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1. INTRODUCAO

A esporotricose é uma infeccdo micotica, geralmente restrita ao tecido
subcutaneo e linfatico adjacente, de evolucdo subaguda a cronica, causada
pelo Sporothrix schenckii, um fungo dimérfico, saproéfita do solo e de
distribuicdo cosmopolita (Donadel et al.,1993; Randhawa et al., 1994). Esta
enfermidade ocorre com maior freqiiéncia em zonas de clima tropical e
subtropical (Donadel et al., 1993; Marques et al., 1993; Sampaio et al, 2000)
acometendo a espécie humana e varias espécies de animais domeésticos e
silvestres (Donadel et al., 1993; Marques et al., 1993; Werner & Werner,
1993).

Clinicamente, a esporotricose caracteriza-se por uma diversidade de
lesbes que variam desde uma sindrome cutédnea fixa a sistémica
disseminada. Este fato, bem como a regressédo ocasional espontanea da
doencga, denota a heterogeneidade da resposta do hospedeiro (Ruiz &
Carvajal, 1986).

Um aumento da frequéncia de ocorréncia da esporotricose felina nos
ultimos anos tem sido documentada, sendo o potencial antropozoondtico
desta infeccdo relatada por diversos autores (Read & Sperling, 1982;
Dunstan et al., 1986; Larsson et al., 1989; Zamri-saad et al., 1990; Marques

et al., 1993; Werner & Werner, 1993; Farias et al.,, 1995, Andrade et al,
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1999). Outras peculiaridades inerentes a esporotricose nesta espécie sao o
aparecimento preferencial em felinos machos e adultos (Davies & Troy,
1996), a intensa quantidade de microrganismos fungicos no tecido, no
exsudato e fezes dos animais infectados (Dunstan et al., 1986; Moriello et al.,
1989; Gross et al., 1992; Werner & Werner , 1993; Marques et al., 1993;
Yager & Wilcock, 1994; Farias et al., 1995), além da propensdao a
disseminacéo sistémica da infec¢do a partir da lesdo cutanea primaria, sem
associagdo direta com distirbios imunodepressores ou terapia
imunossupressora (Kier et al.,, 1979; Dunstan et al., 1986; Rosser, 1993;
Werner & Werner, 1993; Scott et al., 1995; Davies & Troy, 1996).

Adicionalmente, a esporotricose felina pode mimetizar outras infeccoes
granulomatosas e neoplasias cutaneas, sendo imprescindivel, para o
estabelecimento de um diagndéstico definitivo, recorrer ao uso de exames
subsidiarios, como o0 citopatolégico, histopatologico, imunofluorecéncia
direta, cultivo e identificacdo fungica (Dunstan et al, 1986; Lappin, 1993;
Werner & Werner, 1993; Scott et al., 1995).

No estudo das micoses, associado ao isolamento e identificacdo do
agente, a clarificacdo das formas parasitarias dos microrganismos dentro dos
tecidos é extremamente importante para o0 entendimento de seus
mecanismos etiopatogénicos, a medida que estas sdo determinadas pela
inter-relacdo entre o parasita e 0 hospedeiro, representando a expressao

final dos mecanismos de defesa contra a infec¢cédo (Hiruma et al., 1992).
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Desta forma este trabalho teve a finalidade de promover:
Uma avaliacdo da esporotricose felina, observando sua evolugéo clinica,
seu potencial de disseminacdo cutanea, extracutanea e remissao
espontanea;
Averiguacdo das formas parasitarias teciduais do S. schenckii e a
resposta inflamatéria que acompanha a infec¢do, objetivando uma
melhor compreensao das particularidades do processo etiopatogénico da
esporotricose de ocorréncia natural nesta espécie. e dos
Uma avaliagdo dos fatores que colaboram para seu potencial zoonoético
da esporotricose felina.
Uma avaliagdo da sensibilidade e da qualidade da amostra obtidas
através de citologia aspirativa por agulha fina no diagnéstico da
esporotricose felina experimental.
Uma comparagdo da sensibilidade diagnostica dos exames
citopatoldgico, histopatoldgico e cultivo e identificacdo fungica, nas varias

fases de evolucéo da esporotricose felina experimental.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Definicéao e etiologia

A esporotricose € uma infec¢cdo micotica granulomatosa, de evolucao
subaguda a cronica, geralmente restrita ao tecido cutaneo, subcutaneo e
linfatico adjacente (Donadel et al.,1993; Randhawa et al., 1994). O primeiro
caso comprovado de esporotricose humana foi descrito por Schenck, nos
Estados Unidos, em 1898 (Grekin, 1984), sendo todas as formas de
esporotricose causadas por uma Unica espécie, o Sporothrix schenckii
(Donadel et al.,1993).

O Sporothrix schenckii € um fungo de reproducdo sexuada, dimorfico,
que se desenvolve sob a forma leveduriforme a 37°C e sob a forma micelial
a temperatura ambiente (Cruz et al., 1985). Este agente é capaz de viver de
forma sapréfita em vegetais, detritos de plantas e o solo rico em matéria
organica, tendo sido isolado do feno, da palha, espinhos de roseira, plantas e
arbustos espinhosos, plantas de berbéro, mofo de esfanginea, cana-de-
acucar, espinho de cactos, espiculos de aveia, espigas de milho, grama,
tulipas, cogumelos, batata, bambul, cravo, cascas de arvore e musgos
(Donadel et al.,1993). Adicionalmente o Sporothrix schenckii foi isolado como
contaminante da agua, da cavidade orofaringea, pélos e unhas de animais

(Donadel et al.,1993).
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2.2. Epidemiologia

A esporotricose apresenta distribuicdo mundial, sendo a micose
profunda de maior prevaléncia mundial em humanos (Donadel et al.,1993) e
de maior freqiéncia de ocorréncia em algumas areas urbanas (Castro &
Salabian, 1989; Sampaio et al., 2000). Sua incidéncia € maior em regides de
clima tropical e temperado (Donadel et al.,1993; Marques et al, 1997;
Sampaio et al.,, 2000), havendo atualmente, maior descricdo de casos na
zona centro-sul do continente americano, na Africa e Japdo (Donadel et
al.,1993).

O Sporothrix schenckii ndo é capaz de penetrar a pele intacta, sendo a
infeccdo adquirida principalmente pelo implante traumatico que ocorre em
pequenos cortes, abrasdes e puntura com material contaminado, ou
contaminacdo de solucbes de continuidade, que permitem ao fungo atingir
camadas cutaneas mais profundas (Donadel et al.,1993).

A infeccéo tem sido descrita em humanos e em grande variedade de
espécies animais domésticas e silvestres (Werner & Werner, 1993). Em
Medicina Veterinaria, casos de esporotricose no Brasil foram descritos em
muares (Piratininga, 1943; Moreira et al., 1967), em asininos (Moreira et al.,
1967), em bovinos (Macedo & Costa, 1978), em chimpanzés (Saliba et al.,
1968), em caninos (Migliano et al., 1963/64; Londero et al., 1964; Nahas et

al., 1993; Brustein et al.,1999) e em felinos (Freitas et al., 1965; Larsson et
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al., 1989; Larsson et al., 1993; Marques et al., 1993; Farias et al., 1995;
Nogueira et al., 1995; Andrade et al.,1999; Brustein et al.,1999). Os casos
descritos, estao restritos a regido Sudeste, sendo os estados de Sao Paulo,
Rio de Janeiro e Minas Gerais aqueles com maior niumero de registros.

Uma maior incidéncia da esporotricose felina foi descrita nos ultimos
anos (Kier et al., 1979; Dunstan et al., 1986; Wigney & Oxenford,1993;
Kennis et al., 1994; Nakamura et al., 1996), tendo sido considerada a quarta
infeccdo micotica profunda mais comum nos Estados Unidos (Davies & Troy,
1996). No Brasil, a esporotricose € a principal infeccdo micética profunda em
felinos, pertencendo a literatura nacional as maiores cole¢cdes de casos
diagnosticados em um curto periodo: oito casos em 18 meses (Freitas et
al.,1965) e 12 casos em 27 meses (Brustein et al.,1999).

