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Resumo

NAKASU, Ceres Cristina Tempel. Esporotricose: aspectos clinicos e
terapéuticos, correlacdo com retroviroses e susceptibilidade a compostos

quimicos. 2018. 80f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinérias) - Programa
de Pés-Graduacdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas, 2018.

Esporotricose € uma micose subcutanea, que atinge animais e o homem, sendo
causada por fungos do complexo Sporothrix schenckii. O farmaco de eleicédo para o
tratamento da esporotricose em felinos € o itraconazol, e os portadores da micose
podem apresentar quadros disseminados mesmo apdés tratamento com antifangicos.
Os dados epidemiolégicos da esporotricose ainda ndo sdo totalmente conhecidos na
regido do estudo, e as escolhas terapéuticas para o tratamento dos felinos variam
muito entre os profissionais da area, o que pode estar contribuindo para a
resisténcia fungica e perpetuacdo da doenca. A coinfeccdo por retroviroses
imunossupressoras como a Imunideficiéncia viral felina (FIV) e a Leucemia viral
felina (FeLV) podem estar presentes em gatos acometidos pela esporotricose. Em
contrapartida a resisténcia de fungos do complexo Sporotrhix schenckii e falhas
terapéuticas reportadas, extratos da familia Lamiaceae demonstram atividade anti-
sporotrhix. Os objetivos deste estudo foram avaliar pacientes com esporotricose e a
resposta aos tratamentos utilizados, diagnosticar a coinfec¢gdo por FIV e FelV,
correlacionar a presengca de imunossupressao por retrovirose e a variagao
terapéutica encontrada como fatores de resisténcia ou recidivas de esporotricose,
verificar a atividade in vitro de compostos fendlicos, terpénicos e flavondides em
isolados de Sporothrix brasiliensis. Os compostos isolados acido caféico, gama-
terpineno, acido p-cumarico, 1,8-cineol e quercetina, presentes em extratos de
plantas da familia Lamiacea foram testados sobre 15 isolados de S. brasiliensis
provenientes de felinos; um S. brasiliensis isolado de canino e 2 cepas-padréo
(S.brasiliensis e Sporothrix sp.), totalizando n= 18 amostras. O acido caféico
demonstrou atividade fungistatica e fungicida em 100% das amostras testadas,
apresentando concentracao inibitéria minima (CIM) entre 0,3125 a 0,605 ug mL™* e
concentracdo fungicida minima (CFM) entre 0,3025 a 1,25ug mL'1l. O gama-
terpineno demonstrou atividade antifiingica com CIM e CFM de 0,7575 a >5ug mL™.
Ja o p-cumarico apresentou CIM de 0,3788 a >5 mL ™Y e CFM de 2,5 a >5 mL™e por
fim, o eucaliptol foi 0 composto com menor ou nenhuma atividade antifungica entre
0s compostos testados, apresentando CIM entre 0,7575 a >10 yg mL™"e CFM >10ug
mL™. A CIM de itraconazol nos isolados testados foi de 0,5 a acima de 16 pg/mL. Os
resultados sugerem atividade promissora dos compostos acido caféico e gama-
terpineno, os quais foram efetivos na inibicdo e destruicdo de isolados de Sporothrix
sp., destacando isolados resistentes ao itraconazol.

Palavaras-chave: antifungicos; resisténcia; esporotricose felina;, retrovirose



Abstract

NAKASU, Ceres Cristina Tempel. Sporotrichosis: clinical and therapeutic
aspects, correlation with retrovirus and susceptibility to a chemical compound.
2018. 80 f. Programa de Pds-Graduagdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinéria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis, which produces animals and man, being
caused by fungi of the complex Sporothrix schenckii. The drug of choice for the
treatment of sporotrichosis in felines and itraconazole. However, the fungal
resistance of sporothrix schenckii complex and therapeutic failures has been
reported. In contrast, extracts from lamiaceae family demonstrate anti-sporothrix
activity. Thus, the objectives of the study were to clinically evaluate patients with
sporotrichosis, to evaluate the presence of retroviruses and the evolution of patients
with sporotrichosis in relation to the treatment, to analyze possible resistance factors
to established tratments or to relapse of clinical conditions, as as well as to verify the
in vitro activity of phenolic, terpene and flavonoid compounds in isolates of Sporothrix
brasiliensis. Epidemiological data on sporotrichosis are not fully known in the study
region, and therapeutic choices for feline treatment vary widely among professionals
in the area, wich may be contributing to the fungal resistance and disease
perpetuation in the region. Feline carriers of ringworm can present widespread
conditions even after treatment with antifungal agents. Felines with sporotrichosis
may present retrovirus co-infection, especially FeLV, wich was the most frequent
retrovirus. The compounds isolated from coffee, gamma-terpinene, p-coumaric acid,
1,8-cineole and quercetin, constituents of plants of the family Lamiaceae were tested
on 15 isolates of S. brasiliensis feline participation; S. brasiliensis isolated from
canine and 2 standard strains (S. brasiliensis and Sporothrix sp.), totalizing n = 18
samples. The minimum inhibitory concentration (MIC) ranged from 0.3125 to 0.605
Mg mL-1 and the minimum fungicidal concentration (CFM) ranged from 0.3025 to
1.25 ug mL-1 for coffee extract, demonstrating activity in 100% of samples tested.
Gamma-terpinene also demonstrated antifungal activity with MIC and CFM ranging
from 0.7575 to> 5 yg mL-1. The p-coumaric presented MICs of 0.3788 to> 5 mL-1,
and CFM of 2.5 to> 5 mL-1 and finally, and eucalyptol presented MIC ranging from
0.7575 to> 10 ug mL-1 and CFM> 10 pg mL- the compound with lower or absence of
antifungal activity among the tested compounds. Regarding the quercetin compound,
it was not possible to interpret antifungal response in the method used. MIC of
itraconazole in the isolates tested ranged from 0.5 to above 16 pyg / ml. The results
suggest promising activity of the compounds caffeic acid and gamma-terpinene,
since they were effective in the inhibition and destruction of Sporothrix sp. Isolates,
especially those resistant to itraconazole.

Keywords:  antifungals; resistance; feline  sporotrichosis;  Retroviruses
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1 Introducéo

Os agentes etioldgicos da esporotricose sdo amplamente distribuidos no meio
ambiente. As caracteristicas clinicas, epidemioldgicas e ecoldgicas do fungo e da
micose variam de acordo com a localizacao geografica, tendo maior ocorréncia em
regides de clima tropical e subtropical (RIPPON, 1988; LARSSON et al., 2011;
RODRIGUES et al., 2013). Em vista, da proximidade e a mudancas de habitos em
relacdo ao cuidado com os animais de companhia, a forma de transmissdo da
micose vem se alterando, jA que o0s primeiros relatos de esporotricose foram
relacionados a pessoas com hébitos ligados diretamente ao ambiente, como
agricultores e trabalhadores rurais. Até entdo, a infeccdo era primordialmente ligada
a infeccdo ambiental através do solo ou elementos como espinhos, farpas e troncos
contaminados (LARSSON, 2011; CRUZ, 2013; MONTENEGRO et al., 2014).

Atualmente, a proximidade entre o homem e os felinos domeésticos, sejam
estes domiciliados, semi- domiciliados ou errantes, é tida como a principal fonte de
transmissdo da micose em nosso pais (ALVES et al., 2010; RODRIGUES et al.,
2013; OROFINO-COSTA, 2017). Sendo que na regiao Sul do Rio Grande do Sul,
tem sido descrito aumento significativo de casos de esporotricose com transmissao
zoonodtica (MADRID et al, 2012), desta forma o estado do RS junto com o RJ sao
considerados como areas endémicas para a micose. Assim, durante as duas ultimas
décadas, devido as mudancas epidemioldgicas, distribuicdo e evolugéo taxonémica,
a esporotricose emergiu como uma importante doenca flngica em veterinaria,
causadora de multiplos surtos e que apresenta uma transmissao zoonotica
substancial (CHAKRABARTI et al, 2014). Ainda assim, somente no estado do Rio de
Janeiro a esporotricose € uma doenca de notificacdo obrigatoria (GUTIERREZ-
GALHARDO, 2015; OROFINO-COSTA et al., 2017).

Embora a literatura defenda que néo ha relacdo entre felinos portadores de
doencas retrovirais como FIV e/ou FELV e a predisposicdo a infeccdo por
esporotricose, estudos demonstram que gatos portadores de retroviroses tendem a
desenvolver um quadro clinico mais severo quando coinfectados pelo agente

fungico, o que ocorre provavelmente devido a caracteristica oportunista do fungo em
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organismos imunossuprimidos (SOUZA et al., 2005; SCHUBACH et al., 2008;
LARSSON, 2011). Ainda, a inabilidade do felino portador de retroviroses em
desenvolver uma resposta imune adequada, poderia torna-lo suscetivel a patégenos
oportunistas e o desenvolvimento de infec¢cdes cronicas em cavidade bucal, trato
urinario, tegumento cutaneo, vias aéreas superiores, ou infec¢cdes persistentes por
micobactérias, parasitas, bem como, infec¢des fungicas.

Acredita-se que a resposta imune de felinos gravemente afetados pela
esporotricose possa ser deficiente, o que poderia estar associado a presenca de
imunossupressao causada por coinfec¢cdo com retrovirus, assim como ocorréncia de
refratariedade ou dificuldade de resposta as terapias (SOUZA et al.,2005).

Entretanto, existem condi¢cdes que colocam os felinos suscetiveis a ambas
infecgbes, pois da mesma forma que na esporotricose, felinos machos néo
castrados, semidomiciliados ou de vida livre desempenham um importante papel na
disseminacéao das retroviroses (MEINERZ et al.,2010).

Desta forma, acredita-se que, por ndo serem de notificacdo obrigatéria, a real
incidéncia destas infeccbes ainda é desconhecida, e provavelmente sejam
subdiagnosticadas no pais. Assim, reveste-se de importancia o entendimento e
coleta de dados epidemiolégicos de pacientes com retroviroses na rotina dos
clinicos veterinérios, bem como, a busca pelo diagndstico correto e especifico de
esporotricose, a fim de entender se ha relagcdo entre as mesmas e a resposta ao
tratamento instituido para a micose, procurando evitar a perpetuacdo e a
disseminacgdo de tais infeccdes que apresentam-se como prejudiciais a saude dos
felinos domésticos e a saude publica (SANCHOTENE et al.,2015).

Em adicdo a estes fatores, a esporotricose € uma doenca que geralmente
ocorre em areas urbanas, em condi¢cdes sociais precarias, onde ha dificuldade de
acesso a saude e sanidade basica, demonstrando mais uma vez a importancia de
realizar estudos que elucidem suas causas e 0 controle em prol da saude publica
(SANCHOTENE et al., 2015). Apesar da esporotricose ser uma micose de ampla
ocorréncia e, de existirem opcdes terapéuticas disponiveis, 0 uso indiscriminado e
inadequado de antifingicos, e as dificuldades relacionadas a terapia da micose nos
felinos domeésticos, tem sido relacionado a ocorréncia de isolados resistentes de
fungos do complexo Sporothrix Schenckii, o que tem servido de alerta para a
importancia do controle da enfermidade devido a se caracterizar como um problema
de saude publica (SANCHOTENE et al.,2015).
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Desta forma inumeras pesquisas tem sido desenvolvidas na busca por
opcOes terapéuticas, investindo em produtos de origem vegetal com atividade anti-
sporothrix. A partir de resultados importantes, demonstrando a atividade antifingica
de espécies da familia Lamiaceae, em isolados clinicos de esporotricose humana e
animal, existe a probabilidade destes extratos serem fontes importantes de novas
moléculas antifingicas ativas, sendo importante a continuidade destes estudos

avaliando os efeitos dos compostos ativos observados nas moléculas vegetais.



2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os felinos atendidos no setor de clinicas do Ambulatério e Hospital
Veterinario com sinais compativeis e diagnostico de esporotricose, assim como em
relacdo a frequéncia da FIV/IFELV, além de verificar a susceptibilidade de isolados
de Sporothrix spp. a antifungico padrdo e aos compostos fendlicos, flavondide e

terpénicos.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar clinicamente os pacientes felinos com esporotricose e descrever as
lesbes e alteracdes clinicas;

- Verificar a escolha terapéutica e o tempo de tratamento instituido dos
pacientes diagnosticados com esporotricose e que apresentam refratariedade ou
resisténcia a tratamentos instituidos com antifingicos convencionais;

- Analisar os pacientes com esporotricose coinfectados por FIV/FelLV;

- Avaliar a resisténcia e a sensibilidade dos isolados de Sporothrix spp. frente
aos antifungicos convencionais utilizados;

- Verificar a atividade fungistéatica e fungicida in vitro de compostos fendlicos,
flavonoide e terpénicos contra isolados clinicos de Sporothrix spp. de casos de

esporotricose felina.



3 Reviséo Bibliografica

3.1 Esporotricose e os felinos domésticos

Esporotricose € uma infec¢cdo que ocorre no tecido subcutaneo de animais e
humanos, de forma aguda ou crdnica, causada por fungos dimorficos do complexo
Sporothrix. A infeccdo geralmente acontece através de inoculacdo trauméatica na
pele por fragmentos de plantas, arranh6es ou mordidas de animais infectados.
(RIPPON, 1988; PEREIRA et al., 2009; BRILHANTE et al., 2014; OROFINO-COSTA
et al., 2017). Atualmente o complexo sporothrix é formado por pelo menos cinco
espécies patogénicas: S. schenckii, S. brasiliensis, S. mexicana, S. globosa e S.
luriei.

Os agentes etiologicos da esporotricose sdo amplamente distribuidos no meio
ambiente. Suas caracteristicas clinicas, epidemiologicas e ecoldgicas variam de
acordo com a regido geografica, tendo maior ocorréncia em regides de clima tropical
e subtropical (RIPPON, 1988; LARSSON, 2011; RODRIGUES et al., 2013). Durante
as duas ultimas décadas, devido as mudancas epidemioldgicas, distribuicdo e
evolucao taxondmica, a esporotricose emergiu como uma importante doenca flngica
causadora de multiplos surtos e € a unica doencga fungica dimorfica aparenta ter uma
transmissao zoonotica substancial. (CHAKRABARTI et al., 2014).

