectivas cargas fungicas ao longo do tratamento de gatos com esporotricose
atendidos no Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz (2018-2020).

Carga fungica
Tempo de cicatrizag&o

TO (28) T1 (20) T2 (4) T3 (4)
Até 8 Mediana 22,87 0 0
semanas | (Min-Max) (0-341,60) (0-0) (0-0) NR
8al2 Mediana 94,60 0 0 0
semanas | (Min-Méx) (0,3-705,80) (0-1,1) (0-0) (0-45,60)
>12 Mediana 223,30 0,60 0
semanas | (Min-Méax) (223,30-223,30) (0,6-0,6) (0-0) NR
Total Mediana 44,80 0 0 0
(Min-Max) (0-705,80) (0-1,10) (0-0) (0-45,60)

TO: primeiro atendimento. T1: segundo atendimento. T2: terceiro atendimento. T3: quarto
atendimento. NR: ndo realizado por leséo cicatrizada.

Fonte: Elaborado pelo autor

Observou-se que gatos com maior carga fangica lesional antes do inicio
do tratamento (TO) tenderam a apresentar um tempo maior até a cicatrizacao.
ApOs 12 semanas, cinco gatos ainda estavam sob tratamento, quatro ainda
apresentavam sinais respiratorios sendo que dois deles também apresentavam
linfadenomegalia regional. Apenas um gato ndo apresentava sinais respiratérios

ou linfadenomegalia.
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Os resultados da carga fungica das lesdes cutdneas ao longo do
tratamento em relacdo a presenca ou nao de sinais respiratérios na consulta

inicial (pré-tratamento) encontram-se descritos na Tabela 5.

Tabela 5: Carga fangica das lesdes cutaneas durante o acompanhamento
terapéutico em relacédo a presenca inicial de sinais respiratérios em gatos com

esporotricose atendidos no Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz.

Carga fungica
Sinais respiratérios

TO T1 T2 T3
) Mediana 53,80 0 0 0
Sim ; 3
(Min-Max) (0-705,80) (0-2,6) (0-0) (0-45,60)
Mediana 26,60 0 0
Né&o . NR
(Min-Max) (0-223,30) (0-1,10) (0-0)
Mediana 44,05 0 0 0
Total . 3
(Min-Max) | (0-705,80) (0-2,65) (0-0) (0-45,60)

TO: primeiro atendimento. T1: segundo atendimento. T2: terceiro atendimento. T3: quarto
atendimento. NR: ndo realizado por leséo cicatrizada.

Fonte: Elaborado pelo autor

Ainda que a diferenca ndo tenha sido estatisticamente significativa, a
carga fangica na consulta inicial foi maior nos gatos que apresentaram sinais
respiratérios.

Dos 28 gatos incluidos no estudo, 27 tiveram como desfecho a cura clinica
(96,42%). Apenas um gato permanecia sob tratamento no momento da analise.
Foram observados dois casos de infeccdo por Sporothrix spp. entre os tutores
apos o inicio do tratamento dos gatos incluidos no estudo. Um dos gatos
apresentava carga fungica média de 223,3 no momento da incluséo no estudo,
e apresentou cicatrizacdo total das lesdes cutédneas entre oito e doze semanas.
O segundo gato apresentava carga fungica média de 302,9 no momento da
inclusdo no estudo, com tempo de cicatrizacao das lesdes cutaneas menor que

quatro semanas.
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6. Discusséao

Foi realizado um estudo prospectivo da carga fungica e da viabilidade de
Sporothrix sp. em gatos na vigéncia de tratamento antifingico para esporotricose
felina com associacao de itraconazol e iodeto de potassio.

Estudos sobre esporotricose felina que realizaram a mensuracéo da carga
fungica e avaliaram a positividade da cultura fungica das lesdes cutaneas no
momento do diagnéstico inicial e ao longo do tratamento antifingico sdo
escassos (SOUZA et al, 2018; MIRANDA et al, 2018). O fato do gato com
esporotricose geralmente apresentar uma alta carga fungica em suas lesGes
cutaneas e ser a principal fonte de Sporothrix brasiliensis para o ser humano,
cées e outros gatos no Brasil, reforca a importancia desse tipo de estudo em
areas endémicas dessa micose.