A disseminacdo da infeccdo entre felinos parece estar relacionada a
seus habitos de penetrar por entre ninhos e frestas de materiais descartados,
esfregar-se no solo, em cascas de arvores, e por arranhfes ou mordidas,
devido a brincadeiras e brigas com outros gatos (Read & Sperling,1982;
Larsson et al., 1989; Farias et al.1997). Os felinos machos néo castrados sao
mais comumente acometidos, tendo geralmente faixa etéria inferior a quatro
anos de idade e livre acesso a rua. Este fato decorre da natureza geofilica do
fungo e maior exposicdo a mordidas e arranhaduras, por conflitos territoriais
e pelas fémeas (Restrepo et al., 1986; Donadel et al.,1993; Scott et al.,1995;

Davies & Troy, 1996; Farias et al.,, 1997). Uma maior incidéncia da
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enfermidade foi relatado na raca siamesa, em relacdo a sua populacédo de
atendimento hospitalar (Davies & Troy, 1996).

Em c@es ndo ocorre predisposicdo etaria ou sexual para a
esporotricose, entretanto esta € mais comumente observada em animais
destinados a caca (Scott et al.,1995).

Em humanos, a esporotricose acomete pessoas de qualquer raca ou
idade e embora seja considerada rara na infancia, no Brasil isso nao é
verificado. Em relacdo ao sexo, esta infeccdo € mais comumente no homem
adulto por sua exposicdo ocupacional e recreacional (Donadel et al.,1993),
entretanto, alguns relatos no Brasil e no México, diferentemente do que
ocorre em outras infeccdes micoticas, ha nitido predominio do acometimento
de mulheres (Donadel et al.,1993). Em humanos a esporotricose €
considerada uma dermatose ocupacional, peculiar a algumas atividades
profissionais que lidam com o solo e vegetais, como floristas, agricultores,
jardineiros, horticultores, silvicultores, engenheiros agronomo e florestal

(Marques et al., 1993).
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2.3. Aspectos antropozoondticos

Casos de esporotricose humana a partir da mordedura, arranhadura
ou picada de animais carregadores assintomaticos do fungo na cavidade
orofaringea, bicos e unhas tém sido comumente descritos (Donadel et
al.,1993).

O primeiro caso de transmissdo da esporotricose animal, de
ocorréncia natural, para o ser humano foi descrito por Read & Sperling
(1982) a partir da infeccéo felina. Desde entdo sucessivos casos tém sido
descritos em diversos paises (Nusbaum et al., 1983; Dunstan et al., 1986;
Zamri-saad et al., 1990; Rafal & Rasmussen, 1991; Kelly & Clark, 1991) e no
Brasil (Larsson et al., 1989; Marques et al., 1993; Nogueira et al., 1995;
Farias et al., 1995; Andrade et al.,1999). Em recente estudo desenvolvido
pela Faculdade de Medicina de Botucatu (SP) a transmissdo da
esporotricose felina para o ser humano foi responséavel por 7,5% de 53 casos
de esporotricose diagnosticados entre 1976 e 1995 (Marques et al., 1997).
Epidemiologicamente, Médicos Veterinarios, proprietarios, pessoal auxiliar e
estudantes tém sido acometidos (Read & Sperling, 1982; Dunstan et al.,
1986; Lappin, 1993; Marques et al., 1993; Werner & Werner, 1993;).

O contadgio da espécie humana tem-se restrito a infeccdo felina
(Dunstan et al.,, 1986), estando presumivelmente relacionado a copiosa

guantidade de microrganismos fungicos presentes no tecido e no exsudato
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dos gatos infectados (Dunstan et al.,, 1986; Lappin, 1993; Marques et al.,
1993; Werner & Werner, 1993). Porém, talvez esta ndo seja a Unica razao,
pois grande numero de células fungicas foram também visualizados no
tecido e exsudato de um c&do com esporotricose, ndo ocorrendo, entretanto,
transmissao para as pessoas que o0 manipularam (Moriello et al., 1988).

O quadro clinico, histologico e micolégico da esporotricose humana
adquirida a partir da infeccdo felina ndo difere de sua forma classica
(Marques et al., 1993) e a transmissdao se estabelece por meio de
arranhadura, mordedura, contaminacdo de solucdo de continuidade cutéanea,
ou contato direto da pele levemente irritada, com lesdes ulceradas e
exsudativas de gatos infectados (Dunstan et al., 1986). Microrganismos
fangicos tém sido observados nas fezes de gatos acometidos, havendo risco
de inalacdo e desenvolvimento da esporotricose extracutanea em

hospedeiros imunocomprometidos (Dunstan et al., 1986; Lappin, 1993).
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2.4. Aspectos clinicos

As manifestacdes clinicas da esporotricose sdo polimorficas, podendo
esta ser classificada em cuténea fixa, linfocuténea, cutanea disseminada e
extracutanea (pulmonar primaria e sistémica) (Rafal & Rasmussen, 1991;
Donadel et al.,1993; Sampaio et al., 2000), sendo a forma que assume a
doenca provavelmente determinada pela resposta imunolégica do
hospedeiro (Donadel et al.,1993).

A sindrome cutanea fixa caracteriza-se por lesdes nodulares, de
bordas elevadas, centro necrético-ulcerado, crostificacdo e exsudacao
purulenta (cancro-esporotricético), podendo se apresentar ainda nas formas
de papula ou placa infiltrada, pépulo-tuberosa, tubero-nodular, verrucosa,
ulcerosa, macular, acnéica, erupcdo descamativa, abscedativa, celulite e
furunculdide (Rafal & Rasmussen, 1991; Donadel et al.,1993; Marques et al.,
1993; Sampaio et al., 2000).

A sindrome cutaneo-linfatica caracteriza-se pela difusdo do
microrganismo fangico para o sistema linfatico adjacente, produzindo cadeia
de nodulos subcutaneos firmes, qgue aumentam, flutuam e as vezes ulceram,
podendo haver aumento dos linfonodos regionais, com ou sem supuragao
(Rafal & Rasmussen, 1991; Donadel et al.,1993; Marques et al.,, 1993;

Sampaio et al., 2000).
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Na forma cutanea disseminada, multiplas lesdes de aspecto variavel
distribuem-se  pelo tegumento, sendo geralmente associada ao
comprometimento do estado geral do paciente (Rafal & Rasmussen, 1991;
Cullen et al., 1992; Donadel et al.,1993; Ticoras et al., 1996; Sampaio et al.,
2000).

Na esporotricose extracutanea pode ocorrer 0 comprometimento de
um ou mais Orgdos, havendo relatos, em humanos, do acometimento
pulmonar, articular, 6sseo, do globo ocular, sistema nervoso central e
periférico, testiculos, epididimo, glandula mamaria, figado, pancreas, baco,
miocéardio, pancreas, tiredide, rins, seios da face e sistema digestivo
(Brunette & Stulting, 1992; Cartwright et al., 1993; Donadel et al., 1993). As
formas cutanea disseminada e extracutédnea foram em humanos, associadas
a terapia imunossupressora, transplantes ou decorrentes de doencgas
debilitantes como cirrose, carcinoma hepatocelular, tuberculose, diabetes,
cancer, sifilis, alcoolismo, doencas linforreticulares, e a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (Donadel et al., 1993; Agarwal et al., 1994; Bolao
et al.,1994; Kumar et al., 1994; Vasen et al., 1996; Al-tawfiq & Wools, 1998).

Em seres humanos, a forma mais comum de esporotricose € a
linfocutanea, seguida da cutanea fixa, disseminada e sistémica (Donadel et
al., 1993).