O S. schenckii € um fungo produtor de melanina, caracteristica que o protege
da fagocitose e destrui¢do pelo organismo hospedeiro e h4 indicios de que este seja
um fator de resisténcia a determinados antifungicos (LARSSON, 2011; OROFINO-
COSTA et al., 2017). Em temperatura ambiente de 25°C a 30°C tem crescimento
micelial, apresentando hifas delgadas em forma de margaridas, enquanto em
temperatura de 37°C, as colbénias apresentam células leveduriformes,
microscopicamente visualizadas em formato de charuto, sendo esta a forma
parasitaria no hospedeiro (MARIMON et al., 2007; PEREIRA et al., 2009; LARSSON,
2011; RODRIGUES et al., 2014).
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Benjamin Schenck foi o primeiro pesquisador a descrever a doenca em 1898,
e durante mais de um século, o Sporothrix schenckii foi atribuido como Unico agente
etiolégico da esporotricose (MARIMON et al., 2007; RODRIGUES et al., 2013;
OROFINO-COSTA et al., 2017). No entanto, novos estudos a partir de técnicas
moleculares que descrevem caracteristicas de sequenciamento proteico e
morfologia, possibilitaram a descricdo de seis espécies, sendo o S. brasiliensis, S.
globosa, S. luriei e 0 agora conhecido como S. schenckii sensu strictu, espécies
clinicamente relevantes, além do S. mexicana e S. albicans como fungos ambientais
(CHAKRABARTI et al.,, 2014). Dentre estas, o S. brasiliensis foi descrito como
altamente patogénico para humanos e animais, além de ser uma espécie de
ocorréncia restrita ao Brasil e a mais encontrada em isolados de felinos domésticos
(RODRIGUES et al., 2013; MONTENEGRO et al., 2014; BRILHANTE et al., 2015;
DELLA TERRA et al., 2017).

A transmissdo da esporotricose de forma zoonética é relatada em diversas
regides ao redor do mundo, sendo transmitida por diferentes animais infectados de
acordo com a atividade cultural, a relacdo ou a proximidade entre o agente e o
hospedeiro (CHAKRABARTI et al., 2014; BRILHANTE et al., 2015). No Uruguai por
exemplo, a infec¢cdo por esporotricose esta principalmente correlacionada a caca
aos tatus, atividade presente na regido (CHAKRABARTI et al., 2014). Ja no Brasil, a
proximidade entre o homem e os felinos domésticos, sejam estes semi- domiciliados
ou errantes, é tida como a principal fonte de transmissdo da doenca fangica (ALVES
et al., 2010; RODRIGUES et al., 2013; OROFINO-COSTA et al., 2017).

No Brasil casos de esporotricose foram relatados em aproximadamente oito
estados, sendo a maior concentracdo de casos de forma endémica no estado do Rio
de Janeiro seguido pelo Rio Grande do Sul. Ainda assim, somente no estado do Rio
de Janeiro a esporotricose € uma doenca de notificagdo obrigatéria (GUTIERREZ-
GALHARDO, 2015; OROFINO-COSTA et al., 2017).

Um estudo descreveu que no Brasil entre os anos de 1998 e 2009, ocorreu
um indice de aproximadamente 3244 casos de esporotricose em felinos e 2200
casos em humanos s6 na cidade do Rio de Janeiro (BARROS et al., 2010). Em
adendo, descreve-se que no pais duas sdo as formas mais comuns de infeccao:
através de matéria vegetal, e através da exposicdo e contato com cédes e gatos

infectados, em especial, transmitidos por aqueles animais errantes recolhidos e/ou
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tratados por quem decide por acolhé-los, sendo o felino o principal agente
transmissor da doenca (BARROS et al, 2008; OROFINO-COSTA et al., 2014).

Na regido Sul do Rio Grande do Sul foi observado um aumento significativo
de casos de esporotricose nos ultimos anos. Um estudo onde compara-se a
ocorréncia de 92 casos diagnosticados em sete municipios num periodo de 10 anos
entre 2000 e 2010, com um substancial aumento para 129 casos diagnosticados em
uma unica cidade em um periodo de 5 anos entre 2010 e 2014, demonstra a
exponencial incidéncia e/ou diagnéstico da doenca com potencial zoonético na
regido, e o quanto este nimero pode estar subestimado, visto que a notificacdo nao
€ obrigatéria (SANCHOTENE et al, 2015). Em adicdo a estes fatores, a
esporotricose € uma doenca que geralmente ocorre em areas urbanas em condi¢cdes
sociais precarias de acesso a saude e sanidade basica, demonstrando mais uma
vez a importancia de buscar estudos que elucidem suas causas e o controle em prol
da saude publica (SANCHOTENE et al., 2015).

Como o fungo encontra-seno ambiente presente no solo, vegetais secos ou
em decomposicao, os felinos por seus habitos naturais de escavar terra, encobrir
dejetos e arranhar troncos acabam por carrear o agente etiolégico nas unhas, bem
como na cavidade oral devido ao habito de higienizagdo por lambedura. A infeccéo
fungica ocorre através da inoculacdo traumatica do agente no tegumento e assim,
através da arranhadura ou mordedura, os felinos transmitem e inoculam o fungo no
hospedeiro (PEREIRA et al.,, 2009; MADRID et al., 2009; LARSSON, 2011;
MONTENEGRO et al., 2014).

Os felinos domésticos estdo cada vez mais presentes na intimidade dos lares
brasileiros, o que torna o estudo e o conhecimento da esporotricose um assunto de
suma importancia em termos de saude publica. Ha exemplo disto ha um relato de
um caso de esporotricose humana na regido labial, em que o paciente contraiu a
doenca apos beijar um felino infectado (CHAKRABARTI et al., 2014), o que
demonstra a relagdo de proximidade entre os felinos domeésticos e 0s seus
respectivos tutores, fortalecendo a importancia do estudo supracitado.

Os primeiros relatos de esporotricose foram relacionados a pessoas com
hébitos ligados diretamente ao ambiente, como agricultores e trabalhadores rurais.
Até entdo, a infeccdo era primordialmente ligada a infeccdo ambiental através do

solo ou elementos como espinhos, farpas e troncos contaminados. A doenca era
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popularmente conhecida como “doenca dos jardineiros” (LARSSON, 2011; CRUZ,
2013; MONTENEGRO et al., 2014).

Quando a inoculagédo do agente ocorre a partir de um trauma proveniente de
algum elemento ambiental como farpas e solo por exemplo, o fungo encontra-se na
forma micelial, sendo assim, a tendéncia é de que o desenvolvimento das lesdes
demorem mais a ocorrer até que o fungo se adapte a nova condi¢do de temperatura
e multiplicagdo no organismo hospedeiro e adquira a forma leveduriforme de
parasitismo (RODRIGUES et al., 2013; CRUZ, 2013).

Somente a partir da década de 80, com o surgimento do primeiro caso de
esporotricose humana relacionada ao contato com um gato infectado € que se
iniciou a associagdo do felino doméstico como fonte de transmissdo importante da
zoonose, e a partir de uma nova visdo a despeito da epidemiologia da doencga, 0s
gatos passaram a ser primordialmente citados como agentes transmissores da
esporotricose (LARSSON, 2011; CRUZ, 2013). Os gatos sao reservatérios
importantes da esporotricose, visto que carreiam o fungo nas unhas, cavidade oral,
cavidade nasal e nas proprias lesdes ligadas ao desenvolvimento da doenca
(MADRID et al., 2010; CRUZ, 2013; CHAKRABARTI et al., 2014).

Sabe-se que os felinos por seus habitos inatos de caga, disputa por fémeas e
territério envolvem-se constantemente em brigas e efetivamente através de
arranhdes e mordidas, os felinos carreadores ou infectados disseminam o fungo,
causando a inoculacdo do agente na pele do hospedeiro. As lesdes variam de
acordo com as condi¢Ges encontradas pelo agente no organismo infectado (CRUZ,
2013).

Quando a transmissdo ocorre atraves de um felino infectado, portador de
lesBes ulceradas, uma grande quantidade de células leveduriformes € inoculada no
organismo do hospedeiro, e portanto jA estando na forma parasitaria, o fungo nao
necessita de adaptacdes, iniciando a multiplicagéo e o desencadeamento da doenca
(CRUZ, 2013).

Embora a literatura defenda que néo ha relacdo entre felinos portadores de
doencas retrovirais como FIV e/ou FELV serem predispostos a infeccdo por
esporotricose, estudos demonstram que gatos portadores de retroviroses tendem a
desenvolver um quadro clinico mais severo quando coinfectados pelo agente
fungico, isto se da pela caracteristica oportunista do mesmo em organismos
imunossuprimidos (SOUZA et al., 2005; SCHUBACH et al., 2008; LARSSON, 2011).
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As retroviroses entdo nao sao fatores predisponentes da esporotricose nos felinos
domésticos, mas podem estar relacionadas ao agravamento do quadro clinico
apresentado quando d&-se o desenvolvimento clinico da doenca (DUNSTAN, 1986;
DAVIS e TROY, 1996; SCHUBACH, 2008; SOUZA, 2010). Em contrapartida,
estudos recentes discutem a relacdo de que na realidade, o fato de o felino ser
portador de alguma retrovirose nao interfere na severidade das lesdes clinicas e sim
na resposta do felino a doenca em geral, e defendem ainda a possibilidade de que a
severidade das lesdes estejam diretamente relacionadas a cepa flgica que o
paciente apresenta. No Brasil por exemplo, ha uma prevaléncia de S. brasiliensis
nas lesdes, tanto em gatos quanto em humanos, a qual é descrita como a mais
patogénica entre as espécies do complexo (MIRANDA et al., 2013; MONTENEGRO
et al., 2014; DELLA TERRA et al., 2017). De forma geral, autores concordam que h&
necessidade de maiores estudos em relacdo as cepas encontradas e a resposta do
organismo dos felinos para maior entendimento.

O periodo entre a inoculagdo e o desenvolvimento da doenca é variavel,
podendo ocorrer dentro de trés dias A varios meses, com uma média de até trés
semanas (MAHAJAN, 2014). Ap6s a inoculacdo traumatica do fungo na pele
lesionada, a doenca pode se desenvolver de trés diferentes formas: cutanea
localizada, disseminada ou extra cutanea. Quando ocorre a inoculacdo do agente,
formam-se no local papulas ou nédulos que se permanecerem de formas
localizadas, sdo conhecidos como esporotricoma (LARSSON, 2011; CRUZ, 2013).
Uma vez que o hospedeiro apresente alguma imunossupressao ou 0 agente consiga
se desenvolver, as lesdes localizadas podem evoluir para Ulceras, areas necroticas
com producdo de exsudato purulento e caso atinja a circulacdo pode ocorrer o
quadro de linfangite. O gato que é portador da esporotricose apresenta grande
guantidade de leveduras ao longo do corpo, na superficie do pelo e principalmente
nas areas de lesdo, facilitando ainda mais a evolucdo da forma clinica localizada
para disseminada através da pratica de grooming e auto inoculacdo em episodios de
prurido, por exemplo, bem como, para a transmissdo para outros animais ou
pessoas (CRUZ, 2013).

Quanto a apresentacdo clinica da esporotricose, os felinos tendem a
apresentar lesbes em regiao facial, coxins, cauda e ao longo do corpo. Nao existe
predilecdo por sexo ou idade, embora felinos machos, jovens, inteiros e

semidomicilados tenham maior incidéncia por maior envolvimento em confrontos
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com outros gatos por questbes de territorialismo e reproducdo (CRUZ, 2013;
MIRANDA et al., 2013; CHAKRABARTI et al., 2014).

O diagnéstico definitivo para esporotricose é feito através de cultura fungica a
partir de uma coleta da amostra e analise de crescimento fangico laboratorial. No
entanto, por vezes o resultado pode levar de 7 a 30 dias. O exame direto de citologia
intralesional submetido a coloracdo de gram, writght, giemsa ou azul de metileno,
pode ser considerado como exame complementar sugestivo e imediato, visto que de
forma geral as lesdes dos felinos apresentam grande quantidade de células
leveduriformes evidenciadas em microscopia com o formato de “charutos” de 3 a
4cm de diametro, caracteristicas do Sporothrix spp. Tal exame em carater de
urgéncia dependendo do estado clinico do paciente pode ser um ponto importante
na escolha do tratamento e conduta por parte do médico veterinario. (LARSSON,
2011; CRUZ, 2013; MONTENEGRO et al., 2014; SANCHOTENE et al., 2015).
Porém, deve-se sempre associar as caracteristicas clinicas apresentadas, a
incidéncia da doenca na regido e considerar os diagndésticos diferenciais como
candidose, criptococose, leishmaniose e até mesmo neoplasias (LARSSON, 2011;
SANCHOTENE et al., 2015).

3.2 Abordagem terapéutica e resisténcia da esporotricose

O protocolo classico de tratamento para esporotricose em cées e gatos € a
base se azdlicos como o cetoconazol e itraconazol, triazélicos como posaconazol e
fluconazol,os iodetos de potassio e sédio, as alilaminas como a terbinafina, e ainda a
anfotericina B. Além dos tratamentos medicamentosos, a criocirurgia e resseccao
das lesdes cutaneas também tem sido consideradas como meio de tratamento em
casos de esporotricose (ROSSI et al., 2013).

Nos gatos o itraconazol tem sido utilizado como tratamento padrédo na dose
de 100mg/gato, uma vez ao dia (ALMEIDA et al., 2015). O itraconazol tem sido a
escolha medicamentosa entre os demais antifingicos devido sua alta eficacia e
seguranca, com baixo indice de efeitos adversos (ROSSI et al., 2013). No entanto
sabe-se que a administracdo medicamentosa por via oral em felinos por vezes é
dificultada pela inexperiéncia do tutor ou responsavel pela medicacdo, bem como,
pela propria falta de cooperacéo dos felinos que ndo respondem bem a manipulagéo

forcada e/ou elementos que ndo lhes sejam favoraveis ao paladar. Além disso, o



19

tratamento para esporotricose com itraconazol tem uma média de no minimo trés
meses de administracdo continua, e mais um més apds desaparecimento das
lesbes. Entdo dependendo da extensdo das lesdes apresentadas e do estado
imunolégico do paciente afetado, associado ao sucesso de administracdo
terapéutica, o tratamento pode variar de meses a até mesmo anos sem resolucéao. O
longo tempo de tratamento, associado a dificuldade de administracdo do
medicamento e confinamento dos felinos, além do alto valor comercial do itraconazol
por vezes fazem com que os tutores abandonem o tratamento ou mesmo, 0S
préoprios gatos (REIS et al., 2016).

