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RESUMO

A esporotricose ¢ uma infec¢do flingica cronica profunda da pele causada pelo género
Sporothrix spp. Pode se apresentar na forma cutanea, linfo-cutanea e extracutanea, embora esta
ultima ainda sem muitos estudos e esclarecimentos. O objetivo desse trabalho foi caracterizar
por histopatologia e imuno-histoquimica, as lesdes cutaneas e extracutaneas da esporotricose ¢
comparar os diferentes métodos diagndsticos em gatos da regido metropolitana de Belo
Horizonte. No periodo de marco de 2018 a margo de 2019, foram avaliados 110 gatos
resgatados pelo Centro de Controle de Zoonoses de Belo Horizonte, com suspeita clinica de
esporotricose felina, confirmada ou ndo por cultivo e isolamento. Os gatos com impossibilidade
de serem tratados foram eutanasiados. Apos a eutandsia, os animais foram avaliados por exames
macroscopico, citopatoldgico, histopatologico e imuno-histoquimico. Testes moleculares para
a confirmacao da espécie de Sporothrix também foram realizados. Dos 110 animais, 74 foram
positivos para Sporothrix spp. por coloracao de rotina, 30 por imuno-histoquimica e 2 somente
por cultura fungica e PCR. A citopatologia e a histopatologia foram eficientes no diagnéstico
da doenga, embora em gatos com lesdes contendo carga fungica baixa, a imuno-histoquimica
foi necessaria para a confirmagao do agente. Os achados histopatologicos mais comuns na pele
foram: dermatite piogranulomatosa, dermatite histiocitaria e plasmocitiria e dermatite
granulomatosa, com intensidades variadas na quantidade de leveduras nas lesdes. Os achados
extracutaneos foram rinite/rinosinusite histiocitaria e plasmocitaria ou piogranulomatosa,
linfadenite histiocitaria sinusoidal, linfadenite granulomatosa, pneumonia histioplasmocitaria e
neutrofilica, conjuntivite histiolinfoplasmocitaria, glossite granulomatosa, periorquite
granulomatosa e necrosante e meningite histiocitaria, todos com presenca de leveduras em
diferentes intensidades. Em quatro dos 110 gatos com lesdes cutaneas ulcerativas, foram
diagnosticados trés casos com carcinoma de células escamosas e um caso de nocardiose
cutanea, sendo considerados importantes para o diagndstico diferencial.

Palavras-chave: Sporothrix, gato, histopatologia, citopatologia, imuno-histoquimica, PCR,
dermatite, linfadenite, lesdo extracutanea, 6rgaos viscerais
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ABSTRACT

Sporotrichosis is a chronic deep fungal infection of the skin caused by the genus Sporothrix
spp. The disease has cutaneous, lympho-cutaneous and extracutaneous forms, although the last
one has not been studied and clarified yet. The aim of this study was to characterize by
histopathology and immunohistochemistry exams, the cutaneous and extracutaneous lesions of
sporotrichosis in cats from metropolitan region of Belo Horizonte. In the period from March
2018 to March 2019, 110 cats rescued by the Zoonoses Control Center of Belo Horizonte, were
evaluated with clinical suspicion of feline sporotrichosis, confirmed or not by culture and
isolation. Cats unable to be treated were euthanized. After euthanasia, the animals were
evaluated by macroscopic, cytopathological, histopathological and immunohistochemical
exams. Molecular tests to confirm the Sporothrix species were also performed. Out of 110
animals, 74 were positive for Sporothrix spp. on routine hematoxylin and eosin staining, 30 by
immunohistochemistry and two only by fungal culture and PCR. Cytopathology and
histopathology exams were efficient in the diagnosis of the disease, although in cats with lesions
containing low fungal load, immunohistochemistry was needed to confirm the agent. The most
common histopathological findings on the skin were pyogranulomatous dermatitis, histiocytic
and plasmacytic dermatitis and granulomatous dermatitis, with different amount of yeasts in
the lesions. The extracutaneous findings were histiocytic and plasmacytic or pyogranulomatous
rhinitis/rhinosinusitis, sinusoidal histiocytic lymphadenitis, granulomatous lymphadenitis,
histioplasmacytic and neutrophilic pneumonia, histiolymphoplasmacytic conjunctivitis,
granulomatous glossitis, granulomatous and necrotic periorchitis and histiocytic meningitis, all
with many different numbers of yeasts. In four of the 110 cats with ulcerative skin lesions, other
diseases were diagnosed; three cases of squamous cell carcinoma and one case of cutaneous
nocardiosis, being considered important for the differential diagnosis.

Key-words: Sporothrix, cat, histopathology, cytopathology, imuno-histochemistry, PCR,
dermatitis, lymphadenitis, extracutaneous lesion, visceral organs.
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Capitulo 1.

Revisao de literatura

Esporotricose ¢ uma infec¢do cronica da pele e do tecido subcutaneo causada por um
fungo dimoérfico, denominado Sporothrix spp. (Gross et al., 2009). E distribuido amplamente
na natureza, em solo rico em matéria organica em decomposi¢do, folhas secas, madeira,
espinhos de plantas e musgos (Lopes-Bezerra et al., 2006; Antunes et al., 2009). Essa doenga
tem sido descrita em diversas espécies como gatos, cdes, equinos, camundongos, primatas,
golfinhos, camelos, marsupiais (Coiacetto et al., 2019) e seres humanos (Irizarry- Rovira et al.,
2000). A transmissdo zoonoética pode ocorrer e geralmente ¢ causada pelo gato (Rodrigues et
al., 2016).

O género Sporothrix pertence a familia Ophiostomataceae, ordem Ophiostomatales,
subclasse Euascomycetes e divisdo Ascomycota (Oliveira et al., 2011). Quando infecta
hospedeiros ou em cultivo fingico utilizando 4gar-infusdo cérebro-coragdo (do inglés brain
heart infusion, BHI) a 37 °C, tem crescimento leveduriforme, assumindo formato arredondando
ou ovalado semelhante a um “charuto”. Quando cultivado em agar Sabouraud em temperatura
ambiente, tem crescimento micelial, com formagdes de hifas delgadas, septadas, ramificadas,
com aglomerados de conideos, em forma de margarida ou crisdntemo (Larsson, 2011).

Estudos moleculares e fenotipicos demonstraram que o género Sporothrix ¢ composto
pelas seguintes espécies patogénicas: S. brasiliensis, S. chilensis, S. globosa, S. luriei, S.
mexicana, S. pallida e S. schenckii (Marimon et al., 2006; Zhang et al., 2015). A grande maioria
dos casos no Brasil sdo por transmissdo zoonotica e estdo relacionados a espécie S. brasiliensis
(Rodrigues et al., 2014). Sporothrix spp. foi descrito pela primeira vez em 1898 nos Estados
Unidos (Schenck, 1898), e no Brasil em 1907 por Lutz e Splendore. Estes autores descreveram
0s primeiros casos em humanos e em ratos. O primeiro caso no mundo, de infeccdo humana
transmitida por gato, ocorreu na cidade de Sao Paulo, Brasil e documentada por Lacaz et al.
(2002).

A partir de 1990, a doenca se estabeleceu no Rio de Janeiro e em Sao Paulo por surtos
zoondticos (epidémicos), e vém se expandindo para outros estados, com casos animais e/ou
humanos relatados na maior parte da regido Sul, Sudeste (Da Rosa et al., 2005; Colodel et al.,
2009; Gutierrez-Galhardo et al., 2015), principalmente nos estados do Rio Grande do Sul, Rio
de Janeiro, Sao Paulo, Minas Gerais e Espirito Santo (Gremiao et al., 2020). Contudo, tem sido
descrita, também, em alguns estados do Norte e Nordeste do pais (Marques-Melo et al., 2014;
Araujo e Leal, 2016).

Ainda ndo ha estudos sobre a situagdo epidemiologica do estado de Minas Gerais, mas
ha relatos da esporotricose felina no estado (Rodrigues et al., 2013; Lecca et al., 2020). Em
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relacdo a Belo Horizonte, um estudo diagnosticou 118 gatos positivos entre 2016 ¢ 2018, no qual
95% destes animais pertenciam a regido do Barreiro, sendo a espécie circulante o Sporothrix
brasiliensis (Lecca et al., 2020). A resposta imunoldgica as infec¢des fungicas varia de acordo
com o fungo (Traynor e Huffnagle, 2001), mas a imunidade celular ¢ a principal para a maioria
deles, no qual a imunidade humoral exerce pequeno papel (Blanco e Garcia, 2008). A
imunidade celular ¢ composta por neutrofilos, mondcitos, macrofagos, células dendriticas,
células natural killer, linfécitos T e citocinas. O tipo inflamatoério geralmente € constituido por
reacoes granulomatosas (Blanco e Garcia, 2008). O tipo de resposta celular induzido ¢
determinante na susceptibilidade a infec¢do, na qual a imunidade celular Thl tem grande
importancia na eliminacdo de infecgdes fungicas por produzirem predominantemente citocinas
como IFN-g e ativagdo de fagocitos (Traynor e Huffnagle, 2001). A imunidade humoral, exerce
um pequeno papel na prevencao da aderéncia, neutralizagao de toxinas e opsonizacao (Polonelli
et al., 2000). Em relacdo ao Sporothrix spp, a imunidade celular também tem papel crucial na
esporotricose felina (Miranda et al., 2016), no qual a resposta Th1 acontece em gatos saudaveis
com granulomas Unicos bem formados, baixa carga fungica e relacionados ao aumento de
linfocitos TCD4+. Em animais com escore corporal baixo e lesdes disseminadas com alta carga
fingica estdo relacionados ao aumento de linfécitos T CD8+ (Kienzle et al., 2005).