O exame citopatolégico do exsudato das lesdes cutaneas de gatos com
suspeita de esporotricose tem sido utilizado rotineiramente com elevada
positividade no diagnéstico presuntivo dessa micose desde o inicio da epidemia
de esporotricose na regido metropolitana do Rio de Janeiro (PEREIRA et al,
2011; SILVA et al, 2015; SILVA et al, 2018; MIRANDA et al, 2018). Esse método
de diagnéstico foi utilizado recentemente em um estudo pioneiro sobre a
mensuracao da carga fungica de uma Unica lesdo cutanea antes e durante o
tratamento da esporotricose felina (MIRANDA et al, 2018). O presente estudo
utilizou os mesmos métodos de diagnostico, porém avaliou um nimero maior de
lesGes cutaneas ulceradas em diferentes regibes anatdomicas do paciente,
buscando obter uma maior fidedignidade da viabilidade e carga fungica de
Sporothrix sp. por gato.

A maioria dos gatos incluidos neste estudo era macho, adulto jovem, ndo
castrado e com acesso a rua e apresentava bom estado geral, semelhante aos
achados previamente descritos nos estudos sobre esporotricose felina
realizados na mesma regi&o endémica (MACEDO-SALES et al., 2018; PEREIRA
et al.,, 2010; REIS et al.,, 2012; REIS et al., 2016; SCHUBACH et al., 2004;
SOUZA et al., 2018,).
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Na esporotricose felina, o envolvimento das mucosas € frequente,
especialmente a mucosa hasal, associado a presenca de sinais respiratérios
como espirros, rinorreia e dispneia. A linfadenomegalia também é
frequentemente observada (MACEDO-SALES et al., 2018; REIS et al., 2012;
ROCHA et al.,, 2018). A maioria dos gatos incluidos no presente estudo
apresentava 0s sinais clinicos extracutaneos acima descritos.

No presente estudo, observou-se uma reducao de 57,14% de resultados
positivos das culturas micolégicas entre o primeiro e segundo atendimento,
corroborando os resultados de Silva (2016), que apds um més de tratamento dos
gatos com itraconazol, o cultivo micolégico foi negativo em aproximadamente
50% dos casos. Apoés o inicio da administracdo do itraconazol associado ao
iodeto de potassio, € esperada a reducdo na carga flungica e auséncia de
crescimento fungico na cultura, assim como nos resultados encontrados por
Miranda e colaboradoes ( 2018).

Neste estudo, observou-se que a carga fungica apds quatro semanas de
tratamento tendeu a zero, independentemente do numero de lesbes cutaneas,
com a associacédo de itraconazol e iodeto de potassio. Essa redugdo sugere que
gatos sob tratamento antifUngico parecem nao representar um papel importante
na transmissao de Sporothrix sp., mesmo aqueles que apresentavam elevada
carga fangica no primeiro atendimento (T0O), conforme também observado por
Miranda e colaboradoes (2018).

Foi observado que a positividade do exame citopatolégico diminuiu
consideravelmente durante o tratamento antifingico, corroborando os achados
de Miranda e colaboradores (2018). A presenca de resultados falso negativos
no exame citopatolégico em relagdo ao cultivo fungico, observados durante o
tratamento no segundo (n=7) e terceiro atendimentos (n=1), reforca que o
método padrdo de referéncia deve ser realizado sempre que possivel para
confirmacdo do diagndstico da esporotricose, conforme descrito por outros
autores (MACEDO-SALES et al, 2018). Miranda e colaboradores (2018)
recomendam o uso de pelo menos dois métodos de diagndstico em gatos que
estejam sob tratamento antifungico.

No presente estudo, a maior carga fungica observada foi proveniente de
gatos com lesbes cutéaneas presentes em seis regides anatomicas (705,8), em

consonancia aos achados de estudos prévios que descreveram a maior carga
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fungica em gatos apresentando lesdes cutaneas em mais de duas regidoes
anatbmicas (Miranda et al, 2013; Miranda et al, 2018). Foi observado que o
tratamento com a associacao de itraconazol e iodeto de potassio levou a reducéo
da carga fungica nas lesdes cutaneas ulceradas e obteve alta taxa de cura clinica
(96,4%), independente da distribuicdo e numero das lesdes, sugerindo que a
resposta ao tratamento no presente estudo ndo esta associada ao numero de
regides acometidas.

Gatos com multiplas lesdes e alta carga fungica tendem a apresentar
lesdes persistentes apds 12 semanas de tratamento antifingico. Apesar disso,
a carga fungica mediana nas lesGes diminui para zero (MIRANDA et al., 2018).
No presente estudo, observou-se a presenca de poucas lesfes persistentes cuja
mediana da carga fungica foi zero, reforcando a importancia do tratamento
precoce dos gatos como medida de controle.

No presente estudo foi observado que gatos com maior carga fangica
lesional antes do inicio do tratamento (TO) tenderam a apresentar um tempo
maior até a cicatrizacdo, concordando com os achados de estudo prévio
(MIRANDA et al., 2018; SOUZA et al, 2018).