O iodeto de potassio tem sido utilizado na dose de 20mg/kg, uma vez ao dia
também por via oral em associacdo ao itraconazol. O iodeto de potdssio em
associacao ao itraconazol tem demonstrado boa resolucdo em felinos portadores de
esporotricose, principalmente em casos previamente tratados em monoterapia com
itraconazol em periodo prolongado sem resolu¢cdo ou que apresentem recidivas
(REIS et al., 2016). Apesar de ser uma boa escolha para o tratamento da
esporotricose, deve-se manter um acompanhamento do estado geral dos felinos
submetidos a terapia principalmente por considerar os efeitos colaterais do iodismo
como anorexia, perda de peso, vomito e demais alteracbes que comprometam o
estado de saude geral do paciente. Uma vez que o felino apresente um quadro de
efeito colateral negativo, o tratamento deve ser imediatamente suspenso para
controle dos sinais clinicos e de acordo com a resposta do felino, ap6s uma semana
de controle, pode se reiniciar o tratamento em uma dosagem menor que a
preconizada previamente, sempre com acompanhamento clinico. O mecanismo de
acao antifungica dos iodetos nédo é totalmente compreendida até o0 momento, bem
como sua atividade anti sporothrix in vitro ainda néo foi confirmada (REIS et al.,
2016).

Terbinafina e posaconazol apresentaram boas atividades in vitro contra
fungos do complexo sporothrix, no entanto faltam estudos a respeito do seu uso e
seguranca em felinos com esporotricose (MEINERZ et al., 2007; REIS et al., 2016).

Além da terapia medicamentosa, em lesfes localizadas a termoterapia com
imersao ou aplicacdo de 4gua quente em temperatura igual ou superior a 40°C pode
ser indicada. A partir desta temperatura o crescimento de S. schenckii € inibido, no
entanto, dependendo do local da lesdo e/lou da cooperacdo do animal, a
termoterapia pode ser dificultada (PEREIRA et al., 2009; HONSE et al., 2010).
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Remocédo cirdrgica de lesdes localizadas quando ndo responsivas a
tratamentos convencionais ou recidivas em regifes passiveis de cirurgia também
sdo consideradas uma alternativa terapéutica. Ainda em termos cirdrgicos, a
criocirurgia tem sido estudada mais recentemente como alternativa para os locais de
dificil acesso cirdrgico e pobre resposta ao tratamento convencional. Isto porque de
forma geral, defende-se que 0s organismos vivos sdo sensiveis a temperaturas
extremas e 0 S. schenckii ndo é excecdo (SOUZA et al., 2016).

De qualquer forma apesar de a esporotricose ser uma doenca de ampla
ocorréncia e cada vez mais estudos a respeito de sua forma de atuacdo e
permanéncia nos organismos hospedeiros, ainda ha muito o que ser estudado a fim

de solucionar o melhor manejo e controle.

3.3 FIV E FELV

O virus da FeLV é um gammaretrovirus que apresenta quatro subtipos: FeLV-
A, FeLV-B, FeLV-C e FeLV-T, onde cada subtipo utiliza um receptor especifico para
sua insercdo na célula do hospedeiro. Destes, o FeLV-A é o U(nico subtipo
transmissivel e é através dele que os demais subtipos irdo sofrer mutacdo ou
recombinacdo, capazes de influenciar na expressao clinica e desenvolvimento de
doencas (PEREIRA et al., 2010). No entanto, o FeLV-T € uma variante com tropismo
por células-T, e portanto pode estar particularmente associado a imunossupressao
em felinos (ANDRADE et al., 2015).

O contato prolongado com secrec¢@es salivares dos felinos € o principal modo
de transmissdo do FelLV-A, podendo desta forma também ocorrer através de
mordedura. Em um primeiro momento, a viremia acontece por replicacdo do agente
no interior das células linfoides, mieloides e epiteliais. A fase de viremia persistente
dar-se-& a partir da incapacidade de resposta do sistema imunolégico do hospedeiro
frente a destruicdo celular em massa, e é quando irdo ocorrer as doencas
progressivas relacionadas ao FelLV, como anemias arregenerativas e faléncia
medular e o desenvolvimento de infec¢des oportunistas (ANDRADE et al., 2015).

InfecgBes oportunistas como as bacterianas que afetam o trato urinério,
hemoplasmose, infeccdes de trato respiratorio, peritonite infecciosa felina, estomatite
cronica, bem como, infec¢Bes fungicas como criptococose podem ocorrer em felinos
FeLV positivos (ANDRADE et al., 2015).
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Algumas infec¢des como criptococose por exemplo, parecem ocorrer com a
mesma frequéncia em animais FeLV positivos e negativos, no entanto, a resposta
destes felinos frente a infecgédo fungica é deficiente e a infec¢do tende a ser mais
severa devido a imunossupressao, assim como ocorréncia de refratariedade as
terapias (ANDRADE et al., 2015).

Ja o virus da imundeficiéncia felina (FIV), é um lentivirus que € transmitido
primariamente através da mordedura, que invade as células do hospedeiro através
de um receptor expressado nas células CD4+ nos linfocitos T; linfocitos B e
macrofagos ativados. A imunossupressdo induzida por FIV ocorrera devido a
inibicdo da proliferacdo e inducdo de apoptose celular de células de defesa, o
comprometimento das células T associado a alteragdo na funcionalidade de
citocinas e anergia imunoldgica (BORBA-SANTOS et al., 2015).

Desta forma, a inabilidade do felino em desenvolver uma resposta imune
adequada, o torna suscetivel a patdégenos oportunistas e o desenvolvimento de
infeccbes cronicas em cavidade bucal, trato urinério, tegumento cuténeo, vias
aéreas superiores, ou infeccdes persistentes por micobactérias, parasitas, entre
outros (ANDRADE et al., 2015).

Indmeros patégenos fungicos sdo capazes de causar imunossupressao,
incluindo Aspergillus spp., Candida spp, Cryptococcus spp, entre outros. O
cryptococcusspp.por exemplo, é capaz de suprimir a resposta do hospedeiro em
favor do seu crescimento e permanéncia no organismo infectado (ANDRADE et al.,
2015). Junto a isso, em algumas regides do Brasil, como no Rio Grande do Sul, a
esporotricose destaca-se pela gravidade das lesbes podendo ocorrer de forma
endémica nos felinos (RODRIGUES et al., 2014).

Da mesma forma que na esporotricose, felinos machos nao castrados,
semidomiciliados ou de vida livre desempenham um importante papel na
disseminacgéao das retroviroses (RODRIGUES et al., 2014).

Estudos demonstraram que o virus da FELV tem a capacidade de replicacéao
in vitro em células de animais de outras espécies como caes; bovinos; macacos;
murinos e humanos.

Relatos de infeccdo em felinos ndo domésticos em diversas partes do mundo
tem sido reportados, inclusive em uma espécie de felino selvagem no sul do Brasil, 0
gue implica na severidade e risco de vida destes animais na natureza
(MONTENEGRO et al., 2014).
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Em relacdo a taxa de prevaléncia mundial da FeLV, de 1989 a 1995 relata-se
um decréscimo de 8 para 4% nos Estados Unidos, uma constante diminuicdo de 6
para 1% no periodo de 1993 a 2002 na Alemanha, uma prevaléncia entre 2,2 a
3,3% na América do Norte, a 2,9% na Asia. Na Europa tem-se uma taxa que varia
entre 1 a 15,6% de prevaléncia, provavelmente devido a diferencas de
comportamento e distribuicdo ambiental dos felinos domésticos (MONTENEGRO et
al., 2014).

Ja a FIV tem uma taxa de prevaléncia na América do Norte de 4 a 24% e na
Europa, varia de acordo com a localizacdo, sendo a Italia onde ha um maior
percentual de gatos errantes e portanto, onde a taxa de prevaléncia pode atingir até
30% (MONTENEGRO et al., 2014).

No Brasil ndo existem dados a respeito da distribuicdo e prevaléncia destas
retroviroses apesar de constantes relatos de ocorréncia em diversas localidades.

N&oexistem tratamentos curativos e especificos contra as retroviroses uma
vez que o animal seja infectado, sendo as retroviroses, infeccbes que comprometem

a vida dos felinos infectados.

3.4 Familia Lamiaceae e compostos ativos em fungos do complexo Sporothrix
schenckii

Na busca por novas opcdes terapéuticas, as espécies da familia Lamiaceae
se destacam. A familia é composta por plantas aromaticas, sendo inumeras
espécies largamente utilizadas como medicinais, com uma enorme variedade
conhecidas e utilizadas pelas populagdes a muito tempo, como orégano, alecrim,
manjerona, manjericdo, salvia. Ainda, na familia Lamiaceae, as espécies sao
bastante conhecidas por sua extensa produgdo de compostos volateis ricos em
substancias ativas, 0s quais constituem os 6leos essenciais. Com destaque para 0s
géneros Origanum spp., Rosmarinus spp. e Salvia lavanduloides (salvia), devido a
atividade in vitro contra patégenos fungos, destacando-se os fungos do complexo
Sporothrix schenckii (CLEFF et al., 2010 ; WALLER et al., 2016).

Dentre as diversas propriedades biolégicas que o género Origanum e
Rosmarinus apresentam, podemos citar atividade antifingica em espécies de
interesse médico e veterinario, como Candida spp., Malassezia pachydermatis e S.

schenckii e S. brasiliensis, que tém sido sensiveis a diferentes plantas desta familia.
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Uma diversidade de compostos quimicos tem sido identificados nos 6leos
essenciais e outros extratos de plantas da familia Lamiceae e vem apresentando
atividade em isolados clinicos e cepas padrdes de fungos do complexo Sporothrix
schenckii. Acredita-se que 0os compostos majoritarios, sejam 0s responsaveis por
atividade antifungica diversa, com destaque para atividade anti-sporothrix. Dentre as
substancias reconhecidas estdo o 1,8-cineol, 4-terpineol, timol, carvacrol, gama-
terpineno, p-cimeno, sabineno, entre outras presentes nos Oleos essenciais,
enquanto que nos extratos hidroalcoolicos e etandlicos tem se destacado a
quercetina, acido caféico, p-cumarico, etc as quais tem sido avaliados de forma
isolada ou em associacédo em relacéo ao efeito anti-sporothrix.

De acordo com alguns autores, 0os compostos quimicos, como timol, 4-
terpineno, 4-terpineol, gama-terpineno, p-cimeno, etc., que apresentam anéis
aromaticos na estrutura e grupo polar inserido nos anéis, consegue estabelecer uma
ligacdo de hidrogénio aos sitios ativos de enzimas microbianas, o que permitiria 0
aumento de permeabilidade da membrana citoplasmatica fungica ocasionando
alteracdo e\ou destruicdo da célula fangica, explicando assim atividade desses
compostos. Ainda, estas alteracdes poderiam levar a perda de constituintes
citoplasmaticos da célula, como a deple¢&o do esterol da membrana fungica.

Em estudos recentes desenvolvidos pelo Centro de Diagnéstico e Pesquisa
em Micologia Veterinaria (Universidade Federal de Pelotas, Pelotas/RS, Brasil), a
fase leveduriforme de S. brasiliensis isolado de cdes e gatos foi sensivel ao 6leo
essencial extraido de partes aéreas de O. vulgare coletadas no Chile e do 6éleo
comercial originario da Moldavia frente a S. brasiliensis resistentes ao itraconazol. A
atividade fungicida também foi demonstrada por ambos Oleos essenciais em
concentracbes similares as fungistaticas (WALLER et al., 2016) Estudos com
compostos isolados, como 4-terpineol, 1-8 cineol ,quercetina vem sendo
desenvolvidos e tem demonstrado o efeito destes em isolados fungicos. Com
destaque para a acéo de tal composto em isolados de S. schenckii.
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RESUMO

A esporotricose é uma micose considerada endémica no Rio Grande do Sul e apesar do
seu carater zoonotico, ndo é uma doenga de notificacdo obrigatoria. Tal qual a
esporotricose, as retroviroses dos felinos domésticos tem sido cada vez mais
diagnosticadas na mesma regido, no entanto sédo escassos dados a respeito da sua
epidemiologia. Considerando a importancia da compreensdo da epidemiologia destas
enfermidades, tanto para os felinos domésticos, quanto para 0s tutores e animais
contactantes, o estudo objetivou realizar um estudo retrospectivo acerca da casuistica de
coinfecgBes por esporotricose e retroviroses em felinos domésticos. O estudo analisou
0s registros sobre os felinos diagnosticados com esporotricose no Hospital de Clinicas
Veterinarias e testados para retroviroses entre os anos de 2013 a 2017. Do total de 112
casos de esporotricose felina, somente 41(36,6%) gatos foram testados para FIV/FeLV,
dos quais, 26 (63,41%) apresentaram resultado positivo para uma (39% FelLV;
9,75%FIV) ou ambas (14,6%) retroviroses. Houve aumento gradual na ocorréncia de
esporotricose ao longo dos 4 anos avaliados, assim como no nimero de animais testados

e positivos para retroviroses. Esporotricose, assim como as retroviroses, Sdo
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enfermidades bastante prejudiciais aos felinos, apresentando progndstico reservado,
desfavoravel ou até fatal. Desta forma, conclui-e que a esporotricose continua afetando
grande namero de felinos, sendo que 63,41% dos pacientes testados apresentaram-se co-
infectados por retroviroses, com destaque para FeLV, que foi a retroviroses mais

ocorrente.