A transmissdo do agente geralmente ocorre por inoculacdo traumatica na pele, devido a
necessidade de lesdo prévia na epiderme para que se estabeleca a infeccdo (Gremido et al.,
2017). A infecgdo no gato ocorre pelo contato com o solo ou material organico contaminado,
principalmente devido ao habito dos felinos de escavar e encobrir as fezes com terra, e de
arranhar vegetais secos ou troncos de arvores. Além disso, pode ocorrer também pela
mordedura e arranhadura de outros gatos em brigas, fazendo com que os machos ndo castrados
tenham maior susceptibilidade de serem mais acometidos (Larsson, 2011; Schubach, 2013). O
isolamento do fungo em solos contaminados por fezes demonstrou que essa fonte de
contaminagdo pode ser importante para a manuten¢do do agente no ambiente e consequente
infeccdo de seres humanos e outros animais (Montenegro et al., 2014).

A esporotricose felina tem um amplo espectro de manifestagdes clinicas como, forma
cutinea localizada ou disseminada, linfocutinea e extracutnea ou sistémica (Lacaz 2002; Ginn
etal., 2007; Té¢llez et al., 2014). Os sinais de lesdes extracutaneas geralmente se manifestam no
sistema respiratério (Schubach et al., 2004). A disseminagdo para 6érgaos como figado, pulmao,
baco, linfonodos e ossos pode ser determinante para as mortes (Marques et al., 1993).

A infeccdo inicia-se com a inoculagdo do fungo na pele lesionada, podendo penetrar até
a derme e tecido subcutaneo, onde ocorre a transi¢cdo micélio-levedura. O periodo de incubagao
¢ de aproximadamente 13 dias (Antunes et al., 2009). A levedura pode permanecer na derme e
subcutaneo ou disseminar-se por drenagem linfética, ou sistemicamente pelos vasos sanguineos
(Schubach et al., 2012).

O método para o diagndstico definitivo do agente da esporotricose felina € o isolamento
do agente em cultura. A identificacdo da espécie pode ser realizada pela morfologia e
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fenotipagem do isolado (Gremido et al., 2015), ou por testes moleculares (Rodrigues et al.,
2015). Exames citopatoldgicos e histopatoldgicos também sao muito uteis para o diagndstico
da doenca em gatos devido a alta sensibilidade destes testes ao fungo devido a alta carga fungica
que esses animais apresentam em suas lesdes (Gremiao et al., 2015). O exame citopatologico €
realizado pressionando-se uma lamina de vidro levemente sobre a lesdo ulcerada, e em seguida
¢ feita a coloragdo de Romanowsky. Sporothrix spp. sdo caracterizados morfologicamente por
leveduras ovaladas a arredondadas em formato de “charuto”, medindo aproximadamente 5-9
um e podem estar no citoplasma de macrofagos ou livres, formando ou ndo brotamentos (Silva
et al., 2015). Essa técnica possui baixo custo, permite rapidez no resultado e, portanto,
possibilita interversao terapéutica e de controle mais rapidamente. Além disso, a sensibilidade
da citopatologia usando a coloracdo de Romanowsky pode chegar a 87% (Silva et al., 2018).

No exame histopatologico, ha infiltrado predominantemente por macrofagos,
macrofagos epitelioides, neutrédfilos, células gigantes multinucleadas e por vezes, linfocitos e
plasmocitos, caracterizando-se assim como uma inflamagao piogranulomatosa, que envolve
derme e subcutaneo. Na epiderme pode haver células acantoliticas ou ulceragdes e
consequentemente associagdo com restos celulares. A fibrose e a neovascularizacdo na derme
também sdo achados comuns (Ginn et al., 2007). No citoplasma de macréfagos epitelioides e
células gigantes multinucleadas, ou também livres no intersticio, encontram-se numerosas
estruturas leveduriformes Unicas ou com brotamento, redondas, ovais ou alongadas medindo 5
a9 um de comprimento por 2 a 5 pm de largura (Ginn et al., 2007). As leveduras possuem um
centro basofilico e um halo claro. Embora sejam visualizadas com a coloragdo de rotina
(Hematoxilina e Eosina), coloragdes especiais como o acido periodico-Schiff (PAS) e
metenamina de prata de Grocott-Gomori (GMS) permitem melhor identificagdo do fungo (Silva
et al., 2013; Mauldin e Peters-Kennedy, 2016; Castro et al., 2017).

Outro método diagnostico que pode ser utilizado € a imuno-histoquimica, que possui
sensibilidade de aproximadamente 88% em gatos (Silva et al., 2018); entretanto, ainda nao ha
disponibilidade de anticorpos comerciais para este fim, ficando a técnica restrita a alguns
centros diagndsticos que o produzem (Bazzi et al., 2016).

No diagnoéstico diferencial da esporotricose devem ser incluidas outras doencas que
causam dermatite como: criptococose, leishmaniose, sindrome leproide felina (micobacteriose
atipica felina), nocardiose cutanea (Guy, 1920), histoplasmose e candidiase (Antunes, 2009;
Guarner e Brant, 2011). Além disso, tem-se as neoplasias como o carcinoma de células
escamosas, que em gatos ocorre principalmente no plano nasal e na pele das orelhas (Schubach
etal., 2012).

A criptococose ¢ considerado o principal diagnostico diferencial em gatos (Gross et al.
2009). E causada pelo Cryptococcus neoformans (Pappalardo e Melhen, 2003), e diferencia-se
do Sporothrix spp. pela presenga de capsula polissacaridica espessa e de melanina na sua parede
fingica, podendo ter didmetro total variando de 4,17 a 34,16 um (Galiza et al., 2014). No exame
histopatologico a lesdo geralmente ¢ piogranulomatosa e com leveduras, que possuem um

16




nucleo basofilico e capsula espessa que geralmente ndo se cora pela coloragdo de rotina (Malik
et al., 2006; Faria e Xavier, 2009; Guarner e Brandt, 2011). Além disso, Cryptococcus spp. sao
fortemente positivos pela coloracdo Fontana-Masson (Kwong-Chung et al., 1981; Galiza et al.,
2014), pela coloracao Alcian Blue (Guarner e Brandt, 2011) e Mucicarmina (Gazzoni et al.,
2009).

A infeccdo por Histoplasma capsulatum var. capsulatum se difere por apresentar
infiltrado inflamatério predominantemente histiocitario. As leveduras formam agregados no
interior de macréfagos, e sdo arredondadas e pequenas, medindo de 2 a4 um (Guarner e Brandt,
2011). Na coloragao por HE a parede celular fingica ¢ visualizada como um halo claro na
periferia das leveduras, assemelhando-se a uma capsula e nucleo ¢ basofilico (Antunes et al.,
2009).

A leishmaniose felina ¢ causada pela Leishmania chagasi (Brasil, 2014). Os sinais
clinicos mais comuns sao lesdes ulceradas e nodulares nas orelhas, plano nasal e periocular
devido a maior exposi¢do dessas regides ao vetor devido a menor cobertura de pelos (Bonfante-
Garrido et al., 1996; Simdes-Mattos et al., 2005; Vides et al., 2011). Esta diferencia-se da
esporotricose na histopatologia, por apresentar numerosas formas amastigotas arredondadas a
ovais, de 1 a 2 um de largura e por serem negativos nas coloragdes por PAS e GMS (Gross et
al., 2009).

A sindrome leproide felina ¢ causada por micobactérias atipicas. As caracteristicas
histologicas das lesdes cutineas sdo similares, mas a coloracdo especial auxilia no diagndstico
diferencial. As micobactérias na forma de bacilos sdo englobadas e podem ser visualizadas
pela coloracdo de Ziehl-Neelsen no citoplasma de macréfagos, macréfagos epitelioides e
células gigantes multinucleadas (Gross et al., 2009).

A neoplasia que deve ser considerada no diagnodstico diferencial da esporotricose € o
carcinoma de células escamosas, devido a localizagdo e aspecto da lesdo macroscopica
(Schubach et al., 2012), que ocorre principalmente no plano nasal, palpebras e no pavilhao
auricular de gatos de pele e pelos brancos (Gross et al., 2009). Neste caso, a diferencia¢do
também ¢ realizada por histopatologia, na qual se identifica proliferacdo neoplasica das células
escamosas da epiderme (Ginn et al., 2007).

A candidiase também € considerada para o diagndstico diferencial da esporotricose pois,
pode acometer a epiderme, além de mucosas. Morfologicamente, ¢ caracterizada por leveduras
menores (3 a 5 pm) denominados blastoconideos, e pseudo-hifas, que sdo estruturas alongadas
e septadas, em forma de cadeia (Antunes et al., 2009; Guarner e Brandt, 2011).

A nocardiose cutanea ¢ causada por bactérias aerobicas, gram-positivas, parcialmente
alcool-acido resistentes, ramificadas e filamentosas (Beaman e Beaman, 1994), sendo as
espécies Nocardia asteroides, Nocardia brasiliensis, Nocardia farcinica € Nocardia nova as
mais comuns e patogénicas em gatos (Greene et al., 1993; Scott et al., 1996). O principal sinal
clinico sdo lesdes cutdneas ou subcutineas que formam abcessos cronicos, podendo ser
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fistulados ou ulcerados (Kirpensteijn e Fingland, 1992; Medleau et al., 2003; Ribeiro et al.,
2008). Os achados histopatologicos sdo caracterizados por dermatite e paniculite
piogranulomatosa, associada a necrose, fibrose, infiltrado de plasmoécitos, macréfagos e
comumente, reagao de Splendore-Hoeppli. A coloragao de Good Pasture, (Gram histologico),
na qual a Nocardia spp. ¢ gram positiva, auxilia no diagnostico diferencial histopatologico
(Ginn et al., 2007).