Nas espécies canina e felina, as lesbes geralmente se distribuem pela

face, porcédo externa do pavilhdo auricular, porcédo distal dos membros, base
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da cauda e tronco (Dunstan e al., 1986; Rosser, 1993; Scott et al., 1995). Em
cdes, as formas cuténea fixa, cutanea disseminada e linfocutdnea séo,
respectivamente, as mais frequiientemente relatadas (Moriello et al.,, 1987;
Rosser, 1993; Scott et al., 1995), sendo a forma extracutanea raramente
observada (Goad & Goad., 1986; Rosser, 1993; Scott et al.,, 1995). Em
felinos, as formas cutanea fixa e cutanea disseminada sdo comumente
relatadas, devido a auto-inoculacéo do fungo além da area de leséo primaria
(Scott et al., 1995; Davies & Troy,1996). Embora os gatos aparentem ter
somente lesdes de ambito dermatologico, muitos animais apresentam
evidéncia a necropsia de comprometimento de linfonodos, vasos linfaticos e
multiplos 6rgaos internos, o que pode sugerir um potencial de disseminacéo
sistémica da doenca a partir da lesdo cutanea primaria (Kier et al., 1979;
Dunstan et al., 1986; Rosser, 1993; Werner & Werner, 1993; Scott et al.,
1995; Davies & Troy, 1996). Estes animais podem apresentar-se anoréticos,
letérgicos e febris (Dunstan et al., 1986; scott et al., 1995), entretanto, em
sua maioria ndo ha sinais clinicos de envolvimento sistémico (Dunstan et al.,
1986). Embora o0 imunocomprometimento possa colaborar para a
disseminagéo sistémica da esporotricose em felinos, a associacdo desta com
o virus da leucemia felina e outras causas especificas de imunossupressao
tem sido raramente observada (Dunstan et al., 1986; Werner & Werner ,

1993; Davies & Troy, 1996).
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2.5. Avaliacéao clinica da infeccao experimental

O comportamento experimental do S. schenckii tem sido avaliado
macroscopica e histologicamente em varias espécies animais como ratos,
camundongos, coelhos, hamsters e gatos (Read & Sterling, 1982), com o
intuito de se observar a evolucdo clinica das lesdes cutaneas, as formas
parasitarias do microrganismo dentro dos tecidos, a resposta imunolégica do
hospedeiro, seu potencial de disseminagao e remisséo. O rato (Barbee et al.,
1977) e o hamster (Read & Sterling, 1982) foram considerados os mais
suscetiveis animais de laboratorio. A inoculagdo subcutanea no hamster
(Mariat & Drouhet, 1954) e em gatos (Barbee et al., 1977) pode produzir uma
doenca similar a observada em humanos, e investigagbes em camundongos
produziram resultados variaveis. O coelho parece ser o mais resistente de
todos os animais de laboratorio (Braude et al., 1960).

Em hamster inoculados subcutaneamente com S. schenckii no
focinho, os primeiros sinais clinicos de infec¢cdo foram edema e eritema no
local do inéculo, observados ao nono dia em 100% dos animais. No 122 dia,
necrose e alopecia foram observadas, seguidos de exsudacgao purulenta no
212 dia, e ulceracdo no 25° dia em todos os animais. NAdulos foram
formados nas patas em sete animais (26%), sendo confirmado se tratarem
de metéastases da infeccdo por cultivo em trés deles (13%). Cultivo positivo a

partir das les6es do focinho foram obtidos a partir do sétimo dia. Cultivo do
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triturado de baco e figado foram negativos em todos os animais (Gonzales
de polania et al., 1990).

Peng-cheng et al.(1993) observaram que camundongos normais
desenvolveram lesGes nodulares de trés a quatro milimetros na primeira
semana apds a inoculagdo intracutdnea do S. schenckii, apresentando
regressdo a partir da terceira semana e resolugdo quase total até a 102
semana. Triturados das lesdes, apresentaram cultivo positivo até a sexta
semana. Nenhuma metastase cutanea e extracutinea da infeccdo foi
evidenciada. Em camundongos atimicos congenitamente, lesbes nodulares
de dois a trés milimetros foram formadas na primeira semana apos a
inoculacdo e ulceraram na segunda semana. Ndo houve regressdo das
lesbes até a 112 semana de observacdo. Lesdes metastaticas foram
percebidas na cauda em dois animais (20%), sendo obtido, a partir das
lesbes, em todos os momentos, cultivo positivo

Mcdonald et al. (1980), demonstraram que 25% dos gatos inoculados
com Sporothrix schenckii tiveram resolucdo espontanea da doenca. Em outro
estudo, usando felinos como modelo de infeccdo experimental, Barbee et al.
(1977) induziram esporotricose em 18 de 20 gatos adultos, de ambos os
sexos, usando uma suspensdo de leveduras de S. schenckii inoculada em
um dos coxins plantares dos animais. Uma les&o nodular desenvolveu-se no
local priméario da inoculacdo cinco semanas apés a injecao, ulcerando-se em

seguida e difundindo-se secundariamente aos vasos linfaticos adjacentes e
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linfonodos satélites. Cultivo positivo do S. schenckii foi obtido a partir das
lesdes (primarias e secundérias) e linfonodos, durante o curso da infecgéo e
na ocasido da necropsia. Fragmentos de multiplas visceras, na ocasido da
necropsia, foram submetidos ao cultivo fungico, sendo este positivo em 50%
dos casos, embora lesbes macroscopicas fossem observadas somente em
um animal, o que demonstra o0 provavel potencial de disseminacéo
sisttmica da esporotricose nesta espécie. Neste estudo, a avaliacdo
histopatolégica das lesbes e da resposta imunolégica do hospedeiro

induzidas pelo S. schenckii ndo foram realizadas.
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2.6. Avaliacao histopatoldogica e da resposta imunoldgica
ao Sporothrix schenckii.

Histologicamente, as lesGes cutaneas da esporotricose e a
demonstracdo dos elementos fungicos em cortes histoldgicos teciduais séo
variaveis, dependendo do estado imunolégico do hospedeiro e espécie
considerada. Geralmente observa-se uma epiderme acantética, ulcerada,
com crostas e exsudacdo variavel. Abscessos intra-epidérmicos sao
freqientemente achados na epiderme hiperplasica. Um infiltrado inflamatorio
€ percebido em toda derme e, as vezes, no paniculo, que mostra uma zona
central supurativa, composta por neutréfilos, circundada por uma zona
tuberculbide de células epitelidides e células gigantes, e uma zona periférica,
composta por linfocitos e plasmécitos (Peng cheng et al., 1993).

Em felinos com esporotricose de ocorréncia natural, a epiderme é
acantotica, podendo ser ulcerada, havendo variavel exsudacéo, crostificacao
e pustulacdo. Uma intensa inflamacdo composta por macréfagos e alguns
neutrofilos, intermediados por linfécitos e ocasionais plasmaécitos, em um
padrdo nodular a difuso, é visto na derme superficial e profunda. O que
diferencia marcantemente a esporotricose felina das outras espécies é a
abundante quantidade de microrganismos fungicos, os quais sdo facilmente
vistos, mesmo em colora¢gfes histoquimicas de rotina, como a hematoxilina-

eosina (H&E) (Moriello et al., 1989; Gross et al., 1992; Werner & Werner.,
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1993; Yager & Wilcock, 1994). Em H&E as células fungicas sdo pleomorficos,
com corpos celulares pequenos, medindo entre 3 a 5™ e envoltos por um
halo claro (devido a retracdo da parede celular), podendo estar no interior de
vacuolos nos fagécitos ou livres no tecido (Yager & Wilcock, 1994).
Corpusculos asterdides (fenébmeno de Splendore-Hoeppli) como descritos
nas lesdes humanas ndo € um achado frequénte (Yager & Wilcock, 1994).
Quando corados pelo acido periodico de Schiff (P.A.S.), mostram corpo
celular basofilico, halo claro e rima periférica vermelha. Corados pela prata
metenamina de Gomori, evidenciam-se formas em naveta, formas
arredondadas com brotamento simples, claviformes e outros com
brotamentos arredondados (Marques et al., 1993).