Palavras chave: FIV, FeLV, Sporothrix, epidemiologia, gatos

ABSTRACT

Sporotrichosis is a mycosis considered endemic in Rio Grande do Sul and despite its
zoonotic nature, it is not a notifiable disease. Like sporotrichosis, the retroviruses of
domestic felines have been increasingly diagnosed in the same region, but there are few
data on their epidemiology. Considering the importance of understanding the
epidemiology of these diseases, both for domestic cats and for tutors and contact
animals, the study aimed to conduct a retrospective study on the casuistry of
sporotrichosis and retrovirus coinfections in domestic cats. The study analyzed the
records on felines diagnosed with sporotrichosis at the Hospital of Veterinary Clinics
and tested for retrovirus between the years 2013 to 2017. Of the total of 112 cases of
feline sporotrichosis, only 41 (36.6%) cats were tested for IVF / FeLV, of which 26
(63.41%) presented positive results for one (39% FelLV, 9.75% IVF) or both (14.6%)
retroviruses. There was a gradual increase in the occurrence of sporotrichosis over the 4
years evaluated, as well as in the number of animals tested and positive for retroviruses.
Sporotrichosis, as well as retroviruses, are diseases that are very harmful to cats,
presenting a reserved, unfavorable or even fatal prognosis. Thus, we conclude that
sporotrichosis continues to affect a large number of felines, and 63.41% of the patients

tested were co-infected with retroviruses, with FeLV being the most frequent retrovirus.

Key words: FIV, FeLV, Sporothrix, epidemiology, cats
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INTRODUCAO

A variedade de agentes infecciosos capazes de induzir imunossupressdo em
felinos € extensa, e 0s mecanismos pelos quais estes agentes induzem a
imunodeficiéncia no organismo do hospedeiro, em prol da sua prépria manutencao,
ainda ndo estdo totalmente elucidados (SYKES, 2010).

Entre os principais agentes infecciosos que sabidamente causam
imunossupressdo em felinos estdo os retrovirus, onde destacam-se o virus da leucemia
viral felina (FeLV) e o virus da imunodeficiéncia felina (FIV). Apesar do conhecimento
de que o FIV e a FeLV séo agentes comuns na inducdo da imunodeficiéncia em gatos,
ainda séo escassos estudos que correlacione um aumento e/ou prevaléncia de infec¢oes
oportunistas por outros agentes (SYKES, 2010), como por exemplo, fungos do
complexo Sporothrix spp., em felinos portadores de retroviroses.

A esporotricose caracteriza-se como uma micose subcutanea causada pelo
complexo de fungos Sporothrix schenckii, acomete humanos e animais, sendoo felino
domeéstico o animal que apresenta a maior frequéncia decasos (PEREIRA et al., 2014).
Acredita-se que as apresentacfes clinicas da esporotricose variam de acordo com a
condicdo do hospedeiro, a viruléncia do agente, a rota de infeccdo e a espécie de
Sporothrix inoculada (FERNANDES et al.,2013). As formas clinicas classicas de
manifestacdo da micose sdo a forma cuténea localizada, linfocutanea e disseminada,
podendo atingir dessa forma diversos 6rgdos e causar multiplas lesdes, sendo que o
envolvimento ésseo também é possivel, apesar de raros relatos (FRANCESCHI et al.,
2017). A forma cutanea é caracterizada pela formacao de maultiplos nédulos, por vezes
com presenca de crostas e ulceracBes, sendo as regides de face, membros e cauda as
mais comumente afetadas nos felinos (HARTMANN, 2013). Secundéario a progressao
da forma localizada, pode ocorrer o comprometimento sistémico, geralmente por
consequéncia da auto-inoculacdo por lambedura ou arranhadura, disseminagédo
hematogena ou linfatica dos fungos (HARTMANN, 2013).

Diante do exposto, acredita-se que tanto as retroviroses quanto a esporotricose
sdo enfermidades com potencial imunossupressor importante nos felinos domésticos, e
que podem dificultar a resposta clinica a terapia, além do que, relatos a respeito da

coexisténcia destes agentes ainda sdo escassos na literatura.
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Levando em consideragdo a importancia dos registros epidemiologicos em
medicina veterindria, objetivou-se fazer um estudo retrospectivo acerca da casuistica de
coinfeccdes por esporotricose e retroviroses em felinos domésticos atendidos na cidade
de Pelotas, Rio Grande do Sul, e avaliar os impactos da coexisténcia de tais
enfermidades na vida dos gatos.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo retrospectivo transversal com coleta de dados de casos
de esporotricose felina e incidéncia de coinfeccdo por retroviroses. Avaliou-se dados
independente de raca ou sexo dos pacientes atendidos no Hospital de Clinicas
Veterinario da Universidade Federal de Pelotas (HCV- UFPel), Brasil, entre 0s anos de
2013 a 2017. O estudo foi desenvolvido a partir dos dados de consultas e avaliagdo das
fichas clinicas dos casos em que houve diagnoéstico definitivo de esporotricose, a partir
de isolamento de fungos do complexo sporothrix schenckii e pesquisa concomitante de
retroviroses. Para deteccdo do virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e do virus da
leucemia felina (FeLV) no sangue total, soro ou plasma felino, utilizou-se o teste rapido
comercial “Alere FIV Ac/FeLV Ag Test Kit®”, a partir de imunoensaio

cromatografico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das fichas clinicas avaliadas, observou-se 112 felinos portadores de
esporotricose entre os anos de 2013 a 2017 no HCV — UFPel. Acredita-se que estes
dados ndo representem a realidade da regido em relagdo a micose, ja que no Rio Grande
do Sul apesar de ter regides consideradas endémicas, a notificacdo ainda ndo €
obrigatéria (SANCHOTENE et al., 2015). Um estudo realizado no sul do Rio Grande
do Sul, demonstrou um aumento que variou de 0,75 novos casos de esporotricose por
més em 2010, para significativos 3,33 novos casos por més em 2014, so na cidade de
Rio Grande (SANCHOTENE et al., 2015). E provavel que a baixa casuistica observada
em nosso estudo, seja devido a esporotricose ser uma micose bastante ocorrente em

nossa regido, e ja ser identificada pelos tutores e veterinarios locais, chegando poucos
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felinos para diagnostico da micose no Hospital Veterinario. Com relacio  a
casuistica de coinfeccao por retroviroses, no ano de 2013 foram registrados 15 casos de
esporotricose atendidos no HCV- UFPel, e destes, nenhum felino realizou o teste rapido
para diagndstico de retroviroses. No ano de 2014, de um total de 13 casos
diagnosticados com esporotricose, 3 (23%) felinos foram testados para as retroviroses,
sendo 2 (66,6%) felinos positivos para FeLV e 1 felino negativo para ambas. Ja em
2015, de um total de 23 felinos portadores de esporotricose, 5 (21,73%) felinos foram
testados para retroviroses e 2 (40%) foram positivos para FeLV; 1 (20%) positivo para
FIV e FeLV, 1 positivo para FIV (20%), e 1 negativo para ambas. Em 2016, de 32
felinos atendidos com esporotricose, 7 (21,87%) felinos foram testados para retroviroses
e destes, 3 (42,85%) felinos foram positivos para FeLV, 1 (14,28%) para FIV e FeLV e
3 foram negativos para ambas. Entretanto, até outubro de 2017, 29 casos de
esporotricose felina foram diagnosticados e 26 (89,65%) destes felinos foram testados,
sendo 9 (34,6%) positivos para FeLV, 4 (15,38%) para FiV e FeLV, 3 (11,5%) positivos
para FIV e 10 negativos para ambas as retroviroses. A relacdo de animais
diagnosticados com esporotricose, testados para retroviroses, bem como a taxa de
ocorréncia de FeLV e FiV nos felinos incluidos no estudo, podem ser observado na
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Figura 1: Demonstracdo de felinos diagnosticados com esporotricose, testados
para retroviroses, e taxa de positividade para FeLV e FiV (HCV-UFPel, 2013 a 2017)
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Do total de 112 gatos atendidos diagnosticados com esporotricose, somente 41
(36,6%) dos felinos foram testados para diagnostico de retroviroses, sendo que destes,
26 (63,41%) apresentaram diagnodstico de uma ou ambas retroviroses. A taxa de
prevaléncia mundial da FeLV é bastante variavel, indo de 1% a 84% em felinos
clinicamente saudaveis e, de 12% a mais de 30% entre felinos doentes ou em grupos de
risco, onde a infeccdo foi recentemente introduzida. A incidéncia da FeLV é
significativamente maior em gatos com acesso a rua comparado aos domiciliados
(HAGIWARA; JUNQUEIRA-JORGE; STRICAGNOLO,2007; PAULA, 2014), sendo
considerado um dos patdgenos infecciosos mais importante como causador de morte
nos felinos no mundo todo (KIM et al., 2013). Assim como o FeLV, o FIV também tem
distribuicdo mundial, e sua incidéncia esta diretamente relacionada a densidade
populacional, relacionado ao estilo de vida, idade, género e saude do felino infectado.
Estima-se uma soroprevaléncia de 1% a 14% de FiV em gatos com sinais clinicos e até
44% em animais doentes (LEITE et al., 2013). De acordo com estudos epidemiologicos,
a taxa de prevaléncia de FeLV é maior quando comparada a FIV,0 que esta de acordo
com os dados demonstrados nos felinos do presente estudo.

No Brasil taxas de prevaléncia de FeLV variam de 8% a 63% de acordo com
pesquisas em gatos domésticos domiciliados e errantes, nos estados de Sdo Paulo, Rio
de Janeiro, Minas Gerais e Rio Grande do Sul (CALDAS et al., 2000; SOUZA et al.,
2002; CAXITO, 2003; ALMEIDA et al., 2004., TEIXEIRA et al, 2007 citado por
PAULA et al., 2014). Sendo que na regido Sul do Brasil, estudos avaliando a ocorréncia
de felinos portadores de FeLV sdo escassos (MEINERZ et al., 2010).

Apesar de somente 41 (36,6%) dos 112 felinos incluidos em nosso estudo terem
sido avaliados para retroviroses, os indices de positividade demonstraram que mais da
metade da populacdo testada estava positiva (63,41%) para um ou ambos agentes virais,
sendo gque a maior prevaléncia encontrada foi de FeLV, com 16 (39%) felinos positivos,
seguido de 6 (14,6%) felinos FIV e FeLV positivos, e de 4 animais (9,75%) FIV
positivos. Estes indices sdo bem superiores aos citados na literatura, onde estudo
realizado na mesma regido, avaliando 120 felinos no ano de 2010, observou-se taxa de
prevaléncia da FeLV de 38,3% (MEINERZ et al.,2010).

Estudo realizado em 2005, na cidade de Pelotas, Rio Grande do Sul, observou

que em uma populacdo de 90 gatos, que viviam em um aglomerado em precérias
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condigdes higiénico-sanitarias, 18 animais apresentavam diagnostico de esporotricose e
ao serem testados para retroviroses, resultou em 22,2% de felinos positivos para FeLV.
A partir dos resultados obtidos, os autores defendem que a coinfecgdo de esporotricose e
retroviroses, associado ao modo de vida dos felinos, pode ter sido um provavel fator
agravante para os quadros clinicos observados (SOUZA et al.,2005).

Observa-se que nos anos iniciais do estudo, apenas uma pequena parcela da
populacao de felinos foi avaliada quanto a retroviroses (em torno de 20%) e, somente no
ultimo ano e a partir da verificacdo da presenca de FeLV e FiV na populacédo de felinos
atendidos na regido é que os testes foram intensificados. Apesar da literatura
recomendar a verificacdo da presenca de retroviroses nos felinos domésticos, esta
pratica ainda ndo foi incorporada a triagem basica nos ambientes veterinarios,
justificado pelo custo dos testes, mas € provavel que ocorra devido ao desconhecimento
quanto a importancia de diagnéstico das retroviroses. Felinos FeLV positivos
frequentemente sdo acometidos por infeccBes oportunistas, como infec¢es bacterianas
de trato urinario e respiratério, as hemoplasmose, infeccdes virais como peritonite felina
e estomatite crbnica, bem como, infec¢bes fungicas (SYKES, 2010).

E importante salientar que os felinos avaliados neste estudo apresentavam sinais
clinicos e diagnostico de esporotricose, e que foram testados para retroviroses em
funcdo da pesquisa, mas que as manifestacdes clinicas de FiV e FeLV podem n&o terem
sido observadas ou até mesmo negligenciadas, especialmente em pacientes com outras
enfermidades concomitantes como foi 0 caso. Segundo a literatura, a patogénese do
FeLV varia de acordo com o estado imunitario de cada gato, podendo se apresentar de
forma latente e ndo infecciosa, transitoria ou regressiva, atipica, ou ainda progressiva,
onde irdo ocorrer enfermidades, como anemias arregenerativas e faléncia medular ou
desenvolvimento de infec¢des oportunistas (LEITE 2013).

Ainda hoje, sdo escassos 0s estudos a respeito do papel exato da resposta
imunoldgica de felinos sobre a esporotricose e retroviroses, bem como a inter -relagcdo
entre a resposta imunoldgica na presenca de doencas fungicas e retrovirais coexistentes
(MIRANDA 2016). Felinos infectados com FIV e/ou FeLV podem apresentar as
barreiras imunologicas comprometidas e com isto, facilitar a ocorréncia de
enfermidades oportunistas como a esporotricose, que é considerada uma importante

zoonose (LEITE 2013). Assim, torna-se relevante a conscientizagdo, tanto de tutores
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como dos profissionais da area da saude, acerca da importancia do reconhecimento das
retroviroses nos felinos e do papel que desempenham na perpetuacdo de infeccbes
oportunistas, como no caso da esporotricose assim como, sua influéncia na resposta

terapéutica dos felinos acometidos.

CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, foi possivel perceber um aumento gradual na
ocorréncia de esporotricose ao longo dos 4 anos avaliados pelo estudo, demonstrando
que a regido sul Rio Grande do Sul, pode ser considerada endémica, especialmente
considerando que estes dados sdo referentes a atendimentos realizados apenas no
Hospital de Clinicas Veterinario, e que por ndo ser uma doenca de notificacdo
obrigatoria, a taxa de ocorréncia pode ser ainda maior na regido como um todo. Além da
esporotricose, a prevaléncia de retroviroses também demonstrou um aumento

significativo quando em comparacao a estudos prévios de incidéncia na mesma regiao.
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RESUMO

A regido sul do Brasil € considerada endémica para esporotricose, no entanto,
a notificagdo da enfermidade n&o é obrigatoria. A transmisséo direta da doenca
entre os felinos domésticos e o homem, caracteriza a esporotricose como uma
enfermidade zoonética emergente. Ainda, as dificuldades frente ao tratamento da
esporotricose felina podem acarretar em abandono do tratamento ou mesmo dos
proprios gatos, culminando com a resisténcia fungica, proliferacdo da doenca e
dificuldade no controle da enfermidade. Considerando a escassez de registros a
respeito do histérico e epidemiologia de felinos portadores de esporotricose na
regido, realizou-se o0 estudo objetivando relatar o histérico de felinos com
esporotricose atendidos no sul do Rio Grande do Sul, descrever as caracteristicas
clinicas apresentadas, bem como avaliar os protocolos terapéuticos instituidos. O
trabalho foi desenvolvido & partir de dados coletados de felinos positivos, atendidos
no Hospital de Clinicas Veterinario da UFPel, entre os anos de 2016 e 2017. A partir
dos resultados obtidos, foi constatado que de um total de 14 felinos com
esporotricose, 10 (71,4%) eram machos e 4 (28,5%) eram fémeas. Cinco (35,71%)
pacientes apresentaram uma ou mais recidivas das lesbes de esporotricose, 3
(21,42%) estavam em tratamento ha mais de trés meses sem melhora clinica, e 2
(14,28%) gatos haviam sido recolhidos da rua com lesdes e sem historico e vieram a
Obito. Todos os felinos portadores de esporotricose, apresentavam lesbes
disseminadas mesmo ap0s tratamento com antifingicos. Com isto, observa-se a
necessidade de maiores estudos a respeito do comportamento da doenca, bem
como, analisar a efetividade dos protocolos utilizados para os felinos com
esporotricose.

Palavras-chave: Gatos; recidiva; terapéutica; retroviroses; zoonose

ABSTRACT

The southern region of Brazil is considered endemic for sporotrichosis,
however, notification of the disease is not mandatory. Direct transmission of the
disease between domestic felines and man, characterizes sporotrichosis as an
emerging zoonotic disease. Still, the difficulties with the treatment of feline
sporotrichosis can lead to abandonment of the treatment or even of the cats
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themselves, culminating with fungal resistance, proliferation of the disease and
difficulty in controlling the disease. Considering the scarcity of records regarding the
history and epidemiology of felines with sporotrichosis in the region, the study was
carried out in order to report the history of felines with sporotrichosis treated in
southern Rio Grande do Sul, to describe the clinical characteristics presented, as
well as to evaluate the established therapeutic protocols. The work was based on
data collected from positive cats, attended at the Hospital of Veterinary Clinics of
UFPel, between 2016 and 2017. From the results obtained, it was observed that out
of a total of 14 felines with sporotrichosis, 10 ( 71.4%) were males and 4 (28.5%)
were females. Five (35.71%) patients had one or more recurrences of sporotrichosis
lesions, 3 (21.42%) had been treated for more than three months without clinical
improvement, and 2 (14.28%) cats had been collected from street with injuries and
without history and came to death. All cats with sporotrichosis had disseminated
lesions even after antifungal treatment. With this, it is observed the need for further
studies regarding the behavior of the disease, as well as, to analyze the
effectiveness of the protocols used for felines with sporotrichosis.Keywords: Cats;
recurrence; therapy; retroviruses; zoonosis

INTRODUCAO

Esporotricose € uma micose subcutanea que tem como agentes causadores
um conjunto de espécies fungicas pertencentes ao complexo Sporothrix Schenkii
(RODRIGUES et al.,, 2013, TELLEZ et al.,, 2014; BAZZI et al., 2016). Dentre as
espécies destacam-se S. albicans, S. brasiliensis, S. mexicana, S. globosa e S.
Schenckii, distribuidos ao redor do mundo, incluindo Jap&o, China, Australia, india,
América Central e América do Sul, sendo que no Brasil a espécie S. brasiliensis tem
maior ocorréncia (STOPIGLIA et al, 2013; RODRIGUES et al., 2014
CHAKRABARTI et al., 2015). As espécies pertencentes ao complexo S. Schenckii
diferem entre si em relacdo a distribuicdo geografica, propriedades biomecanicas,
graus de viruléncia e padrao de doenca (RODRIGUES et al., 2014; CHAKRABARTI
et al., 2015). Entre os paises da América do Sul, o Brasil encontra-se como uma das
regides de maior incidéncia da esporotricose, provavelmente ligado ao fato de que
os fungos deste complexo séo particularmente mais comuns em regides tropicais e
subtropicais, com clima Umido e quente, que favorecem o0 seu crescimento
(MARIMON et al., 2007; LARSSON, 2011; RODRIGUES et al., 2013; TELLEZ et al.,
2014).

Sporothrix spp.€¢ um fungo dimorfico, que se apresenta na forma filamentosa
em temperatura ambiente de 25°C, e leveduriforme em temperaturas em torno de
37°C, o que faz com que a temperatura corporal de humanos e animais, sejam
apropriadas ao seu desenvolvimento. Sporothrix spp. apresentam-se como
saprébios do solo, estando comumente presentes em locais como madeira em
decomposicao, troncos e vegetais (LARSSON, 2011; ALMEIDA, 2015; OROFINO-
COSTA et al., 2017). A inoculacao fangica ocorre através de implantacéo traumatica
no tegumento cutaneo, seja através de farpas ou espinhos que contenham o fungo
ou mesmo, ou através de arranhadura ou mordedura de gatos infectados. Desta
forma, a esporotricose é uma doenca comum aos profissionais de areas rurais que
lidam diretamente com o solo ou plantas, como fazendeiros e jardineiros, bem como
pessoas que tenham contato direto com felinos e caninos infectados, como
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profissionais da area de medicina veterindria e tutores de gatos domésticos
(LARSSON, 2011; CRUZ, 2013; TELLEZ et al., 2014; ALMEIDA et al.,2015).

A transmissado direta da doenca, entre os felinos domésticos enfermos ou
portadores assintomaticos e o homem, caracteriza a esporotricose como uma
enfermidade zoondtica emergente (LARSSON, 2011; REIS et al, 2012
RODRIGUES et al., 2014). Neste contexto, os gatos tem demonstrado ser um
importante veiculo de disseminacdo de fungos do complexo Sporothrix Schenckii em
epidemias de longa duracdo no Brasil, devido a suas caracteristicas como vetor no
ciclo de transmissdo da doenca (LARSSON, 2011; RODRIGUES et al.,, 2014;
SANCHOTENE et al., 2015). N&ao existe predilecdo por sexo ou idade para
ocorréncia de esporotricose nos felinos, no entanto, devido aos habitos
comportamentais da espécie, como disputa por territérios ou fémeas, os machos se
tornam mais suscetiveis a infeccdo fungica (MEINERZ et al., 2007; LARSSON,
2011; CRUZ, 2013; MIRANDA et al., 2013; CHAKRABARTI, et al., 2015).

As caracteristicas morfolégicas das lesbes na esporotricose variam de
nédulos, placas, lesdes ulcerativas ou nodulocisticas, até inchagos ou massas
subcutaneas, sendo que esta heterogeneidade pode dificultar o diagnostico clinico,
principalmente em regides ndo endémicas, prolongando o curso clinico da doenca e
tornando-se um fator de morbidade importante na saude publica (MIRANDA et al.,
2013).

O diagnostico e tratamento da micose, nos humanos e felinos infectados é o
principal pilar para a prevencdo da transmissdo da esporotricose. E de suma
importancia considerar que, o tratamento dos animais doentes, necessita de um
periodo longo de atencao, além de investimento por parte do tutor, sendo que esta
fase deve ser bem orientada, ja que devido a estes fatores muitas vezes o0
responsavel pelo animal desiste do tratamento, dificultando o controle da micose
(CRUZ, 2013).

Assim, o objetivo deste trabalho foi de relatar o histérico de 14 felinos
diagnosticados portadores de esporotricose, provenientes de trés cidades do sul do
Rio Grande do Sul, bem como, descrever as caracteristicas clinicas apresentadas
por estes pacientes, e avaliar a escolha e a resposta aos protocolos terapéuticos
instituidos.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um levantamento a partir de dados coletados de felinos
portadores de esporotricose, atendidos no Hospital de Clinicas Veterindrio da
Universidade Federal de Pelotas (HCV-UFPel), entre os anos de 2016 e 2017. Para
0 estudo, foi realizada coleta de material das lesbes cutaneas presentes nos felinos,
durante consulta clinica, onde utilizou-se zaragatoas estéreis que foram
acondicionadas e encaminhadas para diagnéstico micolégico no Laboratério de
Micologia da UFPel (MICVET).

Foram considerados para o estudo, felinos que apresentassem lesdes
caracteristicas ou suspeitas de esporotricose, independente de raca, idade ou sexo.
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Os tutores responsaveis pelos animais foram questionados a respeito do historico
dos felinos em relacdo ao tempo de aparecimento de lesbes e de tratamento,
tratamentos anteriormente instituidos e respostas dos pacientes a terapia até o
momento da consulta, assim como foi observado o padrdo de lesGes presentes
(cutanea, cutaneafixo ou cutaneo disseminado) nos animais.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo de estudo, foram atendidos 14 felinos domeésticos, todos
com diagnéstico confirmado para esporotricose, em que 0s tutores aceitaram
participar da pesquisa. Destes, 10 (71,4%) felinos eram machos, e 4 (28,5%) eram
fémeas. Segundo a literatura, na esporotricose ndo existe predilecdo por sexo ou
idade, embora felinos machos, jovens, inteiros e semidomicilados tenham maior
incidéncia da micose, devido a maior envolvimento em confrontos com outros gatos
por questbes de territorialismo e reproducdo (LARSSON, 2011; CRUZ, 2013;
MIRANDA et al., 2013; CHAKRABARTI et al.,, 2015). Trabalho desenvolvido na
regido Sul do Rio Grande do Sul, observou ampla distribuicdo geogréfica para os
casos de esporotricose diagnosticados, destacando a dindmica de transmissdo da
doenca entre a populacdo felina nas areas urbanas estudadas. Chamando a
atencao para a maior prevaléncia da micose em felinos machos, com livre acesso a
rua e que desenvolveram lesGes cutaneas ulceradas mais de 30 dias antes do
diagnéstico ser realizado, o que leva ao agravamento do cenario da enfermidade
(SANCHOTENE et al.,2015). Tais caracteristicas estdo de acordo com os dados
encontrados no presente estudo, onde entre os felinos machos atendidos, somente
dois eram castrados, apresentando livre acesso a rua e outros animais.

Entre os felinos machos inteiros, quatro deles foram acolhidos da rua ja
apresentando lesdes disseminadas e, 0os outros quatro eram semi domiciliados, com
histérico de brigas com animais de vida livre. J& entre as quatro fémeas, duas irméas
que viviam juntas eram castradas, no entanto, mantiveram contato parcial com um
felino macho portador de esporotricose, que vivia no mesmo domicilio, e que veio a
Obito dois meses antes do desenvolvimento das leses nas mesmas. A outra fémea
foi resgatada com lesdes e tratada durante aproximadamente um ano, sem resposta
clinica, propiciando o desenvolvimento de lesdes disseminadas de forma grave e
irresponsiva aos protocolos terapéuticos. E por fim, uma gata jovem, com alteracéo
pés fratura em membro, foi encaminhada para amputacdo de membro pélvico, e um
periodo apos a cirurgia, desenvolveu esporotricose no local da amputacdo. Segundo
a tutora, a gata ndo tinha acesso a rua ou a outras fontes possiveis de infecc¢éo.

Os dados apresentados, sdo de extrema importancia para uma melhor
compreensao da epidemiologia da esporotricose, do desenvolvimento da doenca,
das lesdes clinicas, do comportamento do fungo no ambiente e a transmisséo entre
animais e humanos. Rodrigues et al. (2013), sugere que o contato direto entre
felinos, e entre felinos e humanos, associado a brigas, mordidas e arranhdes podem
contribuir para a transmissdo horizontal da micose em um curto periodo de tempo.
Outra dado importante € que, o fungo ndo morre no momento em que o hospedeiro
vem a Obito, desta forma, devido ao mecanismo de termotoleréncia e resisténcia no
ambiente, o agente pode ser transmitido para o préximo hospedeiro. Tal fato esta de
acordo com o que foi observado no caso das duas fémeas domiciliadas, que viviam
no mesmo ambiente em que um felino veio a Obito devido a esporotricose, sendo
que as fémeas somente apresentaram sintomas clinicos meses apdés estabelecido o
contato. Apesar da ocorréncia e do diagnostico frequente, considera-se que a
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esporotricose € uma doenca negligenciada em humanos e animais, mesmo sendo a
micose subcutanea mais frequente na América Latina (MONTENEGRO et al.,2014).

Com relacéo a distribuicdo das lesbes avaliadas nos 14 felinos no momento
da consulta, 4 (28,57%) pacientes apresentaram lesdes disseminadas por todo
corpo. Dos pacientes, 3 (21,42%) apresentaram lesdes apenas na regido facial,
porém com historico prévio de lesdes disseminadas, um (33,3%) apresentava
histérico de mais de trés anos com lesdes focais esporadicas, utilizacdo de diversos
protocolos terapéuticos e sem cura clinica definitiva. Ainda, 6 (42,85%) felinos
apresentaram lesfes disseminadas entre regido cefdlica, membros e
cauda,enquanto um felino(9%) apresentou lesdes apenas em regides de membros.
A distribuicdo das lesdes esta de acordo com a literatura, que descreve que felinos
com esporotricose tendem a apresentar lesdes em regido facial, coxins, cauda e ao
longo do corpo (CRUZ, 2013; MIRANDA et al., 2013; CHAKRABARTI et al., 2015).
Do total de 14 felinos avaliados, 13 (71,42%) apresentaram no momento da
consulta, histérico de terem apresentado lesdes multiplas ou disseminadas, que
podem ter sido desenvolvidas devido a presenc¢a de grande quantidade de leveduras
na superficie corporal e nas areas de lesao dos felinos com a micose, favorecendo a
evolugdo da forma clinica localizada para disseminada nos animais, através da
pratica de grooming e auto inoculacdo em episédios de prurido, por exemplo (CRUZ
2013). Dados da literatura consideram que, mesmo nao havendo relagcao direta entre
felinos portadores de retroviroses e a predisposicao a infeccdes fungicas (MEINERZ
et al., 2010) como esporotricose por exemplo, ha possibilidade de que a coinfecgcéo
por ambas enfermidades possa influenciar negativamente a resposta imunologica
dos felinos, afetando assim a resposta ao tratamento e o desenvolvimento das
alteracbes manifestadas (LEITE et al., 2013; MIRANDA et al., 2015; BAZZI et al.,
2016).