A prevencdo e o controle da esporotricose felina podem ser realizados por meio do
isolamento e tratamento dos animais doentes, da guarda responsével e da castragdo dos animais.
A eutanasia é preconizada em casos sem possibilidade terapéutica e com destino correto dos
cadaveres, evitando a disseminagao no ambiente (Barros et al., 2010).

O abandono dos gatos doentes acontece na tentativa de prevenir a ocorréncia de outros
casos nas residéncias onde os proprietarios ja contrairam a doenca, ou no desconhecimento ou
na impossibilidade da realizagdo do tratamento. Em alguns casos, ocorre o exterminio desses
gatos e o descarte inadequado dos mesmos em terrenos baldios ou em lixo comum, favorecendo
a disseminacdo e permanéncia do fungo no ambiente (Barros et al., 2010). A melhor destinacao
dos cadaveres com esporotricose € a cremagao/incineragdo. Uma outra op¢ao para eliminagdo
do fungo ¢ a autoclavacdo, embora haja algumas desvantagens como a capacidade limitada das
autoclaves. Os cadaveres devem ser transportados até o local de incineragdo de modo que ndo
oferegam risco aos manipuladores dos cadaveres, os quais devem ser armazenados em sacos
plasticos de lixo infectante, devidamente identificados e dentro de caixas hermeticamente
fechadas (Andrade et al., 2002).

A castragdo tem importancia para a saide publica e animal no combate da doenga, pois
diminui os comportamentos de riscos inerentes desses animais, que contribuem para a
disseminagdo do fungo, como brigas e disputas territoriais € por fémeas, grandes deslocamentos
espaciais dos gatos e acasalamentos (Almeida, 2015).

O objetivo desse estudo ¢ caracterizar as lesdes cutdneas e extracutaneas da
esporotricose felina em gatos da regido metropolitana de Belo Horizonte por meio de exames
macroscopico, citopatologico, histopatologico, imuno-histoquimico e por testes moleculares,
além de comparar os diferentes métodos diagnosticos.
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Capitulo 2

Esporotricose felina: distribuicio das lesdes e caracterizacdo anatomopatologica em 110
gatos utilizando diversos métodos de diagnostico

1. Introducao

Esporotricose ¢ uma infec¢do cronica da pele e do tecido subcutaneo causada por um
fungo dimorfico (Gross et al., 2009). O género Sporothrix pertence a familia Ophiostomataceae,
ordem Ophiostomatales, subclasse Euascomycetes e divisdo Ascomycota (Oliveira et al.,
2011), e ¢ composto pelas espécies: S. brasiliensis, S. chilensis, S. globosa, S. luriei, S.
mexicana, S. pallida e S. schenckii (Marimon et al., 2006; Zhang et al., 2015). Essa doenca tem
sido descrita em diversas espécies como gatos, cdes, equinos, camundongos, marsupiais
(Cotiacetto et al., 2019) e seres humanos (Irizarry- Rovira et al., 2000). A maioria dos casos em
seres humanos no Brasil sdo por transmissdo zoonoética pelo gato, e estdo relacionados ao S.
brasiliensis (Rodrigues et al., 2014). A esporotricose possui diferentes manifestagdes clinicas
classificadas em: cutanea localizada ou disseminada, linfocutanea e extracutinea ou sistémica
(Lacaz, 2002, Ginn et al., 2007, T¢llez et al., 2014). Em gatos estas manifestacdes podem
ocorrer simultaneamente (Schubach et al., 2004). A ocorréncia da forma extracutanea em gatos
foi relatada, por histopatologia, no pulmao (Kier et al., 1979; Schubach et al., 2003), linfonodos,
baco (Schubach et al, 2003) e regido nasal com envolvimento da mucosa (Miranda et al. 2013;
Gremido et al., 2015). Somente por isolamento o agente foi identificado no figado, bago, rins,
coracdo (Schubach et al., 2003) e ossos (Franceschi et al., 2017), ainda possuindo lacunas
quanto a sua frequéncia e 6rgaos ou tecidos mais acometidos.

Além disso, ha estudos que relacionaram o envolvimento visceral baseado em sinais
clinicos respiratorios sem avaliagdo macroscopica e microscopica dos Orgdos internos
(Schubach et al., 2004). O diagndéstico pode ser realizado por meio do exame citopatologico,
pois frequentemente a carga fungica nas lesdes cutaneas do gato € alta (Gremido et al., 2015) e
por histopatologia, podendo incluir coloragdes especiais quando necessario (Bazzi et al., 2016),
além do isolamento do agente etioldgico em cultura (Gremiao et al., 2015). Testes moleculares
(Rodrigues et al., 2015), ou por imuno-histoquimica (Bazzi et al., 2016) também foram
descritos. Dificuldades na obten¢do do diagndstico podem ocorrer em gatos com baixa carga
fingica nas lesdes, necessitando ampliar o nimero de técnicas para a identificagdo da levedura
(Bazzi et al., 2016).

Considerando a importancia de esclarecer melhor sobre a ocorréncia de lesdes
extracutaneas de esporotricose € sobre a confirmacdo da etiologia nas lesdes com baixa
quantidade de leveduras, o objetivo desse estudo foi caracterizar por exames macroscopico,
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microscopico e complementares, as lesdes cutdneas e extracutaneas em 110 gatos suspeitos da
doenca na regido metropolitana de Belo Horizonte.

2. Materiais e métodos
2.1. Amostragem

As amostras foram constituidas por gatos recebidos ou resgatados pelo Centro de
Controle de Zoonoses de Belo Horizonte (CCZ-BH) com suspeita clinica de esporotricose
felina. Os gatos (peri-domiciliados e errantes) foram avaliados clinicamente e submetidos a
eutanasia segundo as normas da Comissio de Etica no Uso de Animais da UFMG (CEUA -
111/2017). Em seguida, os gatos foram encaminhados ao setor de Patologia da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais, no periodo de margo de 2018 a margo de
2019.

2.2. Historico clinico, exame post-mortem, coleta de amostras ¢ exames laboratoriais

O historico clinico foi obtido junto aos proprietarios e veterinarios dos gatos submetidos
para exame post mortem. Foram examinados 110 gatos e, destes animais, foi realizada a coleta
de amostras para os exames laboratoriais. Durante a necropsia dos gatos foi realizada a
avaliacdo macroscopica de todos os 6rgdos com descricao detalhada das lesdes encontradas.
Todas as lesdes cutaneas foram fotodocumentadas e igualmente as lesdes nos demais 6rgaos
quando presentes.

2.3. Citopatologia

O exame citopatoldgico foi realizado por imprint em todos os gatos e de todas as lesdes
cutaneas imediatamente antes de iniciar a necropsia. As lesdes ulceradas na pele eram secas
com papel para remocao do excesso de exsudato, enquanto para as lesdes com crostas, estas
eram previamente removidas para entdo pressionar a ldmina de vidro levemente sobre a
superficie da lesdo. Para avaliacdo destas laminas, foi realizada a coloracdo de Romanowsky
(Meinkoth et al., 2008) e avaliagdo da presenca do fungo ao microscépio de luz comum.

2.2. Topografia das lesdes cutaneas

As lesdes cutaneas foram separadas por regides anatomicas para identificagdo dos locais
mais acometidos (Figura 1). A divisdo foi feita em: regido periocular, que compreende lesdes

26




na porgao pilosa das palpebras superiores e inferiores; regido de orelha, que compreende lesdes
na pele de toda a orelha externa do animal; regido de plano nasal; regido de cabeca, que
compreende o restante das lesdes cutaneas na face do animal até a articulacao atlanto-occipital;
regido cervical dorsal, que compreende a pele pilosa dorsal as articulagdes cervicais; regiao
toraco-lombar dorsal, a qual compreende a pele sobre as articulagdes tordcicas e lombares;
membros tordcicos, que compreende lesdes cutaneas da por¢ao mais dorsal da escapula até os
digitos; membros pélvicos, que foram as lesdes de pele da regido da articulagdao coxo-femoral
até os digitos; e a regido de cauda que compreende toda a cauda do animal até a inser¢ao na
vértebra sacral.

Orelhas
Cauda
Cervical dorsal

Periocular

Plano nasal

Figura 1. Regides anatomicas que foram mapeadas para obter a distribuigao das lesdes. M.T.:
membros toracicos; M.P.: membros pélvicos.