A resposta do hospedeiro a esporotricose foi avaliada em estudos
histopatoldgicos seriados, a partir da inoculagcdo do S. schenckii intracutanea
em camundongos normais e imunologicamente deficientes por Hachisuka &
Sasai (1981) e Dickerson et al., (1983), sendo demonstrado um importante
papel mediado pelas células T na resposta imunolégica a infeccao.

Miyaji & Nishimura (1982) e Shiraishi et al (1992) sugeriram que a
ativacdo de macrofagos por linfécitos T sdo essenciais para 0s mecanismos

de resisténcia a infeccao.



Revisao da literatura 31

Um importante papel da NADPH-oxidase e mieloperoxidase no
metabolismo oxidativo e atividade fungicida dos neutréfilos e macréfagos na
esporotricose foi demonstrado por Ramos Zepeda et al. (1986).

Kindara & Fukushiro (1982) classificaram a apresentacéo tecidual das
células fungicas na esporotricose em quatro categorias: a) corpusculo
asterdide; b) microrganismos fangicos livres; c) elementos fangicos no
interior de macréfagos ou células gigantes; d) hifas.

Hiruma et al. (1992), estudando pacientes humanos com
esporotricose, concluiram que: a- células fungicas foram inicialmente
circundadas e fagocitadas por neutrdfilos; b- Células gigantes fagocitavam
ambos, tanto células fungicas como neutrofilos; c- células fungicas nos
tecidos eram viaveis e freqlentemente se multiplicavam no interior de
macrofagos e células gigantes; d- existe uma participacdo importante dos
neutrofilos na formacdo de corplsculos asteréides e, e- células fungicas
observadas eram principalmente arredondadas e ovaladas, ou na forma de
corpusculos asterdides, encontrando-se freqlientemente fagocitadas e
esporadicamente livres no tecido. Desta forma, foi creditado aos neutréfilos
um importante papel nos mecanismos de defesa contra a esporotricose,
sendo as primeiras células a serem mobilizadas, e responsaveis pela
fagocitose e fragmentagdo dos microrganismos fungicos. Secundariamente,
observa-se um infiltrado de macréfagos e células gigantes, entretanto o S.

schenckii mostra-se resistente a sua atividade fungicida, na medida em que
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elementos fangicos intactos e em brotamento sdo observados no interior
destes. Tais células agem com o intuito de formar um granuloma, na tentativa
de funcionar como uma barreira para 0 microrganismo, € sao responsaveis
pela cronificacdo da infeccao.

Avaliacdo histopatoldgica desde os estagios iniciais até a 112 semana
apos a inoculacdo do S. schenckii intracutdnea em camundongos normais e
atimicos congenitamente, foi feita por Peng-cheng et al. (1993). Em
camundongos normais, numerosos neutréfilos foram observados seis horas
apos a inoculagao, formando microabscessos e levando a fragmentacdo dos
elementos fungicos apés 24 horas. De cinco a sete dias, alguns
microabscessos foram circundados por histidcitos e linfécitos com escassas
células gigantes. Os elementos flangicos, na terceira semana, foram
numerosos, mas fragmentados, e finalmente desapareceram na quinta
semana, coincidindo com uma rapida diminuicdo no numero de neutrofilos.
Histiécitos diminuiram na nona semana. Em camundongos atimicos
congenitamente, com deficiéncia na imunidade celular mediada, o nimero de
neutrdfilos, histiécitos, a formacédo de microabscessos e do granuloma foram
similares aos de camundongos normais. Entretanto, fagocitose e
fragmentacdo de elementos fungicos ndo foram observados. Os
microrganismos fungicos inicialmente se localizavam no interior dos
microabscessos, porém depois se difundiram para o interior do granuloma. A

acumulacdo de neutrofilos permaneceu durante todo periodo teste, néo
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sendo observada a presenca de células gigantes e regresséo das lesdes.
Este estudo demonstrou um importante papel dos neutréfilos nos
mecanismos de defesa inicial contra a esporotricose, sendo estes
responsaveis pela fagocitose e fragmentacdo dos blastosporos e
colaborando para a cicatrizagdo das lesdes. Entretanto, esta atividade se
encontra deprimida em camundongos com deficiéncia na imunidade celular

mediada.

2.7. Avaliacao citopatologica

O exame citopatolégico, a partir das lesbes dermatologicas
desenvolvidas na esporotricose, tem-se mostrado um importante método de
triagem, capaz de estreitar a lista de diagnosticos diferenciais e conduzir o
clinico em seu plano diagnostico (Dunstan et al., 1986; Lappin, 1993; Werner
& Werner, 1993; Scott et al.,1995). Adicionalmente, este exame apresenta
um baixo custo, os procedimentos para sua realizacdo sdo simples e
rapidos, permitindo sua realizacdo ambulatorialmente (Scott et al.,1995).

As amostras para 0 exame citopatolégico podem ser obtidas por
impressao, a partir do exsudato, ou por aspirado com agulha fina da leséo,
devendo ser fixadas e logo apos coradas. A coloracdo de escolha, e mais
usual na pratica clinica, € o Wright modificado. Esta colaracdo do tipo

Romanovsky, apesar de ndo fornecer detalhes nucleares, oferece melhor



Revisao da literatura 34

diferenciacdo de estruturas citoplasmaticas e microrganismos (Scott et al.,
1995).

O exame citopatolégico na esporotricose geralmente revela uma
inflamac&o supurativa, piogranulomatosa ou granulomatosa. As células
fungicas sdo numerosas e facilmente encontrados na esporotricose felina,
apresentado-se como leveduras pleomoérficas (arredondadas, ovaladas ou
em forma de naveta), medindo de dois a 10mm, circundadas por um halo
claro, livres ou fagocitadas (Dunstan et al., 1986; Lappin, 1993; Werner &
Werner, 1993; Scott et al., 1995).

Em todas as amostras observadas por Davies & Troy (1996) e Brustein
et al. (1999), o exame citopatoldégico subsidiou o diagnostico de

esporotricose, o qual foi posteriormente confirmado pelo cultivo fungico.

2.8. Avaliacéao do cultivo e identificacéo fungica
O cultivo e identificacdo fungica é o método definivo de diagnéstico da
esporotricose. O exsudato, colhido por zaragatoa estéril a partir das lesées
ou fragmentos de biopsia de pele pode ser encaminhado para o cultivo
(Dunstan et al., 1986; Lappin, 1993; Werner & Werner, 1993; Scott et al.,
1995; Brustein et al. (1999).
O S. schenckii é um fungo dimérfico que, quando cultivado em meios

enriguecidos (a4gar cérebro-coracao) e incubado a temperatura constante de
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37°C, forma leveduras pleomérficas ou quando cultivado em &gar
Sabouraud, a temperatura ambiente, o crescimento é micelial. Neste caso,
h&d formacdo de uma pelicula enrugada, aderente ao meio de cultura,
resistente, formando as vezes micélio aéreo. No inicio a colénia € de cor
creme, escurecendo com a maturidade do cultivo, tornando-se marrom
chocolate e logo ap6s marrom escuro, quase negro. A microscopia,
observam-se hifas finas e septadas, com pequenos conidios ovéides na
extremidades de diminutos esterigmas sobre um conidiéforo, em um padréo

lembrando “pétalas de margarida” (Cruz, 1985; Brustein et al., 1999).



3. MATERIAL E METODO

3.1. Formacao do grupo experimental

Foram utilizados 20 animais da espécie felina, adultos, com idade
entre um e cinco anos, distribuidos equitativamente entre 0s sexos,
rejeitando-se fémeas prenhes. Todos os animais foram submetidos a exames
clinico e subsidiarios (hemograma e parasitoloégico) e previamente ao
experimento, vermifugados®. Os animais foram subdivididos em jaulas
individuais na sala de isolamento do gatil da Universidade do Oeste Paulista-
UNOESTE, Presidente Prudente (SP), sendo sua alimentacao realizada com
racdo felina 2, devidamente balanceada, duas vezes ao dia e a &gua mantida
“ad libitum”.
3.2. Microrganismos fangicos

Uma cepa de Sporothrix schenckii, cultivada em meio seletivo®,
originada a partir de um paciente humano com diagnéstico de
esporotricose  cutaneo-linfatica, confirmado pelo Laboratorio de
Micologia do Servico de Dermatologia e Radioterapia da FM-Unesp-

Botucatu (SP), foi utilizada para preparacdo do inoculo e inducdo da

infeccdo experimental.