No atual estudo, quanto ao historico de protocolos terapéuticos utilizados e
respostas aos tratamentos para esporotricose, obteve-se que 5 (35,71%) dos 14
pacientes apresentaram uma ou mais recidivas das lesdes da micose.

O historico e evolucao dos casos positivos para a micose e atendidos no
HCV- UFPel podem ser observados na tabela 1.
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Tabela 1: Histérico de felinos com esporotricose atendidos no HCV-UFPel no periodo de 2016 a 2017.
S/H: Sem histérico; S/R: Sem resposta; FPV: FPV: Farmaco padréo veterinario; FPH: Farmaco padrdao humano; FM:
Farmaco Manipulado.

Felino Sexo | Municipio | Retroviroses Tempo LesbBes Tratamento Evolucdo clinica
tratamento
Gl Macho Pelotas FIVIFeLV S/H Disseminada S/H Obito
G2 Macho GrF':llr?de FIV/IFeLV S/H Disseminada Itraconazol 100mg/gato 1 recidiva
G3 Macho Pelotas FelLV > 12 meses |Disseminada Diversos antifiingicos Lesdo focal em plano nasal e
abandono de tratamento
G4 Macho Rio Negativo S/H Disseminada S/H Obito
Grande
G5 Fémea Pelotas Negativo > 12 meses |Disseminada Itracona;ol, fluconaqu, cetoc on azol, Obito
(manipulados)pvpi, antibidtico
G6 Macho Capa~o do Negativo > 90 dias Disseminada Itraconazol 50m9,’9‘?‘_°’ (manipulado), Resistente
Ledo antibiético
G7 Fémea Pelotas Negativo 10 dias Disseminada Spray cicatrizante S/IR
G8 Fémea Grzlr? de Negativo 30 dias Localizada Itraconazol 25mg/gato, antibiético S/IR
Itraconazol (25mg/gato/30 dias;50mg/gato/ Les3o focal em regido
G9 Macho Pelotas Negativo >12 meses | Disseminada 180 dias;100mg/gato até o presente eriocular 9
(manipulado) P
G10 Macho Pelotas Negativo > 90 dias Disseminada Antibioticos, meloxicam ;mg, itraconazol Abandono do tratamento
25mg/gato (manipulado)
Gl1 Macho Pelotas Negativo > 12 meses |Disseminada Itraconazo! ,1QOmg/gaFo (comercial, Lesao focal em plano nasal
veteriario e manipulado)
. . . . Lesdo focal em plano nasal e
G12 Macho Pelotas Negativo S/H Disseminada Itraconazol 100mg/gato (manipulado) abandono do tratamento
Capao do . . . Itraconazol 100mg/gato, iodeto de potassio | Resposta clinica positiva até
G13 Macho Ledo FelLV >60dias Disseminada 20mglkg, leucogem 0 momento
G14 Fémea Pelotas Negativo 10 dias Disseminada Spray cicatrizante S/R
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Quanto ao historico de protocolos terapéuticos utilizados e respostas ao
tratamento para esporotricose, obteve-se que 5 (35,71%) dos 14 pacientes
apresentaram uma ou mais recidivas das lesfes da micose. Em todos felinos, a
recidiva ocorreu uma ou mais vezes, mesmo tratando, sendo que um (20%) era FIV
e FeLV positivo (G2), proveniente das ruas sem historico, com lesdes disseminadas
em regido facial e membro anterior, e apresentou uma recidiva apés 60 dias de
terapia com itraconazol (100mg/Gato) em ambiente hospitalar. Dentro deste mesmo
grupo, um (20%) dos felinos (G3) era FelLV positivo, foi recolhido das ruas por uma
tutora protecionista, a qual tentou diversos protocolos terapéuticos (tutor ndo soube
citar quantos e nem quais foram farmacos), e ao final de trés anos sem cura clinica,
desistiu do tratamento, sendo que o felino apresentava uma lesao Unica localizada
internamente em plano nasal e sem resolugdo apés 36 meses de tratamento. Por
fim, outros 2 (40%) felinos (G9 e G11 ) que apresentaram varios episédios de
recidiva com histéricos semelhantes, eram negativos para retroviroses. Ambos,
utilizaram itraconazol (100mg/gato) por mais de um ano e permaneceram com leséao
Unica, localizada também em interior de cavidade nasal sem resolucdo. O que
diferenciava os pacientes, € que um dos felinos era proveniente das ruas, tratado
durante 26 meses em ambiente hospitalar com medicamento manipulado, enquanto
0 outro apesar de ter uma tutora, era semidomiciliado e mesmo com uso de
medicamento comercial, admite algumas falhas durante administragdo do
tratamento. O tratamento para esporotricose, com itraconazol, tem uma média de no
minimo trés meses de administracdo continua, e mais um més apos
desaparecimento das lesbes. Desta forma, dependendo da extensdo das lesbes
apresentadas e do estado imunoldgico do paciente afetado, associado ao sucesso
de administracao terapéutica, o tratamento pode variar de meses a até mesmo anos,
sem haver a resolucao das lesdes (REIS et al., 2016). De acordo com a literatura,
dependendo do histérico prévio de tratamento e resisténcia a antifangicos, infiltracao
em 0ssos da cavidade nasal pode ocorrer em 12,5% a 41,2% dos pacientes
(FRANCESCHI et al., 2017).

Do total dos 14 felinos avaliados, 2 (14,28%) pacientes (G6, G10) negativos
para FiV e FelLV, estavam em tratamento ha mais de trés meses, com itraconazol
comercial e sem evolugéo de resposta clinica no momento da consulta. Em um dos
casos, a tutora relatou que havia doado o felino antes do aparecimento clinico da
doencga, e quando o novo tutor percebeu o desenvolvimento das lesdes, decidiu ndo
ficar com o animal, devolvendo-o. Para este paciente (G10) foi prescrito uso de
enrofloxacino (50mg, VO, SID, 10 dias), itraconazol comercial (25mg, VO, SID, 10
dias) e meloxicam (1mg, VO, BID, 5 dias). A tutora repetiu o mesmo protocolo
algumas vezes, por conta propria, e decidiu consultar quando percebeu que néo
havia resolucdo do quadro clinico, relatando ainda néo ter condi¢des financeiras de
manter o tratamento. A mesma né&o tinha conhecimento a respeito da definicdo de
doenca zoondtica. Embora a regido do estudo, seja uma regido considerada
endémica para esporotricose, percebe-se que a populacdo ainda nado tem
conhecimento exato a respeito das zoonoses e o impacto destas na saude publica.
O longo periodo de tratamento, associado a dificuldade de administragdo do
medicamento e confinamento dos felinos, além do alto valor comercial do itraconazol
e outros farmacos, propiciam o abandono do tratamento pelos tutores e até mesmo
o abandono dos animais (REIS et al., 2016), e isto pode representar um importante
obstaculo no controle da doenca (CRUZ, 2013; PEREIRA et al., 2014).

No histérico do outro felino (G5), inclui o uso constante de antifiangicos como
cetoconazol, fluconazol e itraconazol, todos manipulados e sem resposta clinica.
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Lamentavelmente, quando o felino foi incluido no presente estudo, as lesdes ja
estavam em carater disseminado, evoluindo em poucos dias para 6bito. O protocolo
classico de tratamento para esporotricose em felinos no Brasil € com a utilizacédo de
farmacos azolicos, como o cetoconazol e itraconazol, e em alguns casos utiliza-se
triazélicos como fluconazol. O itraconazol tem sido a escolha medicamentosa, entre
os demais antifungicos, devido sua alta eficacia e seguranca, com baixo indice de
efeitos adversos (ROSSI, 2013). Entretanto, o uso indiscriminado e inadequado dos
azois nos felinos domésticos, bem como, uso de medicamentos como
imunossupressores, podem favorecer a evolucdo para a forma disseminada da
esporotricose (LARSSON, 2011). Aléem da falha terapéutica, a demora em procurar o
atendimento para diagndstico precoce, aliada a escolha errébnea do protocolo de
tratamento ideal para cada caso, sao fatores prejudiciais para o controle da micose
(PEREIRA et al., 2014).

Ainda, outro felino (G6) com tratamento durante 90 dias, foi indicado o uso de
itraconazol (50mg/gato) manipulado, uma vez ao dia, além de ter feito uso de
enrofloxacino no estagio inicial da doencga para controle de infec¢cdes oportunistas. O
felino convia no mesmo ambiente com dois cées, que apresentaram lesédo Unica em
regido palmar, sendo também diagnosticados positivos para esporotricose. A tutora,
que administrava as medicacdes para o felino, também apresentou uma lesdo na
mao, no entanto o exame foi negativo para esporotricose. Destaca-se ainda neste
caso, que a residéncia era localizada em zona rural, com grandes areas de terra e
presenca de roseiras onde o felino vivia solto. O contato com animais infectados, em
especial, aqueles felinos errantes recolhidos e/ou tratados por quem decide por
acolhé-los, tem sido relatado como um grande risco para transmissao da micose
(BARROS et al., 2008, OROFINO-COSTA et al., 2014). Como o fungo encontra-se
no ambiente, estando normalmente presente no solo, vegetais secos ou em
decomposicdo, os felinos por seus habitos naturais de escavar terra, encobrir
dejetos e arranhar troncos, acabam por carrear o agente etioldgico nas unhas, bem
como na cavidade oral devido ao habito de higienizacdo por lambedura. A infec¢céo
fungica ocorre através da inoculacdo traumatica do agente no tegumento e assim,
através da arranhadura ou mordedura, os felinos transmitem e inoculam o fungo a
outros animais e ao homem (PEREIRA et al.,, 2009; MADRID, 2009; LARSSON,
2011; MONTENEGRO et al., 2014).

Por fim, 2 (14,28%) gatos (G1 e G4) que haviam sido recolhidos da rua com
lesbes disseminadas, e sem histérico de tratamento, sendo um deles positivo para
FIV e FelLV, evoluiram para 6bito em poucos dias. Alguns autores relatam que
apesar das retroviroses, como FeLv e FIV, ndo serem fatores predisponentes para a
esporotricose nos felinos, estes podem estar relacionadas ao agravamento do
quadro clinico apresentado (DUNSTAN, 1986; DAVIS e TROY 1996; SCHUBACH,
2008; SOUZA 2010). Em contrapartida, estudos recentes defendem que o fato do
felino ser portador de alguma retrovirose, ndo interfere na severidade das lesdes
clinicas e, sim na resposta do felino a doenca em geral, e levantam a hip6tese de
que a severidade das lesdes esteja diretamente relacionadas a cepa fangica
infectante. No Brasil, se tem observado predominantemente S. brasiliensis nas
lesbes, tanto em gatos quanto em humanos, a qual é descrita como a mais
patogénica entre as espécies do complexo Sporothrix (MIRANDA 2013,
MONTENEGRO 2014, DELLA TERRA 2017).

A apresentacao clinica e aspecto das les6es dos felinos (G3, G11, G12, G13,
G1) com esporotricose pode ser observada nas figuras abaixo (Figuras 1, 2, 3, 4 e
5).



Figura 1: (G3) Lesbes focais em plano nasal apos 3
anos de tratamento antifangico.

Figura 2.A e 2.B: (G11) Lesbes focais em plano
nasal apds 1 ano de tratamento antifangico.
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Figura 3.A e 3.B: (G12) Lesbes focais em plrano nasal 'ap()s 2
anos de tratamento antifungico.
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Figura 4.A, 4.B e 4.C: (G13) exemplo de Iséés disseminadas em regides de

face, membros e cauda, como exemplo de regides mais comuns de
desenvolvimento da micose.
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Figua 5. 5.-, 5.C e 5.D: (G1) Quadrd de esporotricose disseminada em felino
doméstico.

A manutencdo do fungo nos felinos caracteriza-se como um grave problema, seja
para o paciente, para o tutor ou outros contactantes, ja que a esporotricose emergiu
como uma importante doenca fungica, causadora de multiplos surtos no Brasil, onde
a enfermidade é considerada endémica em algumas areas como no Rio Grande do
Sul (MADRID et al.,, 2012), o que reveste-se de importancia, jA& que a micose
apresenta uma transmissao zoondtica substancial (CHAKRABARTI et al., 2015). A
proximidade entre o homem e os felinos domésticos, sejam estes domiciliados,
semi- domiciliados ou errantes, é tida como a principal fonte de transmissédo da
doenca fungica (ALVES et al., 2010; RODRIGUES et al., 2013; OROFINO-COSTA
et al., 2017). A descricdo de casos de infeccdo acidental sdo cada vez mais
frequentes, como no relato de esporotricose humana na regido labial, em que o
paciente contraiu a doenca apos beijar um felino infectado (CHAKRABARTI et al.,
2015), o que demonstra os riscos da relacdo de proximidade entre os felinos
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domésticos e 0s seus respectivos tutores, fortalecendo a importancia do estudo e
controle da enfermidade.

Considerando-se que o estudo foi realizado uma regido endémica para
esporotricose, associada a falta de estudos relacionados a tratamentos efetivos ou
alternativos disponiveis, e a importancia do papel dos felinos na epidemiologia da
esporotricose, € eminente a necessidade do desenvolvimento de protocolos
terapéuticos efetivos, tal qual a educacado e conscientizacdo populacional a respeito
da doenca e sobre a importancia da busca do diagndstico precoce e definitivo em
prol da prevencéao e controle da doenca.

CONCLUSAO

Os felinos portadores de esporotricose, apresentavam lesdes disseminadas
mesmo apoés tratamento com antifingicos, o que pode estar associado a erros nos
protocolos terapéuticos instituidos, assim como a falhas na administracdo dos
farmacos. Entretanto, em felinos com uso de farmaco padao e internacéo hospitalar,
nao ocorreu a resolugcdo da micose, evidenciando as dificuldade na terapéutica da
esporotricose felina e a necessidade de protocolos terapéuticos individualizados.
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RESUMO

Esporotricose € uma micose subcutdnea, que atinge animais € o homem, sendo causada por
fungos do complexo Sporothrix schenckii. O farmaco de eleicdo para o tratamento da
esporotricose em felinos é o itraconazol, utilizado como monoterapia ou associado aos
iodetos. Entretanto a resisténcia de fungos do complexo Sporotrhix schenckii vem sendo
reportada, em contrapartida extratos derivados da familia Lamiaceae demonstram atividade
anti-sporotrhix satisfatoria. Assim, o objetivo do estudo foi avaliar a atividade in vitro de
compostos fenolicos, terpénicos e flavondide em isolados clinicos do complexo S. schenckii.