2.3. Histopatologia

Amostras de lesdes cutaneas, pulmao, coracdo, figado, bago, rins, intestino, encéfalo,
medula 6ssea, linfonodos cervicais superficiais, mandibulares, popliteos e mesentéricos foram
coletadas para exame histopatologico. Quando lesdes macroscopicas foram visualizadas, em
cada animal foram coletadas amostras de corneto nasal, conjuntiva, lingua e testiculo nos
machos. Estas amostras foram fixadas em formol tamponado neutro 10% durante 48h,
processadas com desidratagdo em séries crescentes de dalcool, diafanizagdo em xilol,
impregnacao por parafina e posteriormente, inclusio dos tecidos em parafina. Os tecidos foram
entao seccionados em cortes de 3um de espessura em micrétomo, colocadas em lamina de vidro
e corados pela técnica de hematoxilina e eosina (Luna, 1968) para anélise em microscopia de
luz comum. Quando necessario, foram realizadas coloracdes especiais pelo acido periddico-
Schiff (PAS) e impregnacao pela prata de Grocott-Gomori (GMS) para melhor identificacao do
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fungo (Bazzi, et al., 2016). As coloragdes de Good pasture e Ziehl-Neelsen foram realizadas
quando as leveduras nao foram visualizadas pelos outros métodos para os diagnosticos
diferenciais. Para a histopatologia das lesdes cutaneas, os processos inflamatorios foram
classificados em: piogranulomatoso, granulomatoso e histiocitario e plasmocitario, de acordo
com os tipos celulares predominantes.

Para quantificacdo quanto a intensidade das leveduras nas lesdes, foi realizada a média
da contagem de 10 campos na objetiva de maior aumento (400x). Os critérios estdo descritos
na tabela 1.

Todos os 6rgaos coletados para exame histopatoldgico foram detalhadamente analisados
quanto a presenca de lesdes possivelmente causadas pelo fungo Sporothrix. Para verificar a
sensibilidade das técnicas quanto a identificacdo da presenca de leveduras, realizou-se o exame
comparativo das laminas citopatoldgicas, histopatologicas e imuno-histoquimicas, além dos
resultados da cultura de swab coletados e processados pelo Laboratorio de micologia e
micotoxinas da UFMG (LAMICO).

Tabela 1: Definigdo da classificagdo histopatologica e quantificagdo das leveduras nas lesdes
cutineas.

Tipo de infiltrado inflamatorio Descri¢ao
. Infiltrado predominante de macrofagos
Piogranulomatoso e .

epitelioides e neutrofilos.

Infiltrado predominante de macrofagos
Granulomatoso epitelioides formando agregados

multiplos.

Infiltrado predominante de macrofagos e
Histiocitario e plasmocitario plasmocitos, sem a presenga de
macrofagos epitelioides.

Intensidade de leveduras Descrigao

Discreto Até 10 leveduras/campo
Moderado 11 a 100 leveduras/campo
Acentuado Acima de 100/campo

2.4. Imuno-histoquimica

As amostras de pele negativas na coloragdo de rotina e os 6rgaos com suspeita de lesao
causada pelo Sporothrix foram submetidos ao teste imuno-histoquimico para confirmagao do
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agente na lesdo. A técnica foi realizada como descrita por Miranda (2009) com modificagdes.
O anticorpo utilizado foi um soro policlonal de coelho anti-Sporothrix schenkii gentilmente
cedido pelo Instituto Oswaldo Cruz (Fiocruz), Rio de Janeiro. Foram realizados cortes de 3um
em micrétomo em laminas silanizadas, a desparanifiza¢ao foi em estufa a 60°C durante 20
minutos e, a seguir, a temperatura ambiente, por 25 minutos, € em imersodes sequenciais de xilol.
Em seguida, realizou-se a re-hidratagdo do tecido em imersdes sequenciais em alcool a
concentragdes decrescentes (100%, 90%, 80%, 70%), banho em dgua destilada por dez minutos
e em seguida também em tampao PBS (phosphate-buffered-saline). A inibi¢do da peroxidase
endogena foi realizada com Peroxidase-blocking reagente Envision Flex HRP SM801 (DAKO)
durante 30 minutos e posteriormente com solugcdo de perdxido de hidrogénio 30% na
concentracdo de 40mL/100mL em metanol durante 30 minutos. Em seguida, as laminas foram
lavadas em solucao de PBS. A inibi¢ao de reagdes inespecificas foi realizada com solucao de
leite em p6 desnatado (Molico®) na concentragdo de 0,05 g/ml em tampao PBS, durante 40
minutos. Os cortes foram incubados com o soro anti-diluido em BSA 1,5% em S. schenckii em
camara umida overnight (16h) a 4° C. A marcacao das leveduras foi obtida com o soro anti-S.
schenckii em concentracao ideal de 1:8000. O anticorpo secundario foi da Envision flex HRP
(DAKO), com lavagens em PBS apods cada uma hora de incubacdo. Para a revelagdo, foi
realizada diluicao de 50ul do reagente DAB em 1ml do substrato, no qual foi utilizado 100ul
dessa solucao em cada corte e incubado em camara imida em temperatura ambiente por 3
minutos e depois lavados em dgua destilada por 10 minutos. A contra-coloragdo foi feita com
hematoxilina de Mayer e banhados rapidamente em 4gua corrente. A desidratagdo foi realizada
por imersdes sequenciais em alcool em concentracdes crescentes (70% a 100%), para posterior
imersao no xilol e montagem das laminas.

2.5. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Amostras individuais de lesdo cutanea, linfonodo cervical superficial (com
linfadenomegalia mais intensa), bago e figado foram coletados para os testes moleculares. As
pingas e tesouras foram higienizadas com agua e sabao e em seguida mergulhadas em alcool
70% antes da coleta de cada fragmento para evitar contaminagdo. Em seguida, os tecidos foram
armazenados individualmente em microtubos e congelados a -20°C para os exames
moleculares. Os gatos negativos em todos os outros testes e os gatos com maior acometimento
de 6rgaos e tecidos extracutaneos foram submetidos a extragdo de DNA e reagdo em cadeia da
polimerase (PCR).

A extracdo do DNA dessas amostras foi feita de acordo com protocolo descrito por
Moller et al. (1992) e modificado por Klassen et al. (1996). Os primers utilizados foram para
sequéncia  parcial do gene calmodulina  nuclear, CL1 (5°GA(GA)T
(AT)CAAGGAGGCCTTCTC3’) e CL2A (S’TTTTTGCATCATGAGTTGGAC-3’), descrito
por O’Donnell et al. (2000). Os componentes da PCR constituiram uma solugdo de 25ul usando
3 ul do DNA total, 1,5 pl de MgCl2 (Invitrogen), 0,5 pl de ANTP mix (Invitrogen), 0,5 pul de
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TagDNA polimerase (Invitrogen), 2,5 ul de Buffer10x (Invitrogen) e 1ul de cada primer. O
controle positivo foi obtido de amostras de culturas positivas para o Sporothrix schenkii € como
controle negativo foram utilizados os primers juntamente com os reagentes e agua ultrapura
sem DNA. Os parametros de ciclos foram: pré-incubagdo a 94°C por 15 min, seguida de 35
ciclos constituidos por desnaturagao inicial a 94°C durante 30s, anelamento a 57°C durante 90s,
extensdao a 72°C por 1 min e uma extensao final a 72°C por 10 min. O DNA amplificado foi
analisado pelo sistema de eletroforese em cuba horizontal em gel de agarose a 2% contendo 1X
de tampao tris-borato-EDTA e 2ul de brometo de etidio a 100V por 10 minutos e em seguida a
120V por mais 40 minutos. A visualizagdo dos produtos amplificados foi feita por
transiluminacdo do gel em luz ultravioleta. O tamanho dos produtos amplificados foi
comparado a um padrdo de peso molecular (LowRanger 100bp DNA Ladder-Norgen®)
disposto no gel juntamente com as amostras analisadas.

2.6. Sequenciamento

O sequenciamento parcial do genoma do fungo foi realizado para a identificacdo da
espécie de Sporothrix presentes nos gatos com maior quantidade e intensidade de lesdes
cutaneas e quando possuiam lesdes extra cutaneas. O gato selecionado para este teste apresentou
lesdes com intensa carga fungica na pele (multiplas lesdes), lesdo na conjuntiva, olho, corneto
nasal, pulmao, linfonodos superficiais e meninge. A extracao, amplificacdo e PCR da amostra
(pele e linfonodos) foi feita de acordo com os métodos ja descritos anteriormente. O produto
obtido na PCR foi purificado utilizando o Kit PureLink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen),
conforme recomendagdes do fabricante e encaminhado para o sequenciamento. Cada amostra
foi sequenciada, nas direcdes foward e reverse, pelo método Sanger utilizando o Big Dye
Terminator Mix V3.1 (Applied Biosystems®, EUA) com a reagdo de sequenciamento capilar
ABI 3730 (Applied Biosystems®, USA). As sequéncias obtidas tiveram sua qualidade avaliada
pelo Sequence Scanner ™ Software 2 (Applied Biosystems, Foster City) e editadas no MEGA
7 (Kumar et al., 2016). Em seguida, as sequencias obtidas e as sequencias disponiveis no
GenBank foram alinhadas utilizando-se o MAFFT (Katoh et al., 2005), Crustal W (Thompson
et al., 1994) e Bioedit Sequence Alignment software versdo 7.2.5 (Hall, 1999).

3. Resultados

3.1. Historico clinico e lesdes macroscopicas

Segundo histérico obtido junto aos proprietarios e veterinarios dos gatos submetidos
para exame post mortem, 0s sinais clinicos eram caracterizados por apatia progressiva,
diminuic¢ao do apetite e perda de peso. Sinais respiratdrios nao foram relatados. Em relagio ao
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tratamento, cinco gatos foram tratados (sem informagdo do medicamento utilizado), 59 nao
foram tratados e o restante (46/110) a probabilidade terapéutica ¢ praticamente ausente por
serem animais semi-domiciliados ou errantes.