1- Endal (Shering Plough)
2- Whiskas (Pedigree champ)
3- agar Sabouraud- dextrose (DIFCO)
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3.3. Preparacao do inoculo fungico e averiguacao de sua
viabilidade.

O S. schenckii foi recultivado em agar cérebro-coracdo* e mantido em
estufa a temperatura constante de 37°C, pelo Servico de Patologia da FM-
Unesp- Botucatu (SP), sendo realizado subcultivos a cada ste dias, com a
finalidade de manter o fungo em estagio leveduriforme.

Uma suspensédo de leveduras foi realizada em 10 ml de solugéo
salina estéril, pH 7,4 , sendo logo apods filtrada em gaze estéril para a
remocao de residuos miceliais. Uma solucéo (1: 10) resultante da diluicdo de
0,1 ml da suspensdo em 0,9 ml de salina estéril foi entdo preparada. Para
testar a viabilidade do in6culo, 0,2 ml da solugéo (1: 10) foi adicionada a 0,1
ml de brometo de etidio® (ajustada em PBS, pH 7,2, para 50 mg/ml) e 0,1 ml
de diacetato de fluoresceina® (ajustada a 5mg/ml, mantida a 20°C e diluida
em PBS a 1:1000), sendo incubada em estufa a temperatura constante de
37°C por 15 minutos.

A viabilidade do inéculo foi verificada sob fluorescéncia microscopica,
sendo as células viaveis coradas em verde pelo diacetato de fluoresceina e
as células mortas coradas em vermelho pelo brometo de etidio (Calish et al.,

1978). Quantificou-se as blastoconidias a partir da contagem em nove

4- 4gar cérebro-coracdo (DIFCO)
5 Brometo de etidio (SIGMA)
6- Diacetato de fluoresceina (SIGMA)
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guadros de uma camara de Neubauer, sendo mantida uma concentracédo do

inéculo de 2,0 x 10° blastoconidios por um mililitro de solug&o salina.

3.4. Infeccao experimental

A dose do inéculo foi previamente determinada em estudo piloto,
envolvendo dois animais machos e duas fémeas. Cada animal foi infectado a
partir da aplicacdo subcutanea de 0,5 ml do inéculo (10° células fingicas
viaveis) na regido frontal da face, um dos locais mais comumente envolvidos
na infeccdo de ocorréncia natural na espécie felina, sendo apenas aparados

0s pélos previamente a inoculagao.

3.5. Avaliacéao clinica

Os animais foram submetidos a exame clinico semanalmente, apos a
data da inoculagéo, por quatro semanas, descrevendo-se detalhadamente a
evolucdo das lesBes dermatologicas e alteracdes clinicas sistémicas que
acompanhavam a infeccdo. ApoOs este periodo, 10 animais, divididos
equitativamente entre os sexos, foram sacrificados e os 10 restantes
continuaram a ser avaliados clinicamente por mais quatro semanas. A
infeccdo experimental foi confirmada a cada duas semanas pelo cultivo
fangico, em &gar Sabouraud, realizado a partir de uma amostra do exsudato

(colhido por zaragatoa estéril) da lesdo dermatologica primaria, pelo



Material e Método 39

Laboratério de Microbiologia da Universidade do Oeste Paulista- UNOESTE,
Presidente Prudente (SP). A identificacédo e classificacdo micoldgica foi feita
pelo Laboratério de Micologia do Servico de Dermatologia e Radioterapia

da FM-Unesp, Botucatu (SP).

3.6. Avaliacao histopatologica

Ap6s medicacdo pré- anestésica’ (dose de 0,2 mg/kg) e anestesia
geral (dose de 10 mg/kg), uma biopsia por saca-bocado, de cinco milimetros
de didametro foi colhida de cada animal da regido a ser inoculada previamente
ao experimento. Biopsias de pele adicionais do area de lesdo foram
realizadas no 152 e 302 dia em 20 animais (10 machos e 10 fémeas), e em
10 animais(5 machos e 5 fémeas) no 602 dia apds o indculo. Os fragmentos
de biopsia de cada animal foram fixados em formalina neutra a 10% e
encaminhados ao Servi¢o de Patologia da FM- UNESP, Campus de Botucatu
(SP). Estes foram incluidos em parafina e trés laminas com multiplas
sessoes seriadas de cinco micra de espessura foram preparadas a partir de
cada bloco, sendo coradas pela hematoxilina-eosina (H&E)® , prata-

metenamina de Gomori® e 4cido periddico de Schiff (P.A.S.)°.

7- Cloridrato de acepromazina 2%- (UNIVET)
8- Tiletamina e Zolazepam (VIRBAC)
9- Coloracdes citoquimicas (SIGMA)
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Na avaliacdo histopatologica, em cada momento, determinaram-se as
alteracdes dermatopatoldgicas e critérios de graduacdo (00-ausente, 01-
leve, 02-moderado e O03- intenso) foram utilizados para quantificar a
intensidade de cada tipo celular envolvido na resposta inflamatéria a
esporotricose e 0 numero de elementos flngicos nos varios segmentos da
pele. Adicionalmente, classificou-se os elementos fungicos quanto a suas
formas de apresentacdo tecidual, localizacdo (intra ou extracelulares) e

viabilidade.

3.7. Avaliacao citopatoldégica

A amostra de material para avaliacdo citopatolégica foi obtida por
método aspirativo, utilizando-se uma seringa de 10ml anexada a uma agulha
fina 20 x 7 mm. A técnica consiste na introducdo da agulha na area de lesao.
O émbolo da seringa € puxado com o intuito de criar pressdo negativa no
local da puncédo, a agulha € movimentada em leque para proporcionar o
desprendimento de material para o interior da agulha e em seguida a
pressdo negativa é desfeita soltando-se o émbolo. O conteldo é entédo
depositado e espalhado sobre a superficie de uma lamina de vidro de ponta
fosca, fixado em metanol e corado pelo método de Wright modificado®.

O exame citopatologico foi realizado em cada animal na regido a ser

inoculada previamente ao experimento, e apos a inoculacdo, na segunda e
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guarta semanas em 20 animais (10 machos e 10 fémeas), e na oitava
semana nos 10 animais restantes (cinco machos e cinco fémeas).

Critérios para avaliagdo qualitativa do exame citopatolégico foram
estabelecidos, procurando-se verificar sua capacidade de demonstrar, em
cada momento da infeccdo, a reacdo inflamatoria associada a esporotricose,
identificar o microrganismo fangico, especificando suas formas, sua
localizac&o (intra ou extracelulares) e sua viabilidade, além de graduar (00-
ausente, 01- leve, 02- moderada e 03- intensa) a intensidade dos tipos
celulares envolvidos na resposta inflamatoria ao S. schenchii e a quantidade
de células fungicas. Adicionalmente uma comparacdo entre a sensibilidade
dos exames citopatoldgico, histopatolégico e cultivo fungico foi realizada ao

152, 30% e 602 dias de infeccéo.