A positividade do exame citopatoldgico e da cultura fangica até o terceiro
més de tratamento com itraconazol em gatos com esporotricose, pode estar
associada a um desfecho negativo. Desta forma, 0 acompanhamento das lesdes
cutadneas com base nos resultados dos testes de diagnéstico pode ser indicativo
de animais refratarios ao azodlico, e alternativas terapéuticas devem ser
consideradas (SILVA, 2016). No presente estudo, ndo foi observado desfecho
negativo com a associacao de itraconazol e iodeto de potassio. Este esquema
terapéutico tem sido descrito como mais efetivo que a monoterapia com
itraconazol na esporotricose felina (MIRANDA et al., 2018; REIS et al., 2016;
ROCHA et al., 2018).

Na esporotricose, a combinacao de hospedeiros suscetiveis, uma espécie
infectante mais virulenta e auséncia de estrutura em termos de saude publica
sdo alguns dos possiveis fatores associados a hiperendemia que ocorre no
municipio do Rio de Janeiro atualmente (GUTIERREZ-GALHARDO et al., 2015).
Em nosso estudo, ocorreram apenas duas infeccdées em humanos que tinham
contato com o gato durante o tratamento. Sendo que em um caso, nao foi

possivel afirmar que a infeccdo ocorreu apds a inclusdo do gato no estudo,
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devido ao habito do tutor de dar banho no gato doente antes de receber as
orientacdes durante a consulta inicial para evitar essa pratica. Esse baixo
namero de contactantes humanos infectados por Sporothrix sp., pode estar
associado a diminuicdo da carga fangica ap6s o inicio do tratamento, assim
como as orientacdes sobre medidas de prevencdo fornecidas aos tutores

durante a primeira consulta.
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7. Conclusao

e A mensuracao da carga fungica de lesdes cutaneas ulceradas de gatos
com esporotricose foi realizada com sucesso na consulta inicial (pré-
tratamento) e nas consultas de seguimento (durante o tratamento);

e Avisualizagao e a quantificagdo das estruturas leveduriformes no exame
citopatoldgico foi maior antes do inicio do tratamento antifingico devido a
maior carga fungica;

e Apés quatro semanas de tratamento antifingico, observou-se uma
diminuic&o significativa da carga fangica do exsudato de lesGes cutaneas
e a ocorréncia de resultados falso negativos no exame citopatologico;

e A alta frequéncia de cicatrizacdo de lesfes cutaneas ulceradas em gatos
com esporotricose apos oito semanas de tratamento antifungico,
associada a diminuicao precoce da carga fungica e a infec¢do de apenas
dois contactantes humanos apds o inicio do protocolo terapéutico,
sugerem que o gato sob tratamento tem o potencial zoonético reduzido;

e ApOs 12 semanas de tratamento antifangico, aproximadamente 10% dos
gatos incluidos ainda apresentavam lesdes e crescimento de Sporothrix
sp. em meio de cultivo;

e A reducdo da carga fungica ao longo do tratamento antifingico foi
diretamente proporcional a resposta clinica favoravel, evidenciada pela
cicatrizagdo da maioria das lesdes cutaneas ulceradas e alta frequéncia

de cura clinica dos gatos.
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ANEXO A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

INSTITUICAO: INSTITUTO NACIONAL DE INFECTOLOGIA EVANDRO
CHAGAS (IND)/ FUNDAC}AO OSWALDO CRUZ (Fiocruz)

Coordenador da Pesquisa: Frederico Ramos Virgilio de Lima

Enderecgo: Avenida Brasil, 4365 — Manguinhos — Rio de Janeiro / RJ — CEP

21045-900 Telefone (0XX21) 3865-9536 e 3865-9553

Nome do Projeto: Esporotricose felina: avaliacdo da carga flngica e da
viabilidade de sporothrix sp ao longo do tratamento antifingico e sua correlacéo

com a resposta clinica.

Nome do paciente:

Prontuério:

Nome

doresponséavel:

A esporotricose € uma doenca infecciosa causada pelo fungo Sporothrix
Sp. e que acomete homens e animais, incluindo céaes e gatos.

Os gatos sdo animais bastante sensiveis a essa doenca e costumam
adquiri-la quando v&@o as ruas e brigam com outros gatos doentes. E uma
zoonose, isto é, uma doencga que pode ser naturalmente transmissivel entre
gatos e seres humanos.