Foram examinados macroscopicamente 110 gatos. Destes, 78 (70,91%) eram machos e
32 (29,09%) eram fémeas. Todos os gatos apresentaram lesdes cutaneas em diferentes regides
e com intensidades variadas. Macroscopicamente, os gatos apresentaram escore corporal baixo
(escore 2/5), com auséncia ou discreta cobertura adiposa.

Achados condizentes com anemia (sangue com quantidade e viscosidade diminuida e
musculatura vermelho-pélida) foram visualizados em 11 gatos (11/110). Ictericia discreta foi
encontrada em seis gatos. O principal achado foi a linfadenomegalia generalizada, que variou
de discreta (23/110), moderada (39/110) e acentuada (41/110) (Figura 2). Em seis gatos ndo
havia alteragdes nos linfonodos. Trinta e dois gatos apresentavam aumento de volume na regiao
de plano nasal, associado ou ndo a lesdo ulcerativa. Nos pulmdes havia congestdo e edema
(48/110), e outros achados mais raros como area focal ou multifocal de hemorragia (5/110),
pleura parietal espessada (3/110), area focal bem delimitada, elevada, esbranquicada e firme
(2/110), sendo o restante macroscopicamente normais (46/110). No baco havia principalmente
esplenomegalia por expansdo de polpa branca (39/110), hiperplasia da polpa branca (9/110) ou
ambas (13/110), e congestao (23/110) (Figura 3). A unica alteragdo macroscopica encontrada
no figado era evidenciacdo do padrdo lobular (73/110), variando de leve a acentuado, e
congestdo (20/110). Em relacdo ao sistema gastrointestinal, foram encontradas lesdes
ulcerativas na regido ventro-lateral ou dorso-lateral da lingua de trés gatos. Ao corte, as lesdes
eram esbranquigadas, firmes, bem delimitadas e se aprofundavam até a camada muscular
(Figura 4). No intestino delgado de 18 animais foram encontrados nematodeos sugestivos de
Ancylostoma spp. e Toxocara spp. Em nove gatos as conjuntivas estavam aumentadas,
edemaciadas, brilhantes e hiperémicas. Ao corte fluia liquido viscoso translucido (edema) (7/9),
ou era esbranquicada e firme (2/9). Dos gatos machos, 11/78 apresentavam na pele da bolsa
escrotal lesdo ulcerativa focalmente extensa com exsudagdo purulenta acentuada. Ao corte
havia material esbranqui¢ado e firme que se expandia até a tlnica vaginal. Alguns destes
achados macroscopicos estdo representados na Figura 3.
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Figura 2: Achados anatomopatologicos dos 6rgdos linfoides de gatos com esporotricose. A:
linfonodo cervical superficial com linfadenomegalia acentuada e difusamente esbranquigado,
com perda da distingdo cortico-medular. B: cavidade abdominal quase toda ocupada pelo bago,
que esta intensamente aumentado e vermelho-escuro. C: linfonodo mandibular aumentado de
tamanho, esbranquicado e com areas multifocais elevadas nodulares na cortical (hiperplasia).
D: superficie de corte do bago com evidenciagdo da polpa branca (hiperplasia) e bordas
levemente abauladas.
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Figura 3: Achados anatomopatologicos dos 6rgaos de gatos com esporotricose. A: corneto nasal
unilateralmente espessado por material amarelado, homogéneo e firme. B: superficie dorsal da
lingua com lesdo ulcerativa circular, unica, com perda do epitélio e com bordas brancas e
elevadas. C: Apice da lingua com ulceragdes multifocais bem delimitadas acentuadas.

3.2. Distribuicao e caracteristicas macroscopicas das lesdes cutdneas

As lesdes variaram intensamente quanto a localizacdo (Figura 4). As regides de maior
acometimento foram: membros toracicos (63/110; 57,3%), regido de face (58/110; 52,7%)
sendo 48/58 com lesdes multiplas e 10/58 com lesdes unicas, seguido de regido de plano nasal
(56/110; 50,9%), orelha (54/110; 49,1%), membros pélvicos (50/110; 45,5%), regido periocular
(45/110; 40,9%), toraco-lombar dorsal (27/110; 24,5%), cauda (20/110; 18,2%) e regido
cervical dorsal (14/110; 12,7%).
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Figura 4: Distribuicdo das lesdes cutaneas dos 110 gatos incluindo a porcentagem de
acometimento, Belo Horizonte, 2019.

Em relacdo as caracteristicas macroscopicas relacionadas ao aspecto e tamanho, as
lesdes cutineas variavam intensamente.

As ulceragdes eram pequenas e discretas ou focalmente extensas e intensamente
ulcerativas ou multifocais e intensas, podendo ser elevadas ou nodulares (Figura 5). Ao corte,
as lesdes se estendiam para a derme profunda, com proliferacao de tecido firme, esbranquicado
e homogéneo. Com menor frequéncia constataram-se lesdes nodulares focais ndo ulceradas.
Contudo, ao corte, assemelha-se ao descrito anteriormente. O exsudato variava de purulento,
sanguinolento ou ambos ou as lesdes eram secas ou crostosas (Figura 6).

Lesdes cutaneas multiplas ocorreram em 90 de 110 gatos, enquanto lesdes Unicas
ocorreram em 20 de 110 gatos.
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Figura 5: Distribuigdo e tipos de lesdes cutdneas em gatos com esporotricose. A: ulceracao
levemente elevada. B: tlceras crostosas multiplas em quantidade moderada. C: lesdo ulcerativa
focalmente extensa e acentuada; D: membros toracicos com lesdes ulcerativas focalmente
extensas acentuadas. E: lesoes multifocais acentuadas de diversos tamanhos no dorso; F: lesoes
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ulcerativas extensas e elevadas no membro toricico; G e H: plano nasal intensamente
aumentado de volume na auséncia de ulceragdes na superficie cutanea.

Figura 6: Tipos de exsudatos na esporotricose cutanea em gatos. A: lesdes multifocais secas e
crostosas.; B: lesdo intensamente sanguinolenta; C: lesdo ulcerativa com quantidade discreta de
exsudato purulento.
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3.3. Citopatologia

Laminas de 87 gatos foram examinadas, no qual 65 (74,72%) foram positivas e 22
(25,28%) foram negativas. As leveduras eram numerosas medindo aproximadamente 10 pm de
diametro, presentes no citoplasma de macrofagos e extracelulares. Estas leveduras eram
arredondadas ou ovaladas, com raros brotamentos e acompanhadas por plasmocitos e
neutr6filos em intensa quantidade.

3.3. Histopatologia cutanea

Lesodes de pele de 110 gatos foram examinadas e obteve-se 106 (96,6%) gatos com
lesdes compativeis ou consistentes com esporotricose (Figura 8). Destes gatos, em 74/106
(69,81%) foram visualizadas leveduras de Sporothrix na coloragdo de rotina, predominando a
morfologia mais arredondada comparada a ovalada, com tamanho variando de 5 a 10 um e por
vezes com brotamentos. Além disso, ao comparar as lesdes multiplas e unicas, leveduras em
quantidade acentuada foram mais frequentes nas lesdes multiplas (46,5%) comparada as lesoes
unicas (37,5%).

Dos 106 gatos, 53 tiveram infiltrado piogranulomatoso na derme superficial e profunda
e alguns também no subcutidneo, com diferentes distribuigdes e intensidades. Nestes, foram
visualizadas leveduras em 54,72% (29/53) com intensidade variando de discreta (8/29),
moderada (6/29) a acentuada (15/29).

Em 41 dos 106 gatos havia infiltrado predominantemente histiocitario e plasmocitério
na derme superficial e profunda em diferentes intensidades e distribui¢des. Destes, foram
identificados 87,80% (36/41) com leveduras intra-histiocitarias ou livres no tecido, com
intensidade discreta (2/36), moderada (9/36) ou acentuada (25/36).

Em 12/106 gatos havia infiltrado granulomatoso, também com varia¢ao de intensidade
e distribuigdo. Desses, em 33,4% (5/12) havia leveduras em quantidade discreta (1/5), moderada
(1/5) ou acentuada (3/5).

Além dessas lesdes, quatro de 110 gatos foram diagnosticados com outras doengas,
incluindo carcinoma de células escamosas (3/4) e nocardiose cutanea (1/3). Nao havia
alteracdes nos demais 0rgdos desses animais.
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Figura 7: Histopatologia e imuno-histoquimica da pele e corneto nasal de gatos com
esporotricose. A: imagem submacroscopica da pele com granuloma bem definido na derme
profunda (H.E.). B: derme superficial e profunda infiltrada por células inflamatorias, multifocal
a coalescente, expandindo o intersticio (H.E.), Obj. 4; C: maior aumento da lesdo mostrada na
fig. 8B, contendo macréfagos com numerosas leveduras (H.E.), Obj. 40. D: corneto nasal com
erosdo e lamina propria espessada por intenso infiltrado de macrofagos contendo leveduras
(H.E.), Obj. 10; E: imagem submacroscépica de corneto nasal com marcagao positiva (marrom)
das leveduras de Sporothrix spp. com aumento de volume unilateral acentuado. Imuno-
histoquimica e contracoloragdo pela hematoxilina. F: Pele de um gato com dermatite
granulomatosa com uma unica levedura imunomarcada de forma homogénea (marrom),
caracterizando as lesdes com quantidade minima de leveduras. Imuno-histoquimica. Contra
coloracdo por hematoxilina. DAB, Ob;j. 40.
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Figura 8: Positividade para Sporothrix das lesdes cutaneas dos gatos na coloracdo por
hematoxilina e eosina. T: Total de animais com lesdes de esporotricose; A: lesdes com infiltrado
piogranulomatoso; B: lesdes com infiltrado histiocitdrio e plasmocitario; C: lesdes com
infiltrado granulomatoso.