3.8. Avaliacao da disseminacao sistémica da esporotricose
Com a finalidade de se verificar a disseminacdo sistémica da
esporotricose felina, 10 animais (cinco machos e cinco fémeas) foram
sacrificados na quarta e oitava semanas, respectivamente, apos a inducéo
|11

da infeccdo experimental, com o uso de superdosagem de anestesia gera

seguido de injecao letal de cloreto de potassio a 19,5%* . Os animais foram

10- Panoptico (LABORCLIN)
11- Tiopental Sddico 2,5% (ABBQOT)
12- Cloreto de Potassio 19,5% (ARISTON)
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imediatamente necropsiados pelo Servico de Patologia Veterinaria da
Universidade do Oeste Paulista, UNOESTE, Presidente Prudente-SP.
Fragmentos dos linfonodos submandibular e cervical superficial cranial,
figado, baco, rins e pulmdes, colhidos assepticamente, foram triturados e
semeados em 4gar Sabouraud e mantidos a temperatura ambiente, sendo a
identificacdo micoldgica realizada pelo Laboratério de Micologia do Servico
de Dermatologia e Radioterapia da FM- Unesp, Botucatu (SP).
Adicionalmente, fragmentos destes 6rgdos foram destinados a
avaliacdo histopatologica, sendo fixados em formalina neutra a 10% e
encaminhados ao Servigo de Patologia da FM-Unesp, Botucatu (SP). Estes
foram emblocados em parafina e uma lamina com multiplas sessfes
seriadas de cinco micra de espessura foram preparadas a partir de cada

bloco, sendo corada pela H&E.
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3.9. Analise estatistica
Para o0 estudo das varidveis quantitativas, utilizou-se o método
paramétrico para analise de medidas repetidas (ZAR, 1996).
Para as variaveis qualitativas e semiquatitativas, nos varios momentos
apos a infeccgédo, foi realizado o teste ndo-paramétrico de Friedman (ZAR,

1996)



4. RESULTADO

4.1. Avaliacéao clinica

A evolugdo dos principais sinais clinicos observados na esporotricose
felina experimental, em machos e fémeas, esta representada na Figura 1.

Inicialmente, no local da inoculacdo foi observado o surgimento de
uma papula ou um pequeno nédulo eritematoso, subcutaneo, de consisténcia
variavel de firme a flutuante, indolor e movel (Figura 2a). O quadro clinico
evoluiu gradativamente para o comprometimento da epiderme, ficando esta
violacea, espessada e ulcerada (Figura 2b). Gradativamente, o nodulo se
tornava fixo e aumentava de tamanho. Paralelamente, uma necrose de
liquefacdo do centro lesional foi acompanhada de ulceracdo (cancro
esporotricético) e intensa exsudacdo purulenta ou sanguineo-purulenta que
davam origem a crostas, as vezes de aspecto vegetante (Figura 2c a 2f).

Linfadenomegalia bilateral submandibular e cervical superficial cranial,
sem supuracao, foi freqientemente observada (Figura 1).

Lesdes satélites papulo-crostosas ou placas papulosas, alopécicas e
eritematosas, as quais evoluiam para discretas ulceras, foram verificadas em
oito animais, quatro machos e quatro fémeas, a partir da quarta semana, na
base do pavilhdo auricular, ponte nasal e face. Anorexia, desidratagéo, febre

e emaciacao ocorreram em trés fémeas.
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FIGURA 01.Evolugdo percentual dos principais sinais clinicos dermatolégicos e sistémicos da esporotricose,
em relagdo ao sexo, machos (azul) e fémeas (vermelho), e semanas de infeccdo em gatos
(Felis catus) inoculados experimentalmente com Sporothrix schenckii.
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I

FIGURA 02. LesBes dermatolégicas em felinos Felis catus) inoculados experimentalmente
com S. schenckii. a- Nédulo eritematoso, subcuténeo, de consisténcia varidvel e
mével ao 7°dia de infeccdo; b- Nédulo ulcerado, fixo e exsudativo ao 15° dia de
infeccdo; c- Tumor de centro necrético-ulcerado e exsudacgdo purulenta ao 30° dia de

infeccdo; d- Tumor encimado por crostas hemato-melicérica em aspecto vegetante ao
30° dia de infec¢éo; e e f- Foco sobre goma ao 40° dia de infecc&o.
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A Tabela 1 e a Figura 3 resumem a evolu¢cdo do tamanho lesional
médio em relacao ao tempo de observacao.

ApOs a inoculagdo, o quadro clinico lesional evoluiu de forma
significativa da primeira para a segunda semana em animais de ambos 0s
sexos, havendo um crescimento gradual até a 42 e 5 semana. Apds a
estabilizacdo, verificou-se uma involucdo espontanea das lesdes. Em
machos, diferencas significativas ocorreram entre a 72 e 8 semana em
relacdo a 42, 52 e 62 semanas e nenhuma diferenca foi percebida em relacédo
a primeira semana. Nas fémeas, diferencas significativas ocorreram entre a
82 semana em relagdo a 4%, 5%, 62 e 72 semanas, e nenhuma diferenca foi
percebida em relacdo a primeira semana. Diferencas entre machos e
fémeas, em relacdo ao aspecto e o tamanho lesional foi percebido apenas

entre as 72 e 82 semana.
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Tabela 1- Médias dos diametros lesionais (cm) em relacdo a semana de

infeccio e sexo em felinos (Felis catus) infectados
experimentalmente com Sporothrix schenckii.

SEXO SEMANAS
1a 2a 3a 4a 5a 62 7a ga
Machos
0,67.2 242/ 2757 2,927 2,60, 1,90,¢ 0,76,2 0,50,2

Fémeas 0700 1,95.° 275, 320, 270,° 260" 180,°° 1,50,

Letras maiUsculas para cada sexo, os didmetros lesionais (cm) segundo semanas, seguidos de letras
iguais ndo diferem significativamente (P<0,05).
Letras minUsculas para cada semana apos ainocul agdo, os diametros lesionais (cm) segundo sexo,
seguidos de letras iguai s ndo diferem significativamente (P<0,05).

3,5—‘/  ’
|

3

2,5—/

Média do tamanho lesional (cm)
e
T

Fémeas
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60.

70.

80.
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FIGURA 03. Representagdo grafica dos didmetros lesionais (cm) em relagdo a semana de

infeccdo e sexo em felinos Felis catus), inoculados experimentalmente com
Sporothrix schenckii.
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4.2. Avaliacao dermatopatologica

As Tabelas 2 e 3 e as Figuras 4 e 5 descrevem, respectivamente, a
evolucdo do infiltrado inflamatério no tecido cutdneo e subcutaneo, e a
evolucdo das principais alteragbes dermatopatolégicas observadas na
esporotricose felina, em animais machos e fémeas, infectados
experimentalmente.

No 152 dia verificou-se uma intensa inflamacéo, centrada no tecido
subcutaneo e na derme profunda (Figura 6). O infiltrado inflamatério era
composto por neutréfilos, os quais desenvolviam microabscessos no tecido
subcutaneo, circundados por numerosos macréfagos e linfocitos (Figuras 7 e
8). Plasmdcitos e células gigantes foram esporadicamente observados. Uma
dermatite perivascular caracterizada por um infiltrado linfo-histiocitario
moderado e eventuais plasmécitos foi verificada na transicdo entre a derme e
o tecido subcutaneo (Figura 9).

No 302 dia ap6s a indugdo da infeccdo experimental, observou-se, no
tecido subcutdneo um intenso infiltrado inflamatério de caréater
piogranulomatoso e linfocitico. Uma expansdo da infeccdo pela derme
superficial e profunda foi verificada (Figura 10), sendo composta por um
intenso infiltrado inflamatorio linfo-histiocitario, moderada a intensa presenca
neutrofilos e discreto numero de plasmocitos e de células gigantes.

Paralelamente, foram comumente notados microabscessos, edema,
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vasculite, hemorragia e degeneracéo de fibras colagenas em conjunto com a
intensificacdo da inflamacédo (Figura 11). A epiderme mostrou-se acantoética,
havendo focos de espongiose, degeneracdo hidropica de ceratindcitos,
incontinéncia pigmentar, exocitose linfocitica e neutrofilica, além de
ulceracao e crostificagdo (Figura 12).