Os compostos acido caféico, quercetina, acido p-cumarico, eucaliptol e gama-terpineno,
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foram adquiridos de industria (Sigma), sendo preparados e testados conforme o documento
M38-A2 (CLSI, 2008). Os produtos foram testados sobre 15 isolados de S. brasiliensis
provenientes de felinos; um S. brasiliensis isolado de canino e 2 cepas-padrao (S. brasiliensis
e Sporothrix sp.), totalizando n= 18 amostras. O acido caféico demonstrou 100% de respostas
frente aos isolados testados, com concentracdo inibitoria minima (CIM) variando de 0,3125 a
0,605 pg mL™ e concentragio fungicida minima (CFM) variando de 0,3025 a 1,25ug mL1,
sendo o composto mais efetivo quando comparados aos demais. Seguido do acido-caféico, o
gama-terpineno também demonstrou atividade antifungica com CIM e CFM variando de
0,75755ug mL™ a >5pug mL™, tendo apenas 1 cepa de S. brasiliensis de isolado felino e 1 cepa
de S. schenckii de isolado padrédo sem resposta em CIM e CFM, e 1 cepa de S. brasiliensis
que ndo apresentou CFM. J& o p-cumarico apresentou CIM de 0,3788 a >5 mL™ e CFM de
2,5 a >5 mL™?, demonstrando baixa ou nenhuma atividade antifiingica nas concentracdes
testadas. O eucaliptol apresentou CIM variando de 0,7575 a >10 pg mL e CFM >10pg mL™,
sendo o0 composto com menor ou nenhuma atividade antifingica entre os compostos testados,
considerando ainda que ndo foi possivel interpretacdo de resposta para 0 composto quercetina
no método utilizado. A CIM de itraconazol nos isolados testados variou de 0,5 a >16ug/mL.
Os resultados sugerem atividade promissora dos compostos acido caféico e gama-terpineno,
que apresentaram-se efetivos na inibicdo e destruicdo de isolados de Sporothrix sp.,

destacando principalmente os resistentes ao itraconazol.

Palavras-chave: antifingicos, resisténcia, esporotricose, fenolicos, terpenos.

ABSTRACT
Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis, which strikes animals and man, being

caused by fungi of the complex Sporothrix schenckii. The drug of choice for the treatment of
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sporotrichosis in felines is itraconazole, used as monotherapy or associated with iodides.
However, the fungal resistance of the Sporotrhix schenckii complex has been reported,
whereas extracts derived from the Lamiaceae family demonstrate satisfactory anti-sporotrhix
activity. Thus, the objective of the study was to evaluate the in vitro activity of phenolic,
terpene and flavonoid compounds in clinical isolates of the S. schenckii complex. The
compounds caffeic acid, quercetin, p-coumaric acid, eucalyptol and gamma-terpinene were
purchased from industry (Sigma), being prepared and tested according to document M38-A2
(CLSI, 2008). The products were tested on 15 isolates of S. brasiliensis from felines; a S.
brasiliensis isolated from canine and 2 standard strains (S. brasiliensis and Sporothrix sp.),
totalizing n = 18 samples. Caution was observed in the presence of a minimal inhibitory
concentration (MIC) ranging from 0.3125 to 0.605 pg mL -1 and minimal fungicidal
concentration (CFM) ranging from 0.3025 to 1.25 pg mL -1 , being the compound more
effective when compared to the others. Following the acid-caffeic acid, gamma-terpinene also
demonstrated antifungal activity with MIC and CFM ranging from 0.75755ug mL-1 to> 5ug
mL-1, having only 1 strain of feline isolate S. brasiliensis and 1 strain of S. schenckii isolates
with no response in CIM and CFM, and 1 strain of S. brasiliensis that did not present CFM.
The p-coumaric group had a MIC of 0.3788 a> 5 mL-1, and CFM of 2.5 to> 5 mL-1,
demonstrating low or no antifungal activity at the concentrations tested. Eucalyptol had a
MIC ranging from 0.7575 to> 10 pg mL-1 and CFM> 10 pg mL-1, and the compound had
little or no antifungal activity among the tested compounds, considering that it was not
possible to interpret the response for quercetin in the method used. The MIC of itraconazole
in the tested isolates ranged from 0.5 to> 16ug / mL. The results suggest promising activity of
the compounds caffeic acid and gamma-terpinene, which were effective in inhibiting and

destroying Sporothrix sp. Isolates, especially those resistant to itraconazole.

Keywords: antifungals, resistance, sporotrichosis, phenolics, terpenes.
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INTRODUCAO

A esporotricose € uma micose subcutanea, de caracter zoonoético, apresentando-se
como endémica em algumas regides do Brasil (MADRID et al., 2010; RODRIGUES et al.,
2014; SANCHOTENE et al., 2015; WALLER et al.,, 2016), sendo transmitida pela
inoculacdo dos conidios na pele por traumas com material vegetal, ou mordidas e
arranhaduras de animais doentes, principalmente felinos (MADRID et al., 2012;
SANCHOTENE et al.,2015; GREMIAO et al., 2017), constituindo uma zoonose de
importancia em salde publica. No Brasil hd uma prevaléncia de S. brasiliensis isolados de
lesbes de felinos, a qual é descrita como a mais patogénica entre as espécies do complexo
Sporothrix (MIRANDA et al., 2013; MONTENEGRO et al., 2014; WALLER et al., 2016;
DELLA TERRA et al.,, 2017). De forma geral, diversos autores concordam que ha
necessidade de maiores estudos em relacdo as cepas encontradas e a resposta do organismo
dos felinos em relacéo a micose, assim como sensibilidade dos isolados.

Dentre as opcOes terapéuticas, o antifungico itraconazol é considerado de primeira
escolha para a terapia da esporotricose felina. Entretanto, recentemente, a emergéncia da
resisténcia antifingica tem sido descrita, o que preocupa em funcdo das dificuldades ja
observadas na terapia da esporotricose nos felinos domésticos (RODRIGUES et al., 2014a;
BORBA-SANTOS et al., 2015; WALLER et al., 2016) e estimula a busca por novas
moléculas com propriedades antifingicas.

Desta forma inumeras pesquisas tem sido desenvolvidas na busca por opgdes
terapéuticas, investindo em produtos de origem vegetal com atividade anti-sporothrix
(CLEFF et al., 2008; WALLER et al., 2016). A partir de resultados importantes,
demonstrando a atividade antifungica de espécies da familia Lamiaceae, em isolados clinicos
de esporotricose humana e animal (WALLER et al., 2016), existe a probabilidade destes

extratos serem fontes importantes de novas moléculas antifingicas. Dentre as substancias
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reconhecidas estdo o 1,8-cineol, 4-terpineol, timol, carvacrol, gama-terpineno, p-cimeno,
sabineno, entre outras presentes nos Oleos essenciais, enquanto que nos extratos
hidroalcoolicos e etandlicos tem se destacado a quercetina, acido caféico, p-cumarico, e
gama-terpineno.

Entretanto, pouco se conhece sobre a eficacia desses produtos em isolados clinicos,
especialmente em Sporothrix brasiliensis provenientes de lesbes de felinos. Desta forma, o
estudo objetivou avaliar a atividade in vitro de compostos fendlicos, terpénicos e flavonoide

sobre Sporothrix brasiliensis isolados de felinos com esporotricose.

MATERIAIS E METODOS
Isolados Fungicos

Foram utilizados para o experimento 15 cepas isoladas de felinos domésticos, 1 cepa
isolada de um canino e 1 cepa-padrdo (IPEC 16969) de esporotricose humana de S.
brasiliensis, aléem de 1 cepa-padrdo de S.schenckii, totalizando n= 18 amostras provenientes
da micoteca do Centro de Diagndstico e Pesquisa em Micologia Veterinaria (Universidade
Federal de Pelotas, Brazil). Os isolados fungicos foram também foram avaliados quanto a
sensibilidade ao antifungico padréo itraconazol.

A identificacdo fungica foi realizada por analises macromorfolégicas e
micromorfolégicas das col6nias, com comprovacdo do dimorfismo fungico. Para a
identificacdo molecular, os isolados foram analisados pelo Laboratorio de Micologia Médica
Molecular (Universidade Federal de S&o Paulo, Brasil) pela técnica de polymerase chain
reaction — restriction fragment lenght polymorphism (PCR-RFLP), e foram compativeis com

0 padrdo de restricdo de Sporothrix brasiliensis (Rodrigues et al., 2013).



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

56

Avaliacéo da susceptibilidade antifungica

Para os testes, o itraconazol e o0s compostos comerciais foram preparados
individualmente, conforme as diretrizes do documento M38-A2 do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2008). Os produtos foram dissolvidos em dimetil-sulféxido, e
diluidos em RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute medium, Sigma, Steinheim,
Germany) contendo MOPS [3-(N-morpholino) propanesulfonic acid] e suplementado com
glicose a um pH de 7.0.

Os indculos fungicos foram preparados a partir de subculturas de isolados do
complexo S. schenckii, com prevaléncia de S. brasiliensis em agar batata dextrose (Acumedia,
Lansing, Michigan, United States) mantidos a 27°C por sete dias até a formacdo de conidios e
ajustado por espectometria (Spectrum Instruments Co., Shanghai, China) em uma densidade
Gtica de 80-82% e 530 nm de transmitancia. Apos, os indculos fungicos foram diluidos em
meio RPMI-1640 até uma concentracdo final de 10* CFU/mL a qual foi utilizada num volume
de 100 pLpara o teste de susceptibilidade. Também foramestabelecidos controle positivo (100
uL da suspensdo fungica e 100 uL. de RPMI-1640) e negativo (200 pL. RPMI-1640), assim
como utilizou-se o itraconazol (16 a 0.03 pug mL™) com o objetivo de avaliar a sensibilidade
dos isolados. Os resultados foram expressos em Concentracao Inibitéria Minima (CIM) por
leituras visuais do crescimento das col6nias ou turvacdo do meio, comparados ao controle
positivo, apos um periodo de 72 horas em estufa a 27°C. Para determinagdo da Concentracao
Fungicida Minima (CFM), 10uL das suspensdes das microplacas foram semeadas e incubadas
em meio de cultura até o crescimento das colonias.

Os compostos fenolicos, terpénicos e flavondide foram adquiridos de distribuidos
comercial (Sigma-Aldrich) e avaliados em triplicata nas concentragdes de 10 mg\mL a

0,09mg\mL e de 20mg\mL a 0,19 mg\mL para eucaliptol.



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

57

Andlise Estatistica

Analise de variancia e a comparacdo de meios geométricos foram realizadas utilizando
o0 teste de Kruskal Wallis, seguido do teste de comparacdo multipla de Dunn para ensaios
antifngicos e o teste de diferencas menos significativas de Fisher para analises citotdxicas,
foram analisadas utilizando o software estatistico BioEstat (versdo 5.30 e P — valores de 0,05

e 0,01, respectivamente, foram considerados significativos.

RESULTADOS

Os compostos acido p-cumarico, y-terpineno e acido caféico apresentaram atividades
fungistaticas e fungicidas sobre os isolados clinicos de S. brasiliensis. De acordo com a tabela
1, observa-se uma atividade antifangica variavel entre os compostos quimicos estudados. De
acordo com a analise estatistica, observou-se que o Acido caféico obteve melhor resultado de
CIM e CFM em relacdo aos compostos p-cumarico, quercetina e eucaliptol, ndo havendo
diferenca estatistica em relacdo ao composto gama-terpineno, embora o acido caféico se
destaque devido a apresentar atividades fungistaticas e fungicidas em 100% dos isolados
testados (18 isolados), incluindo 9 isolados felinos de S.brasiliensis que apresentaram CIM
entre 8 e >16pg mL'no teste com itraconazol. O gama-terpineno também apresenta atividade
promissora visto que apresentou-se efetivo em 8 isolados resistentes ao itraconazol e de
acordo com a analise estatistica, apresentou melhor atividade de CIM e CFM do que os
compostos quercetina e eucaliptol.

Para o composto gama-terpineno valores de atividade antifingica variaram de 0,7575
a5 ug mL™ (CIM) e de 3,03 a 5ug mL™ (CFM), onde apenas 1 cepa de S. brasiliensis de
isolado felino e 1 cepa de S. schenckii de isolado ndo apresentaram resposta as concentragdes
testadas para CIM, e 1 cepa de S. brasiliensis que ndo apresentou CFM.

Ja 0s compostos &cido p-cumarico (CIM 0,378 a >5 ¢ CFM 0 a >5 pug mL™) e

eucaliptol (CIM e CFM >10 pg mL™ apresentaram minima ou nenhuma atividade
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antifingica, sendo que o acido p-cumarico em um dos experimentos apresentou CIM de 0,378
ug mL™ apenas para um isolado felino de S. brasiliensis, e ndo apresentou CIM contra 5
isolados felinos e um padréo de S. brasiliensis, e um padrdo de S. schenckii, e ainda neste
mesmo experimento ndo houve resposta de CFM para nenhum isolado. JA& num segundo
experimento, apresentou CIM e CFM que variaram de 2,5 a 5 pg mL™. De acordo com a
analise estatistica, ndo houve diferenca significativa entre os compostos supracitados em
relacdo a CIM, ja em relacdo a CFM, o composto p-cumarico demonstrou melhor atividade
em relacdo ao composto eucaliptol. O composto flavondide quercetina ndo foi considerado,
visto que a leitura de CIM no método utilizado foi prejudicado pela coloracdo do composto
impossibilitando interpretacéo.

Os resultados da atividade dos compostos avaliados quanto a atividade anti-Sporothrix
brasiliensis estdo apresentados na tabela 2.