3.4. Histopatologia dos 6rgaos

Dos 56 cornetos nasais coletados, havia lesdoes em 45 (80,3%), sendo que 29/45
(64,45%) continham leveduras em quantidades/intensidades diferentes, visualizadas na
coloragdao de rotina. A lesdo mais frequente foi o aumento de volume dos cornetos nasais
bilateral ou unilateral e do septo nasal por células inflamatdrias na mucosa e submucosa, sem
atingir a cartilagem. As células eram constituidas predominantemente por macrdofagos,
plasmocitos e raros linfocitos, macréfagos epitelioides e algumas vezes por macrofagos
multinucleados. Além disso, havia necrose e restos celulares, hiperemia e hipertrofia endotelial
dos capilares e vénulas. Necrose e perda do epitélio da mucosa, quando presentes, era focal ou
multifocal. A lesdo foi denominada de rinite e/ou rinosinusite plasmocitaria e histiocitaria
(16/45), piogranulomatosa (14/45), granulomatosa (6/45), predominantemente histiocitaria
(5/45) e histiolinfoplasmocitaria (4/45).

Em relacao aos linfonodos acometidos, 50 de 106 gatos (47,17%) continham leveduras
em pelo menos um dos linfonodos superficiais externos. Foram coletados 107 linfonodos
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cervicais superficiais, 107 linfonodos mandibulares, 103 linfonodos popliteos e 101 linfonodos
mesentéricos. Nos trés primeiros, as leveduras foram identificadas por coloragao de rotina em
42/107 (39,24%), 40/107 (37,38%) e 38/103 (36,89%), respectivamente. Nos linfonodos
mesentéricos, as leveduras ndo foram visualizadas por coloragdo de rotina, por coloragdes
especiais (GMS e PAS) ou por imuno-histoquimica.

Em relagdo a totalidade dos linfonodos, em 120 dos 317 linfonodos (37,85%) havia
macrofagos com leveduras intracitoplasmaticas nos seios subcapsulares e medulares, e em raros
casos (6/317; 1,89 %), no centro dos foliculos linfoides. Em 30 linfonodos superficiais (7
cervicais superficiais, 12 mandibulares e 11 popliteos) foram constatadas lesdes necroticas
associadas a restos celulares, numerosos neutréfilos e macréfagos epitelioides, além de
plasmocitose moderada a acentuada (linfadenite piogranulomatosa). Estas lesdes eram
variaveis com relacdo a distribuicao e intensidade de necrose. Com relacao a distribui¢ado, a
lesdo necrotica e inflamatoria era focalmente extensa ou multifocal a coalescente, envolvendo
a regido cortical, paracortical e com menor frequéncia a regido medular. No entanto,
macrofagos com leveduras e neutréfilos foram identificados nos seios corticais € medulares
com maior frequéncia, independente do envolvimento das outras regides. Nos linfonodos com
lesdes granulomatosas (n=30), em oito (dois mandibulares e seis popliteos), ndo foram
observadas leveduras. Além dessas lesdes, 108 linfonodos externos (38 cervicais superficiais,
36 mandibulares e 36 popliteos) estavam com os seios subcapsulares e medulares intensamente
dilatados por intensa quantidade de macrofagos, macrofagos epitelioides (contendo ou nao
leveduras intracitoplasmaticas), células multinucleadas, minima ou leve quantidade de
neutrofilos e restos celulares, caracterizando drenagem das lesdes cutaneas. Hiperplasia linfoide
foi encontrada em todos os linfonodos, variando de discreta a acentuada. Em todos os
linfonodos, nos quais foram encontradas leveduras (104/106; 98,11%), havia associagdo com
sitios de drenagem de lesdes, exceto em dois casos (2/106; 1,89%), onde a lesdo ulcerativa na
pele era localizada na regido da cabega e os linfonodos acometidos eram os popliteos.

Em nove gatos, havia lesdes nas conjuntivas palpebrais caracterizadas por degeneragao
epitelial discreta e infiltrado inflamatodrio discreto de linfocitos e plasmocitos. Por vezes, havia
macrofagos no epitélio conjuntival e lamina prépria do epitélio, favorecendo o diagnostico de
conjuntivite linfo-histioplasmocitaria. Em trés gatos, a conjuntivite foi associada a leveduras
intra-histiocitarias. Em um destes gatos, no olho esquerdo, constatou-se, além de conjuntivite,
adenite da glandula lacrimal e blefarite histiocitaria multifocal intensa da terceira palpebra com
iniimeras leveduras. Na malha trabecular do bulbo ocular, havia macréfagos com leveduras
intracitoplasmaticas com auséncia de outras células inflamatorias.

Leveduras também foram identificadas nos pulmdes de alguns gatos (8/91). Macréfagos
infectados foram visualizados no interior de alvéolos ou no intersticio. Além disso, havia
aumento de celularidade no intersticio pulmonar devido ao infiltrado por plasmocitos,
neutrofilos e macrofagos, sendo raros os casos com esse infiltrado intra-alveolar (3/91). Em
nenhum dos casos constatou-se acometimento bronquial e bronquiolar ou hiperplasia do tecido
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linfoide associado aos bronquios. Em um dos gatos constatou-se quantidade moderada com
distribuicao difusa nos alvéolos e intersticio. Este animal recebeu tratamento com corticoides
por 15 dias antes da morte.

No exame do encéfalo de 83 gatos, constatou-se infec¢do nas meninges em 19 (19,28%).
Nestes encéfalos, macrofagos com leveduras no citoplasma foram visualizados no espago
subaracnoide. Além disso, havia hiperemia e marginacgao leucocitaria. A meningite histiocitaria
foi classificada como multifocal leve, com variagdes de localizacdo entre as regides do encéfalo.
No parénquima ndo foram encontradas lesdes. Os achados histopatologicos nos 6rgaos estdo
compilados na Figura 9 e 10.

Em 11 gatos, foram constatadas lesdes nas bolsas escrotais caracterizadas por areas
multifocais a coalescentes de ulceragdes na pele. Subjacente a essas areas, acometendo a tiinica
albuginea e vaginal, havia aumento acentuado de celularidade. O infiltrado era composto por
restos celulares e células inflamatorias com predominio de macrofagos epitelioides,
plasmocitos, neutrofilos e macrofagos com intensa quantidade de leveduras
intracitoplasmaticas ou extracelulares, possibilitando o diagnéstico de periorquite
piogranulomatosa e necrosante. Nao foram visualizadas leveduras ou infiltrado inflamatorio
nos tubulos seminiferos e epididimo.

Na lingua de trés gatos (3/106) havia areas multifocais de ulceracdo. Subjacente as
ulceras havia agregados celulares constituidos predominantemente por macrofagos repletos de
leveduras, plasmdcitos e macréfagos epitelioides, com necrose tecidual e extensdo para as fibras
musculares. Esta lesdo foi diagnosticada como glossite ulcerativa e granulomatosa.

Em relacdo aos demais 6rgdos, foram examinados figado de 106 gatos, bago de 109, rim
de 104, intestino de 95, coracao de 89 e medula 6ssea de 35 gatos. Nao foram identificadas
leveduras de Sporothrix em nenhum desses 6rgaos.

3.5. Imuno-histoquimica

Nas peles dos gatos em que ndo houve visualizag¢do das leveduras na coloragdo de rotina
(32/106; 30,19%) foi realizada IHQ para a confirmagdo do agente. Assim, em 26/32 casos foi
visualizada marcagdo positiva (81,25%) para o Sporothrix spp., com quantidade discreta de
leveduras (Figura 7). Nos gatos, cujas peles ndo foram imuno-marcadas (6/32), avaliou-se
comparativamente o resultado da cultura fingica e da PCR em cada um dos seis gatos. Destes,
somente dois foram positivos por cultura e isolamento.

Nos cornetos nasais de gatos, cujas lesdes eram sugestivas de esporotricose, mas sem
identificacao do fungo na coloracao de rotina (16/45), a imunomarcagao foi levemente positiva
em nove gatos (Figura 7).
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Linfonodos de gatos com linfadenite granulomatosa sugestiva de esporotricose e/ou
linfadenite sinusoidal sem a visualiza¢ao de leveduras na histopatologia também foram testados
pela THQ (43/87; 49,43%). Destes, 23/43 foram positivos (53,5%), sendo possivel visualizar

imunomarcag¢ao de leveduras em quantidade discreta.

Os pulmdes de gatos que continham leveduras em quantidade intensa na pele, cornetos
nasais e linfonodos (33/106), foram submetidos a IHQ. Em 27 (81,82%) pulmdes detectou-se
imunomarcagdo positiva (Figura 9). Em alguns, visualizou-se quantidade moderada de

leveduras no intersticio € no interior de alvéolos.

Em gatos com auséncia da visualizagdo de leveduras nas conjuntivas (6/9) por
histopatologia, foi possivel demonstrar, pela IHQ, quantidade discreta de leveduras em trés

gatos (Figura 9).

Tabela 2: Positividade para Sporothrix nas lesdes cutaneas nos diferentes testes realizados.

Gatos com esporotricose confirmada (n= 102)

Teste realizado Numero de positivos/nimero de amostras % amostras positivas
Citopatologia 66/90 73,33%
Histopatologia 74/106 69,81%
HQ 26/32 81,25%
*Cultura fingica 62/74 83,78%

*Embora a proporcao de positividade seja maior para a cultura e isolamento, hd animais

negativos na cultura e positivos por imuno-histoquimica (trés gatos).