Desde 1998, a ocorréncia dessa micose em caes, gatos e seres humanos

tem aumentado muito na cidade do Rio de Janeiro e arredores.
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O presente documento tem 0 objetivo de esclarecé-lo sobre a pesquisa
que sera realizada, prestando informacfes, explicando os procedimentos
clinicos, exames laboratoriais, beneficios, inconvenientes e riscos potenciais.

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de uma investigagao clinica
que serd realizada no INI/Fiocruz, com o seguinte objetivo:

e Avaliar a carga fungica e a viabilidade de Sporothrix sp. em
esporotricose felina durante o tratamento.

A participacdo de seu animal neste estudo € voluntaria e vocé podera
recusar-se a permitir a participacdo dele no estudo ou retira-lo a qualquer
instante, bem como esta garantido o atendimento de rotina no Laboratério de
Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em Animais Domésticos (Lapclin-
Dermzoo). O médico veterinario também podera interromper a participacdo do
seu gato a qualquer momento, se julgar necessario. Para que seu gato participe
desse projeto, vocé devera comparecer as consultas e autorizar a realizacéo de
exames laboratoriais. Serdo realizadas fotografias do seu gato em todas as
consultas para o acompanhamento do tratamento. Os exames, procedimentos e
medicacdes contra o fungo serdo oferecidos de forma gratuita pela Instituicdo.

Os resultados desse estudo poderao ou nao beneficiar diretamente a vocé
e 0 seu animal, mas no futuro poderdo beneficiar outros animais e pessoas com
a mesma doenca.

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

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

estudos, assim como durante o tratamento.

Procedimentos, exames e testes que poderao ser utilizados:
Antes do inicio do tratamento, serdo realizados exame clinico geral e

exame dermatologico.
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Seu animal serd sedado em todas as consultas para coleta de material
bioldgico para acompanhamento do tratamento.

Apoés o inicio do tratamento, o animal devera ser trazido ao Lapclin-
Dermzoo a cada 30 dias durante o tempo de estudo, estimado em 4 meses.

Todos o0s animais incluidos no estudo receberdo gratuitamente o
itraconazol e/ou iodeto de potassio (a critério do Médico Veterinario),
mensalmente. A medicacdo devera ser administrada pelo tutor do gato apés
orientacdo do médico veterinario. Os animais serdo mantidos em
acompanhamento clinico e terapéutico no Lapclin-Dermzoo apds o término do

estudo, caso seja necessario.

Inconvenientes e riscos principais conhecidos atualmente:

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

No caso da bidpsia, poderdo ocorrer inflamacéao e infec¢éo por bactérias.
Caso isso ocorra, serao receitados os medicamentos apropriados.

A medicacado via oral para combater o fungo, pode, em alguns casos,
ocasionar efeitos indesejaveis como: falta de apetite, vomito, diarreia e apatia
(“tristeza”). Caso isso ocorra com seu animal, vocé deve entrar em contato com
a equipe de médicos veterinarios do Lapclin-Dermzoo nos telefones (0XX21)
3865-9536, 3865-9553 € 99216 9778
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ANEXO B - LICENCA CEUA

Ministério da Sadde
FIOCRUZ
Fundag8o Oswaldo Cruz =
Vice- Presidénsis de Pesquisa & Comissao de Etica
Colegdes Bioligicas no Uso de Animais
LICENCA LW-43/19
Certifi que o protocolo (P-18/19-3), intitulado “Esporotricose Felina: Avaliagao da

Carga Fungica e da Viabilidade de Sporothrix sp ao Longo do Tratamento Antifingico e Sua Correlagao
Com a Resposta Clinica”, sob a responsabilidade de SANDRO ANTONIO PEREIRA, ateride ao disposto na Lei
11794/08, que dispoe sobre o uso cientifico no uso de animais, inclusive aos principios da Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL). A referida licenga ndo exime a observancia
das Leis e demais exigéncias legais na vasta legislagdo nacional.

Esta licenga tem validade até 08/08/2021 e inclui o uso total de :

Felis sylvestris catus
- 20 Machos, Idade: 20, Peso: 3500,0000 Grama(s).
- 10 Fémeas, Idade: 10, Peso: 3500,0000 Grama(s).

Rio de Janeiro, 8 de agosto de 2019

Octavio Augusto Franca Presgrave
Coordenador da CEUA

Vice - Coordenador '
CEUA / FIOCRUZ
SIAPE:

Comissda de Etica no Uso de Animais
Vice-presidéncia de Pesquisa @ Laboratdrios de Referéncia - Fundagso Oswaldo Cna
Av. Brasll, 4038 - Prédio da Expansao - sala 200 - Manguinhos - Rio de Janeiro / RJ
Teledone: (21) 3882.8121  e-mail: ceus@fiocruz be