No 602 dia, apesar de importante regresséao clinica, houve persisténcia
de diversas alteracfes dermatopatoldgicas na epiderme e na derme, sendo
observados sinais de regeneracdo, predominantemente no tecido
subcutaneo. Um infiltrado inflamatorio piogranulomatoso e linfocitico intenso
foi verificado na derme superficial e profunda, bem como no tecido
subcutaneo.

Diferencas estatisticamente significantes ndao foram verificadas em
relacdo a intensidade e tipo de infiltrado inflamatorio tecidual entre machos e

fémeas, nos varios momentos de infeccéo.
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Tabela 2 Medianas de escores do infiltrado inflamatério dérmico em relacdo ao
sexo ( M machos e F- fémeas) e aos dias de infeccdo, em felinos (Felis
catus) infectados experimentalmente com S.schenckii.

Tipo celular DIAS
00 15 30 60
M F M F M F M F
Linfécito 0,0~ 0,0~ 2,08 2,08 3,08 2,58 3,08 3,0.8
Macréfago 0,0~ 0,0~ 2,08 2,08 2,58 3,08 3,08 3,08
Neutrofilo 0,0~ 0,04 0,0p”8 0,0p7B 1,008 2,008 2,02 3,0.8
Plasmacito 0,0~ 0,0 0,0~ 0,00~ 0,0~ 1,08 0,0~ 0,004B

Escores: 0,0- ausente; 1,0-leve 2,0-moderado e 3,0-intenso
Para 0 mesmo sexo- Letras mailisculas. para cada tipo celular, escores de intensidade de células inflamatérias

(representadas pelas medianas) segundo dias, seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente (P<0,05).

Para 0 mesmo sexo- Letras minGsculas: para cada nimero de dias apds a inoculacdo, escores de intensidade de células

inflamatdrias, representadas pelas medianas, seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente (P<0,05).

Tabela 3- Medianas de escores do infiltrado inflamatoério subcutdaneo em relagéo ao
sexo (M- machos e F- fémeas) e aos dias de infeccdo, em felinos (Felis
catus) infectados experimentalmente com S. schenckii.

Tipo celular DIAS
00 15 30 60
M F M F M F M F
Linfocito 0,0~ 0,0~ 3,0.8 3,08 3,08 3,08 3,08 3,08
Macréfago 0,0~ 0,0.8 3,08 3,0:B 3,08 3,08 3,08 2,08
Neutrofilo 0,0~ 0,0 2,58 3,08 3,0~ 3,08 3,0~ 2,08
Plasmacito 0,0~ 0,0 0,00~ 0,0pA 0,04 0,0~ 0,00~ 0,08

Escores: 0,0- ausente; 1,0-leve; 2,0-moderado e 3,0-intenso
Para 0 mesmo sexo- Letras mailsculas: para cada tipo celular, escores de intensidade de células inflamatérias
(representados pel as medianas) segundo dias, seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente (P<0,05).

Para o mesmo sexo- Letras mindsculas. para cada nimero de dias apds ainoculagdo, escores de intensidade

de células inflamatérias,
significativamente (P<0,05).

representadas pelas medianas, seguidas de letras iguais ndo diferem
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FIGURA 04.Percentual das principais alteragbes dermatopatolégicas epidérmicas em relacdo ao sexo,
machos (azul) e fémeas (vermelho), e aos dias apés inoculacdo, em gatos (Felis catus) com
esporotricose experimental.




Resultado

EDEMA

[ [ [

0% 20% 40% 60% 80% 100%

DEGENERACAO COLAGENA

° / / / /
0% 20% 40% 60% 80% 100%
FIBROSE
60
30
15
0
0% 20% 40% 60% 80% 100%
FIGURA 05.

ABSCESSO

60
30
15
0
| / / / . .
0% 20% 40% 60% 80% 100%
VASCULITE

60
30
15
0
| A A / A .
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Percentual das principais alteracfes dermatopatoldgicas dermais e subcutdneas em relacdo ao

sexo, machos (azul) e fémeas (vermelho), e aos dias apos a inoculagdo, em gatos (Felis catus)

com esporotricose experimental.
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FIGURA 06. Intensa inflamag¢do centrada no tecido subcutidneo e na
derme reticular ao 15° dia de infecgdo em felinos (Felis
catus) inoculados experimentalmente com S. schenckii
(H&E-10X).

FIGURA 07. Intensa inflamacg&o piogranulomatosa no tecido subcutaneo, ao
15° dia de infeccdo, em felinos (Felis catus) inoculados
experimentalmente com S.schenckii (H&E-50X).
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FIGURA 08.Centro supurativo (esquerda) associado a inUmeros macréfagos
epitelidides e células fangicas (seta) pleomdficas no tecido
subcutaneo, ao 15° dia de infeccdo, em felinos Eelis catus)
infectados experimentalmente com S.schenckii (H&E- 100X).

."-'.
-

FIGURA 09.Transicdo dermosubcutanea ao 15° dia de infeccéo,
demonstrando um infiltrado linfoplasmocitico (setas azuis) e
macroéfagos epitelidises (seta preta), em felinos elis catus)
infectados experimentalmente com S.schenckii (H&E- 100X).
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FIGURA 10. Inflamagéo na derme papilar e reticular ao 30° dia de infecgéio,
em felinos (elis catus) infectados experimentalmente com S.
schenckii (H&E- 100X)

FIGURA 11.Presenca de edema e intenso infiltrado inflamatério linfocitico
(seta azul) e piogranulomatoso dermal (seta preta) ao 30° dia
de infeccdo, em felinos (Felis catus) infectados
experimentalmente com S. schenckii (H&E- 100X).
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FIGURA 12. Acantose, degeneragdo hidropica de ceratinécitos basais (seta azul),
incontinéncia pigmentar e exocitose neutrofilica (seta preta)
associado a intenso infiltrado inflamat6rio misto na derme papilar, ao

30° dia infecgdio, em felinos com esprotricose experimental (H&E-
100X).
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4.3. Avaliacao das células fangicas

A evolucdo da intensidade das células fungicas e sua distribuicdo
histologica esta resumida na Tabela 4.

No 15° dia de infeccdo, as células fungicas apresentavam-se livres e
fagocitadas, integras e fagmentadas, em quantidade moderada a intensa e
restritas ao tecido subcutaneo e derme profunda (Figuras 13 e 14).

No 30° dia de infeccdo, os elementos flungicos apresentavam-se livres
e fagocitados, integros e fragmentados, sendo encontrados no interior dos
microabscessos, através do granuloma e difundidos pelo tecido subcutaneo
e camadas da pele. Sua intensidade variou de leve, moderada e
intensa,respectivamente, na epiderme, derme e tecido subcutaneo(Figuras
15 e 16).

No 60° dia de infeccdo observou-se uma importante diminuicdo na
guantidade de células fungicas, sendo esta estatisticamente significante no
tecido subcutaneo dos machos. Entretanto houve persisténcia da infeccao
em todos 0s segmentos cutaneos e no tecido subcutaneo, encontrando-se as
células fungicas geralmente em discreta quantidade, integras e
fragmentadas, livres e fagocitadas em ambos os sexos (Figuras 17 e 18).

Diferencas estatisticamente significantes ndo foram verificadas em
relacdo a intensidade tecidual das células fungicas, entre machos e fémeas,

nos varios momentos de infecgéo.
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Tabela 4- Medianas de escores de intensidade de células fungicas segundo

localizacao histoldgica cutanea, dias de infeccdo e sexo (M- machos e
F- fémeas) em felinos [elis catus) infectados experimentalmente com

Sporothrix schenckii.

Camadas DIAS
00 15 30 60
M F M F M F M F
Epiderme 0,0~ 0,0~ 0,0~ 0,0~ 1,08 1,08 1,08 1,08
Derme 0,0~ 0,0~ 2,008 1,58 1,508 2,008 1,0~8 1,028

Subcutaneo 0,0~ 0,0~ 2,0, 3,08 3,08 3,08 0,0~ 1,08

Escores: 0,0- ausente; 1,0-leve; 2,0-moderado e 3,0-intenso

Para 0 mesmo sexo- Letras mailsculas para cada camada, escores de intensidade de células fungicas
(representadas pelas medianas) segundo dias, seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente
(P<0,05).