Tabela 3: Achados histopatologicas e imuno-histoquimicos nos diferentes tipos de infiltrado

inflamatério da pele dos gatos com esporotricose.

Tipo de inflamagdo e Presencga da

Distribuigio intensidade levedura THQ
Piogranulomatoso - 53/106(50%)
Focal: 2/53 Discreto: 8/53 NR
Discreto: 0/53
Multifocal: 15/53 Moderado: 6/53 NR
Moderado: 16/53
Multifocal a coalescente: Acentuado: 15/53  NR
32/53 Acentuado: 37/53
Ausente: 24/53 21/24
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Histiocitario e plasmocitario - 41/106 (35.85%)

Focal: 2/41 Discreto: 4/41 Discreto: 2/41 NR
Multifocal: 2/41 Moderado: 1/41 Moderado: 9/41 NR
Multifocal a coalescente: Acentuado: 1/41 Acentuado: 26/41 ~ NR
Difuso: 0/41 Ausente: 4/41 2/4

Granulomatoso 12/106 (11.32%)

Focal: 1/12 ) Discreto: 1/12 NR
Discreto: 0/12
Multifocal: 2/12 Moderado: 1/12 NR
Moderado: 3/12
Multifocal a coalescente: Acentuado: 2/12 NR
9/12 Acentuado: 9/12
Ausente: 8/12 7/8

NR: ndo realizado, pois as leveduras foram identificadas na histopatologia.

Figura 9: Lesoes histoldgicas na conjuntiva palpebral e pulmao de gatos com esporotricose. A:
Na conjuntiva ha area focal com leveduras no epitélio (H.E.). Obj. 40. B: imunomarcagao

43




positiva de conjuntiva palpebral para o Sporothrix spp. Imuno-histoquimica. DAB. Obj. 40. C:
pulmdo com espessamento do intersticio alveolar por infiltrado histiocitario com leveduras no
citoplasma. Obj. 40. D: marcagdo positiva discreta das leveduras no pulmdo. Imuno-
histoquimica. Contra coloragdo por hematoxilina. DAB. Obj. 40.

Figura 10: Lesodes histologicas na lingua, meninge e testiculo de gatos com esporotricose. E:
imagem submacroscopica de lingua com lesdo ulcerativa granulomatosa focalmente extensa
(H.E.); F: imagem aproximada da lingua com infiltrado inflamatdrio e leveduras (detalhe)
subepitelial e entre as fibras musculares (H.E.). Obj.20. G: Cérebro contendo no espago
subaracnoide macrofagos com leveduras intracitoplasmaticas. (H.E.). Obj. 40. H: imagem
submacroscopica dos testiculos e tinica albuginea com intenso aumento de tamanho e perda da
arquitetura das tunicas por infiltrado inflamatorio e necrose, sem comprometimento dos tibulos
seminiferos (H.E.). I: maior aumento da figura anterior. Tunica vaginal com infiltrado intenso
de macrofagos com leveduras intracitoplasmaticas e necrose (H.E.). Obj. 4.
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3.6. Sequenciamento

O alinhamento da sequéncia obtida (710 pb) para o gene da Calmodulina mostrou
identidade genética com a espécie Sporothrix brasiliensis na amostra do gato analisado.

4. Discussao

No presente estudo foi possivel relatar e identificar diferentes localizagdes extracutaneas
da esporotricose felina. Além disso, obteve-se melhor esclarecimento sobre os resultados dos
diferentes testes que podem ser utilizados para o diagnostico da doenga.

A maior ocorréncia da esporotricose tem sido relatada em machos e se deve ao fato da
maior probabilidade destes se envolverem em brigas por territérios ou por fémeas, além do
maior acesso ao ambiente extradomiciliar (Gross et al., 2009; Schubach, 2012). Neste estudo,
70% dos gatos acometidos eram machos, corroborando com estudos prévios.

Em todos os gatos do presente estudo o escore corporal era baixo (2/5). O estado
corporal nao adequado pode ser relacionado ao fato da maioria desses animais ser errantes ou
semi-domiciliados e sem o devido acesso a alimentagdo. Contudo, a localizacdo e a quantidade
das lesdes ulcerativas da doenga, além de dor, podem gerar diminui¢ao do apetite ou disfagia
nos mesmos (OIE, 2017). Possivelmente, a dificuldade na alimentacdo foi particularmente um
sinal nos gatos com glossite por esporotricose nesse estudo.

Com relagao as lesdes cutaneas, a forma cutinea disseminada foi a forma mais frequente
nos gatos desse estudo, embora também tenha sido frequente a forma com lesdo Unica, diferente
de outros autores que consideram esta forma menos comum (Barros et al., 2001). As regides da
pele mais acometidas por lesdes de esporotricose em gatos sdo a cabeca, na regido do plano
nasal e periocular (Schubach et al., 2012), membros toracicos e pélvicos e cauda (Antunes et
al., 2009, Gross et al., 2009, Schubach et al., 2012), as quais também foram as regides mais
acometidas nos gatos deste estudo. Acredita-se que esses locais geralmente sdo os mais
acometidos por serem mais expostos durante disputas territoriais e brigas, possibilitando a
inoculagdo traumadtica (Rosser e Dunstan, 2006). Essa transmissdao pode ocorrer por
arranhaduras, pois acredita-se que seja devido a retratilidade das unhas desses animais, que
podem reter o fungo nesse local. Além disso, pode ocorrer por mordeduras devido ao habito de
se lamberem para se limpar, podendo contaminar a cavidade oral com os esporos presentes nas
secregoOes das lesoes ulcerativas (Schubach et al, 2008; Barros et al., 2011).

Com relacdo ao carater inflamatorio das lesdes cutdneas ¢ a associacdo com as
leveduras, alguns destaques sdo importantes. O infiltrado piogranulomatoso associado a
numerosas leveduras e considerado classico para a doenga (Ginn et al., 2007), foi identificado
em 50% dos nossos animais. Em somente 11,32% dos gatos, o infiltrado era granulomatoso, na
maioria destes com quantidade discreta de leveduras e com necessidade de THQ para a
confirmagdo. O outro padrdo inflamatério (35,85%) era constituido predominantemente por
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macrofagos e plasmoécitos, com auséncia de macrofagos epitelioides e na maioria com
numerosas leveduras. Esse achado contribui com um estudo anterior (Bazzi et al., 2016), o qual
relatou macrofagos epitelioides nas lesdes associado a uma carga fungica mais baixa. O perfil
histopatologico de lesdes cutaneas na esporotricose, em gatos, foi estudada por Miranda et al.
(2013). Neste estudo, os autores relataram haver relagdo entre infiltrado inflamatorio com
granulomas bem formados e baixa quantidade de leveduras. No presente estudo, granulomas
bem formados foram observados apenas em 15 gatos, e quantidade baixa de leveduras foi
observada somente em cinco destes gatos; portanto, ndo apresentando a mesma relagao.

Ha duas hipdteses para a diminuicdo da quantidade de leveduras nas lesdes: terapia
antifngica ou devido a resposta inflamatoria e imunolégica do hospedeiro. O estudo de Bazzi
et al., (2016) em gatos naturalmente infectados demonstrou lesdes com quantidade minima de
leveduras em gatos tratados e ndo tratados para esporotricose, embora o nimero amostral tenha
sido insuficiente para conclusdes definitivas. No presente estudo, constatou-se quantidade baixa
de leveduras nos diferentes padrdes de lesdes inflamatorias, nao havendo relagao com a terapia,
pois a maioria destes gatos nao receberam tratamento para esporotricose.

Outro destaque importante ¢ a presenca de neutréfilos na lesdo, descrito como
importante fator na resposta imunoldgica contra o Sporothrix spp. (Nobre et al., 2001). Em
nosso estudo, a maioria dos gatos com neutrofilos nas lesdes cutaneas (independente do
infiltrado predominante), continham numerosas leveduras intralesionais, aparentemente nao
havendo relagdo direta entre presenga de neutrofilos e diminuicao da carga fingica.

Um estudo anterior mostrou relagdo entre a ocorréncia de um nimero maior de lesdes
cutdneas com alta carga fungica nas mesmas (Miranda et al., 2013). Nos gatos do presente
estudo, a carga fingica alta foi identificada em 46,51% dos gatos com lesdes cutaneas multiplas,
enquanto nos gatos com lesdes unicas a frequéncia foi de 37,5%.

Lesdes principalmente na pele da bolsa escrotal podem ter sido ocasionadas por
lambeduras na regido, e nos faz questionar se o alto nimero de animais com lesdes multiplas
(96/106) foi causado por auto-disseminagdo, como ja foi descrito previamente (Miranda et al.,
2013; Gross et al., 2009; Schubach, 2012). Contudo, em alguns animais era possivel identificar
locais com lesdes recentes no dorso com distribuigdo multipla e aparéncia de trauma causado
por dentes.