Considerando que o antifungico de primeira escolha para tratamento de felinos com
esporotricose é o itraconazol, cabe salientar que 50% dos isolados testados foram sensiveis ao
antifingico padrdo (7 isolados felinos e 1 isolado padrdo de Sporothrix brasiliensis e mais 1
isolado padrdo de S. schenkii), apresentando CIM que variou de 0,5 a 2ug mL™e 50%
apresentaram resisténcia (8 isolados felinos e 1 isolado de canino de S. brasiliensis) com CIM
acima de 8ug mL™. O ponto de corte para os padrdes aplicados ao itraconazol foi estabelecido
de acordo com o documento M38-A2 (NCCLS, 2008), onde sdo considerados sensiveis 0s
isolados fangicos onde a concentracdo inibitéria minima (CIM) tem valores inferiores ou
iguais a 4 ug mL™. Por outro lado, os isolados de felinos que apresentaram valores de CIM

variando de 8 a> 16pg mL™, foram considerados resistentes ao itraconazol (Tabela 3).

DISCUSSAO
O tratamento convencional na esporotricose humana e animal € realizado com o

itraconazol, considerado o farmaco de eleicdo (GREMIAOQ et al., 2017). ltraconazol apresenta
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atividade antifangica através da inibicdo da 14-a-lanosterol desmetilase (KELLY et al., 1995),
enzima pertencente ao citocromo P450, importante para a biossintese de ergosterol, o qual é
essencial para integridade e manutencdo da célula. A inibigcdo do ergosterol na célula fangica
leva a alteragbes morfoldgicas, aumento da permeabilidade e em divisdo celular defeituosa,
ocasionando a perda de sua viabilidade celular da célula fungica (BORGERS & VAN DE
VEN, 1989).

Embora ndo exista um valor de referéncia padrdo para considerar resisténcia de
isolados fungicos do complexo Sporothrix schenckii aos antifungicos comerciais, as diretrizes
do protocolo M38-A2 do CLSI (CLSI, 2008) recomendam que os isolados flngicos com
valores de CIM iguais ou acima de 4pug mL™para o itraconazol, sejam considerados
resistentes para esse antifngico. A resisténcia antifingica de fungos do complexo Sporothrix
schenckii ja foi demonstrada em isolados humanos e animais provenientes do Brasil
(RODRIGUES et al., 2014b; WALLER et al., 2016), assim como observado em nosso estudo,
onde 8 isolados de felinos e 1 de canino da cepa de S. brasiliensis foram resistentes ao
itraconazol. Por sua vez, os isolados de Sporothrix spp. resistentes ao itraconazol
apresentaram sensibilidade in vitro aos compostos quimicos estudados, embora 0 mecanismo
de acdo desses produtos ainda seja desconhecido sobre fungos do complexo Sporothrix
schenckii.

Dos compostos testados, o acido caféico destacou-se por sua atividade antifungica
contra 100% dos isolados fungico testados. A atividade antifingica do acido caféico e seus
derivados é documentada na literatura (SINGH et al., 2016), sendo o mecanismo de acao
sugerido por provocarem alteracbes morfologicas com perdas de potassio na membrana
celular dos patogenos, levando-os a morte (Andrade et al.,, 2015). O é&cido caféico &
abundante em extratos de Origanum majorana e Origanum vulgare (WALLER et al., 2016),

0S quais ambas plantas tem com comprovada atividade antifngica contra cepas de S.
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brasiliensis (WALLER et al., 2016), como em concordancia com os resultados encontrados
neste estudo. Estudos de citotoxicidade devem ser conduzidos, utilizando este composto, para
avaliar 0 uso seguro em células animais, especialmente considerando que os resultados foram
positivos mesmo contra cepas resistentes ao itraconazol.

Assim como demonstrado em nosso estudo, o composto y-terpineno também tem sido
destacado por ser ativo contra S. schenckii e S. brasiliensis, o qual provocou alteragdes
morfolégicas nas hifas e reducdo no numero de conidios em isolados fingicos quando
tratados com 6leo essencial de Origanum vulgare, rico nesse composto (COUTO et al., 2015).

Em relacdo ao 1,8-cineol (eucaliptol), esse composto foi descrito como um dos
compostos majoritarios no 6leo essencial de alecrim e manjerona (WALLER et al., 2016) e 5
isolados testados foram sensiveis a esse composto. Embora a atividade anti-Sporothrix spp.
desse composto tenha sido menor em comparacdo aos demais, 1,8-cineol ja foi descrito com
atividade contra outros patogenos fangico, como Aspergillus spp. (MOREIRA et al., 2010).
Seu mecanismo de acdo parece ser relacionado a alteracdo morfologica, com diminuicdo na
formagéo de conidios e degradacdo na sua membrana plasmatica e, consequentemente, sua
morte (MOREIRA et al., 2010). O acido p-cumarico, por sua vez, também ja foi relatado com
atividade contra Fusarium ananatum (BARRAL et al., 2017), Aspergillus niger e Penicillium
chrysogenum (SENGER et al., 2013) e sua atividade antifungica contra fungos
fitopatogénicos foi atribuida diretamente a mitocéndria fangica (MORALES et al., 2017), e
deve ser investigada quanto ao complexo Sporothrix schenckii. Por fim, a quercetina foi o
composto testado sem atividade anti-Sporothrix spp. nas concentracdes testadas.

Pesquisas, investigando novos produtos e moléculas para o tratamento da
esporotricose sao essenciais, pois muitos autores tem alertado para isolados de S. brasiliensis
resistentes in vitro ao itraconazol (PEREIRA et al., 2010; RODRIGUES et al., 2014a;

WALLER et al., 2015), preocupando os profissionais médicos e veterinarios.
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CONCLUSAO

De acordo com o estudo os compostos acido caféico e gama-terpineno demonstram
potencial antifingico em isolados de S. brasiliensis, incluindo em isolados que apresentaram
resisténcia ao itraconazol. Sendo que, acredita-se no potencial dessas moléculas no tratamento
da esporotricose e estudos adicionais devem ser realizados para elucidar o mecanismo de agao

e toxicidade.
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Tabela 1. Descricdo dos compostos adquiridos comercialmente e avaliados in vitro em

isolados de Sporothrix brasiliensis

Identificacdo Origem Concentracdo Testada Classe Quimica Férmula quimica
Ac. Caféico Industrial 10 mg\ml a 0,09 mg\mL Composto Fendlico CoHsg04
p-Cumarico Industrial 10 mg\mL a 0,09mg\mL Composto Fendlico CyHsg03
Eucaliptol Industrial 20mg\mL a 0,19 mg\mL Monoterpeno C1oH180
Quercetina Industrial 10 mg\mL a 0,09mg\mL Flavondide Ci15H1007
Gama-
Industrial 10 mg\mL a 0,09mg\mL Monoterpeno CioH1s6

terpineno
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Tabela2. Concentracdo minima inibitoria (CIM) e concentracdo fungicida minima (CFM) de compostos fenolicos, flavondide e terpénicos

(ng/mL) para Sporothrix brasiliensis.

Acidop-

Cédigo  Hospedeiro Ac. Cafeico y-terpineno CUMArico Quercetina Eucaliptol Itraconazol
MIC MFC MIC MFC MIC MFC MIC MFC MIC MFC MIC MFC

S68 Felino (RS) 0,3025 0,605 0,7575 0,7575 0,3788 n.f n.i. n.f 0,7575 n.f 1 n.f.
S119 Felino (RS) 0,3025 0,605 0,03 n.f n.i n.f n.i. n.f n.i. n.f 1 n.f.
S120 Felino (RS) 0,605 0,605 n.f n.f n.i n.f n.i. n.f n.i. n.f n.i. n.f.
Ss126 Humano (SP) 0,3025 0,3025 n.f n.f n.i n.f n.i. n.f n.i. n.f 1 n.f.
S146 Felino (RS) 0,605 0,605 3.03 3,03 n.i n.f n.i. n.f n.i. n.f ni. n.f.
S141 Felino (RS) 0,3025 0,3025 3.03 3,03 n.i n.f n.i. n.f n.i. n.f 1 n.f.
S144 Felino (RS) 0,3025 0,3025 3.03 n.f n.i n.f n.i. n.f n.i. n.f 1 n.f.
Ss177  Humano (RJ) 0,605 0,605 3.03 3.03 n.i n.f n.i. n.f n.i. n.f 1 n.f.
S08 Felino (RS) 0,3125 1,25 2,5 5 5 5 n.i. n.f 10 n.f n.i. -
S72 Felino (RS) 0,3125 1,25 2,5 5 5 5 n.i n.f n.i n.f n.i. -
S73 Canino (RS) 0,3125 0,625 2,5 2,5 5 5 n.i. n.f 10 10 n.i. -
S76 Felino (RS) 0,3125 0,625 2,5 5 5 n.f n.i n.f n.i n.f n.i. -
S79 Felino (RS) 0,3125 1,25 2,5 2,5 5 n.f n.i. n.f n.i n.f n.i. -
S80 Felino (RS) 0,3125 0,625 2,5 2,5 5 5 n.i n.f n.i n.f n.i. -
S99 Felino (RS) 0,3125 0,625 2,5 2,5 5 5 n.i. n.f 10 10 n.i. -
S103 Felino (RS) 0,3125 0,625 2,5 2,5 2.5 2,5 n.i n.f 10 10 0,5 -
S137 Felino (RS) 0,3125 0,3125 2,5 2,5 5 5 n.i. n.f n.i n.f 2 -
S139 Felino (RS) 0,3125 0,625 5 5 5 5 n.i n.f 10 10 2 -

Escala de concentracdo testada: 10 mg\mL a 0,09mg\mL(Compostos acido caféico, gama-terpineno, acido p-cumarico, quercetina), 20 mg\mL a 0,19 mg\mL (eucaliptol),

itraconazol (16 a 0,03 pg/ml) ; n.i.:nenhuma atividade inibitoria nas concentragdes testadas; n.f.: nenhuma atividade fungicida nas concentragdes testadas.
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Tabela 3. Susceptibilidade de isolados do complexo Sporothrix schenckii ao itraconazol
(Hg/mL)

Complexo Itraconazol (n)?
Sporothrix schenckii Hospedeiro
(n) Sensivel Resistente Total

S. brasiliensis (8) Felino (RS/Brazil) 7 8 15
S. brasiliensis (1) ¢ Canino - 1 1
S. brasiliensis (1) © Humano (RJ/Brazil) 1 - 1
S. schenckii (1) © Humano (SP/Brazil) 1 - 1
Geral(8) - 9 9 18

# Sensivel (CIM <4 pg/mL) e resistente (MIC>4 pg/mL) de acordo com o valor sugerido em M38-A2 (NCCLS,
2008).

® Isolados clinicos de esporotricose felina, provenientes da micoteca da Universidade Federal de Peloras,
UFPEL, RS, Brazil;

¢ Cepa-padrdo de esporotricose humana, proveniente da micoteca da Universidade Federal de Sdo Paulo
(UNIFESP, SP, Brazil) — Sporothrix brasiliensis (Ss177, outros codigos: FMR 8314, Facultat de Medicina i
Ciencies de la Salut, Reus, Spain; IPEC 16919, Instituto de Pesquisa Evandro Chagas/FIOCRUZ, RJ, Brazil);
Sporothrix schenckii (Ss 126).



5 Consideracgdes Finais

Apesar da regiao de Pelotas ser considerada endémica para esporotricose, 0s
dados epidemiolégicos da doenca ainda ndo sao totalmente conhecidos, e as
escolhas terapéuticas para o tratamento dos felinos variam muito entre o0s
profissionais da area, o que pode estar contribuindo para a resisténcia fangica e
perpetuacdo da doenca na regiao.

Os felinos portadores da micose, podem apresentar quadros disseminadas
mesmo apos tratamento com antifingicos. Com isto, observa-se a necessidade de
maiores estudos a respeito do comportamento da doenca, bem como, analisar a

efetividade dos protocolos utilizados para os felinos com a enfermidade.

Felinos com esporotricose podem apresentaram-se co-infectados por
retroviroses, com destaque para FelLV, que foi a retroviroses mais ocorrente.

Os isolados fungicos do complexo S. schenckii, com destaque para o
Sporothrix brasiliensis foram sensiveis a maioria dos compostos quimicos comerciais
testados.

O acido cafeico apresentou atividade fungicida e fungistatica em todos
isolados testados. Gama terpineno também se detacou, por apresentaram atividade
fungicida e fungistatica para a maior parte de S. brasiliensis, incluindo isolados
resistentes ao itraconazol.Os composto eucaliptol foi 0 composto com menor ou

nenhuma atividade nos isolados nas concentracdes testadas.
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Pelotas, 8 de fevereiro de 2018

Certificado

Certificamos que a proposta intitulada “Determinacio de pacientes FIV/FeLV
positivos com esporotricose, aspectos clinicos da micose e sensibilidade dos isolados
de Sporotrix spp. a compostos fendlicos e terpémicos”, registrada com o n°
23110.009219/2017-89, sob a responsabilidade de Marlete Brum Cleff- que envolve a
produgdo, manutengdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se
de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n®
6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e recebeu parecer FAVORAVEL a
sua execugdo pela Comissio de Etica em Experimentagdo Animal, em reunido de

05/02/2018.

Finalidade ( X)) Pesquisa ( ) Ensino

Vigéncia da autorizagdo | 05/03/2018 a 20/12/2019

Espécie/linhagem/raca Felis catus/SRD

N° de animais 31

Idade Varidvel

Sexo Machos e Fémeas

Origem Pacientes da rotina do HCV-UFPel

Solicitamos, apos tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo a CEEA.
Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto ao COBALTO

para posterior registro no COCEPE (codigo para cadastro n° CEEA 9219-2017).

M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix
Presidente da CEEA

(ﬂjem@& /2018

Xy

s
R

Assinatura do Professor Responsavel:




	ce99d34be39179a0f1a9e3a68a6ad01ed9843b52c076afc4ca22c29e5c77dc1b.pdf
	ce99d34be39179a0f1a9e3a68a6ad01ed9843b52c076afc4ca22c29e5c77dc1b.pdf
	ce99d34be39179a0f1a9e3a68a6ad01ed9843b52c076afc4ca22c29e5c77dc1b.pdf
	ce99d34be39179a0f1a9e3a68a6ad01ed9843b52c076afc4ca22c29e5c77dc1b.pdf