Os orgaos linfoides, em sua maioria, estavam intensamente hiperplasicos
(linfadenomegalia generalizada e esplenomegalia por hiperplasia da polpa branca),
possivelmente pela intensa estimulacao antigénica devido a infecg¢do pelo Sporothrix spp. A
importancia da imunidade humoral contra fungos ainda nao foi totalmente esclarecida, mas
anticorpos podem exercer um pequeno papel na prevencdo da aderéncia, neutralizagdo de
toxinas e opsonizac¢ao do fungo (Polonelli et al., 2000). Contudo, alguns estudos mostraram a
importancia das citocinas produzidas pelas células T CD4+, que atraem macréfagos para a lesao
com reducdo da carga fungica (Kienzle et al., 2005; Miranda et al. 2018).
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Apenas linfonodos superficiais foram acometidos nos gatos do presente estudo. O
acometimento dos linfonodos com lesdes de esporotricose foram estabelecidos em 57/106
gatos. Estes possuiam pelo menos um dos linfonodos superficiais com leveduras nos seios
linfaticos, mostrando a importancia da drenagem linfatica na patogénese da esporotricose, seja
no estabelecimento da doenga, fazendo com que ocorra com mais frequéncia a forma linfo-
cutanea, como também para a resolucdo da mesma, ja que a circulagdo linfatica ¢ responsavel,
entre outros, pela remogao de restos celulares e patdogenos (Gartner e Hiatt, 2007).

Os achados histopatologicos mais comuns nestes linfonodos foram linfadenite
histiocitaria sinusoidal e hiperplasia linfoide e/ou infiltrado acentuado por macréfagos com
numerosas leveduras, principalmente na regiao subcapsular, similar a outros estudos (Schubach
et al., 2003; Pacheco et al., 2014). No presente estudo, linfadenite granulomatosa com
predominio de macréfagos epitelioides foi frequente, apesar de pouco documentada na
literatura.

Em relacdo aos cornetos nasais, rinite/rinossinusite intensa por esporotricose foram
achados frequentes. Similar ao presente estudo, Gremido et al. (2015) diagnosticaram 33 casos
de rinite piogranulomatosa com ulceragdes na mucosa e/ou epitélio respiratorio. Contudo, em
alguns casos, as lesdes se estendiam para a cartilagem hialina e tecido 6sseo do corneto. Peaston
(1993) relatou um caso de um gato com lesao nos cornetos supostamente por drenagem de lesdo
cutinea localizada na face e no plano nasal. Schubach et al. (2004) relataram alta frequéncia de
gatos com sinais clinicos respiratorios supostamente devido a lesdo na mucosa nasal; entretanto,
nao foram realizados estudos microscopicos dos tecidos respiratorios.

Pneumonia intersticial acompanhada de leveduras de Sporothrix spp. foi diagnosticada
em 35 (38,5%) gatos deste estudo. Todos os animais com essa lesdo apresentavam intensa carga
fingica na pele e 16 apresentavam também lesoes de rinite/rinossinusite. Outros estudos em
gatos com os mesmos achados histopatoldgicos nos pulmoes sugeriram que a rota de entrada
da levedura nesses casos seja por inalagdo, semelhante ao que ocorre em outros fungos que
atingem este 6rgdo (Schubach et al., 2003; Pacheco et al., 2014). Ha também a possibilidade de
chegada da levedura pela via sanguinea ou linfatica como forma de infec¢do desse 6rgao, como
observado em um estudo experimental em ratos com inoculagdo intranasal de leveduras de S.
schenkii, no qual ocorreu alta frequéncia de lesdes na mucosa nasal e sinais respiratorios (Sethi
et al., 1966). Outro estudo experimental com inoculacao subcutanea do fungo em gatos também
identificou leveduras nos pulmdes dos mesmos (Kier et al., 1979). Com relagdo a inalagao de
esporos (conideos), esta possibilidade deve ser considerada devido ao ciclo de propagagao do
fungo e permanéncia de esporos em terra rica em matéria organica, como relatado em humanos
(Chakrabarti et al., 2015). Varios gatos desse estudo viviam em regides com acesso a areas com
solo e matéria organica vegetal.

Periorquite piogranulomatosa e necrosante causadas pelo Sporothrix spp. foi
diagnosticada em 11 gatos do presente estudo. Apesar de ndo haver acometimento do
parénquima testicular em nenhum dos testiculos analisados, hé estudos que isolaram a levedura
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de testiculos de gatos; contudo, apenas um deles apresentava lesao cutdnea na bolsa escrotal
(Madrid et al., 2012). Adicionalmente, outro estudo fez o isolamento fingico em um testiculo
sem lesdo macroscopica (Schubach et al., 2002). A principal hipotese para esses achados ¢ a
temperatura testicular mais baixa que a temperatura corporal, facilitando a multiplicacdo do
fungo, como sugerem alguns estudos experimentais (Tachibana et al., 2001; Nobre et al., 2008;
Madrid et al., 2010). Em nosso estudo, possivelmente ocorreu auto-inoculagao por lambedura,
como descrito por Schubach et al. (2003) e Leme et al. (2007).

A auto inoculacdo traumdtica possivelmente também ocorre na lingua levando a
glossite, como diagnosticada em gatos do presente estudo. Positividade acima de 40% no
isolamento do Sporothrix spp. da cavidade oral foi obtida em gatos com esporotricose
(Schubach et al., 2006, Madrid et al., 2010). Contudo, ndo hé relatos prévios de glossites pelo
Sporothrix spp.

Apesar de haver relatos sobre a presenca do Sporothrix schenckii no SNC em gatos (Kier
et al., 1979), ainda pouco se sabe sobre essa lesao e sua frequéncia. Em nosso estudo, meningite
histiocitaria com leveduras intracitoplasmaticas foram encontradas em 22,9% dos gatos, mas
sem aprofundamento no parénquima e com intensidade leve. Possivelmente, lesdes mais
intensas nao foram encontradas devido ao curso da doenga, considerando que todos os gatos
foram eutanasiados antes de progressao da doenca para a morte.

Conjuntivite associada a esporotricose foi um achado menos frequente, similar ao relato
por Silva et al. (2008). Contudo, a levedura ja foi isolada de mucosas conjuntivais sem lesao
em 41% de gatos com esporotricose (Madrid et al., 2012).

As lesdes de disseminagdo extracutanea do Sporothrix spp. encontradas nos gatos do
presente estudo, reforcam a possibilidade de outras vias de infeccao e disseminagdo como por
exemplo, a via sanguinea. O isolamento de leveduras em sangue periférico foi documentado
em gatos com lesdes cutaneas disseminadas (Schubach et al., 2002; Schubach et al., 2003) e em
gatos com lesdes cutineas localizadas e em boa condi¢do corporal (Schubach et al., 2002).
Além disso, os resultados do presente estudo nos mostram que as lesdes extracutaneas sao mais
frequentes ao comparar as informagdes existentes na literatura sobre essa doenga em gatos.

A identificacdo da espécie de Sporothrix realizada em um gato do presente estudo, com
a forma cutinea disseminada e envolvimento de Orgdos internos, sugere que Sporothrix
brasiliensis seja a espécie presente nas infecgdes micdticas cutaneas e extracutaneas nos gatos
examinados neste estudo e também, em Belo Horizonte. O Sporothrix brasiliensis € associado
a alta viruléncia e a lesdes cutaneas disseminadas em humanos (Almeida-Paes et al., 2014).

Os diferentes testes diagnosticos (citopatologia, histopatologia, imuno-histoquimica e
cultura fungica) utilizados nas lesdes cutaneas dos gatos deste estudo mostraram alta
sensibilidade. Um estudo realizado por Silva et al. (2018), também comparou diferentes
métodos diagndsticos, no qual a coloracao pelo GMS mostrou a maior sensibilidade. Entretanto,
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em nosso estudo, quando a carga fungica era muito discreta, melhores resultados foram obtidos
com a imuno-histoquimica e PCR, comparado aos outros testes.

E importante ressaltar que 44,34% dos gatos desse estudo apresentaram carga fiingica
baixa, apesar de apresentarem lesdes cutaneas intensas, sendo necessaria a utilizacdo de IHQ
ou cultura fingica para o seu diagnostico, levantando a questao sobre a possibilidade de uso de
traparia antifungica nesses gatos. Entretanto, as informagdes com relagdo ao tratamento prévio
indicaram que a quase totalidade dos gatos ndo recebia tratamento antifingico. Dessa forma,
outros fatores (como por exemplo, a resposta imunoldgica do hospedeiro), devem ser
investigados para esclarecer esses achados.

5. Conclusoes

O presente estudo utilizou exames macroscopicos e complementares em 110 gatos com
suspeita de esporotricose felina, com resultados detalhados sobre a distribuicao das lesdes
extracutaneas, algumas ainda raramente estudadas e documentadas nesta espécie. Os achados
extracutaneos mais comuns foram rinite/rinosinusite piogranulomatosa, linfadenite
granulomatosa e histiocitaria sinusoidal, além de meningite, pneumonia, periorquite, glossite e
conjuntivite pelo Sporothrix brasiliensis. Destes achados, meningite e glossite ainda nao
haviam sido descritas em gatos. Além disso, a forma extracutanea foi frequente, a qual pode ser
relacionada com alta patogenicidade desse fungo.

Os achados cutaneos foram similares a estudos realizados previamente, com carater
inflamatorio de dermatite piogranulamotosa ou granulomatosa; com menor carga fungica nas
lesdes que eram constituidas por numerosos macrofagos epitelioides.

A citopatologia e a histopatologia mostraram resultados eficientes no diagnostico da
doenca, mas quando a carga fungica da lesdo ¢ baixa sdo necessarios testes adicionais como a
imuno-histoquimica para evitar falsos negativos.

Mais estudos ainda sdo necessarios para o esclarecimento das vias de disseminagao das
leveduras para os diferentes 6rgdos e tecidos e da resposta imunoldgica dos gatos no combate
da levedura.
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