Para o0 mesmo sexo- Letras minlsculas para cada nimero de dias apds a inoculacdo, escores de
intensidade de células fungicas, representadas pelas medianas, segundo camadas, seguidas de letras
iguais ndo diferem significativamente (P<0,05).
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FIGURA 13. Numerosas células fl]n%icas pleomorficas, integras, livres e
fagocitadas (seta) ao 15 dia infecgdo em felinos (Felis catus)
com esporotricose experimental (H&E- 250X).

FIGURA 14. Numerosas células flingicas ao 152 dia de infeccdo em felinos
(Felis catus) com esporotricose experimental apresentando:
(a) corpo celular eosinofilico e envoltos por um halo claro em
P.A.S. (100X) e (b) células fungicas coradas pela prata
(GOMORI, 100 X).
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FIGURA 15.Células fungicas pleomorficas e integras (seta) no interior de
macrofagos ao 302 dia de infeccdo em felinos elis catus)
com esporotricose experimental (H&E- 250X).

FIGURA 16. Células flngicas integras e pleomoérficas, isoladas ou em
brotamento simples ao 302 dia de infeccdo experimental
coradas pelo (a) P.A.S. (100X) e (b) GOMORI (100 X).
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FIGURA 17.Infiltrado de células epitelidides, linfocitos (seta) ao 602 dia
de infeccdo em felinos (Felis catus) com esporotricose
experimental (H&E- 250X).

FIGURA 18. Discreta quantidade de células fungicas (seta) ao 602 dia de
infeccdo em felinos (Felis catus) com esporotricose
experimental (P.A.S.- 250X).
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4.4. Avaliacao citopatologica

Ao exame citopatologico, no 15° e 302 dias ap6s a inoculagao,
evidenciou-se apresenca de sangue e fibrina, porém estes nao
comprometiam a avaliagdo da lamina, sendo a arquitetura das células
excelente (Figura 19). Uma intensa quantidade de células fuangicas,
geralmente pleomorficas, envoltas por um halo claro, integras e
degeneradas, livres e fagocitadas, isoladas ou em brotamento simples foram
registradas. @) infiltrado inflamatorio foi predominantemente
piogranulomatoso e linfocitario, sendo plasmocitos esporadicamente
observados (Figura 20). Comumente, leveduras em brotamento foram
visualizadas no interior de macréfagos (Figura 21).

No 60° dia, nos machos, foi observado um moderado infiltrado
inflamatorio piogranulomatoso e linfocitico, enquanto nas fémeas, o infiltrado
inflamatério manteve-se intenso. Em todos os animais, as células fungicas
encontravam-se degeneradas, escassas, de contornos indefinidos e de
coloracdo opacificada, entretanto em duas fémeas foram observadas uma
leve quantidade de células fungicas, pleomorficas, integras e degeneradas,
livres e fagocitadas, isoladas ou em brotamento que apresentavam

excelentes padrdes diagndsticos (Figura 22).
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FIGURA 19. Vista global do exame citopatolégico ao 15° dia de
infeccdo em felinos (Felis cati) com esporotricose
experimental (Pandptico- 50X).

FIGURA 20.Células fungicas integras (seta preta) e degeneradas (seta
azul), pleomorficas, envoltas por um halo claro, livres ou
fagocitadas, associadas a um infiltrado piogranulomatoso ao
15° dia de infeccdo experimental (Pandptico- 250X).
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FIGURA 21.Numerosas células fangicas integras, pleomorficas,
fagocitadas (seta azul), isoladas ou em brotamento
simples (seta preta) ao 15° dia de infecgdo
experimental (Pandptico- 400X).

FIGURA 22.Moderada quantidade de células flngicas (seta)
associada a um infiltrado piogranulomatoso em apenas
duas fémeas, ao 60° dia de infeccdo experimental
(Panoptico- 250X).
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4.5. Avaliacao do cultivo fangico lesional

Todos animais apresentaram cultivo fangico positivo nas amostras
colhidas ao 152 e 302 dias. Entretanto, no 602 dia de infeccdo, cultivos
fungicos positivos, obtidos a partir das amostras colhidas da area lesional,
foram observados em dois machos e em quatro fémeas de cinco avaliadas.

O Sporothrix schenckii apresentou um crescimento micelial, em cinco a
10 dias, formando uma colénia inicialmente de cor creme, aderente ao meio
de cultura, escurecendo com a maturidade do cultivo (Figura 23a). A
microscopia foram constatadas hifas finas e septadas, com pequenos
conidios ovodides nas extremidades de diminutos esterigmas sobre um
conidiéforo, em um padrédo lembrando pétalas de margarida (Figura 23b).

FIGURA 23. Cultivo fungico em agar
Sabouraud a partir do exsudato de
felinos (Felis catus)com esporotricose
experimental demonstrando :

(a) uma coldnia inicial de cor creme
e fortemente aderida,

(b) hifas finas e septadas
compostas por esterigmas e
inlmeros  conidios sob um
conidiéforo (Azul-algodao-250X).
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4.6. Avaliacao da sensibilidade entre o0s exames

histopatoldgico, citopatolégico e cultivo fungico.

Nenhuma diferenca estatisticamente significante foi evidenciada na
comparacdo da sensibilidade entre o0s exames citopatolégico,
histopatolégico, cultivo e identificacdo fungica, na obtencdo de um
diagnostico definitivo, nas multiplas fases de evolug¢édo da esporotricose felina

em machos e fémeas (Tabela 5).

Tabela 5Medianas de escores segundo exames subsidiarios ao diagndstico,
sexo (M- macho e F- fémeas) e dias, em felinos (Felis catus)
infectados experimentalmente com Sporothrix schenkii.

EXAME DIAS

00 15 30 60

M F M F M F M F

Citopatolégico 0,04 0,0~ 1,08 1,08 1,08 1,08 0,0/~ 0,08

Histopatolégico 0,0~A 0,0~ 1,0& 1,0 1,08 1,08 1,08 1,0:8

Cultivo Fungico 0,0~ 0,0~ 1,088 1,0& 1,08 1,08 0,0 1,0.8

Escores: 0,0- Ausente; 1,0- Presente

Para o mesmo sexo- Letras maiUsculas para cada exame subsidiario ao diagndstico, a sensibilidade do
exame, representadas pelo escore, segundo dias apos inocul agdo, seguidas de letras
iguaisndo diferem significativamente (P<0,05).

Para o mesmo sexo- Letras minsculas paracadanimero de dias apds a inoculagdo, a sensibilidade
dos exames, representadas pelo escore, seguidas de letras iguais ndo diferem
significativamente (P<0,05).
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4.7. Avaliacdo histopatolégica e cultivo de mdualtiplos
orgaos

A avaliagdo histopatoldgica dos linfonodos submandibular e cervical
superficial cranial no 302 e 602 dia de infeccdo, revelou intensa reatividade
em todos os animais (Figura 24). Adicionalmente, necrose focal foi
evidenciada em dois machos e trés fémeas no 602 dia de infeccéo.

Congestédo e hiperplasia de polpa branca, de moderada a intensa,
foram os achados mais significativos da avaliacao histopatolégica esplénica
no 302 e 602 dias de infeccao (Figura 25).

Uma hepatite linfoplasmocitaria leve, periportal e centrolobular,
associada a congestdo, intensa esteatose e necrose hepatocelular
esporadica foram evidenciadas no 30° dia de infeccdo (Figura 26), sendo
estes achados esporadicos ao 602 dia apds inoculacéo.

Intensa degeneracdo hidripica das células tubulares renais foi
verificada em todos os animais no 30° dia de infeccdo, sendo associada a
glomerulonefrite em um de cinco machos e trés das cinco fémeas avaliadas
(Figuras 27 e 28). Ao 60° dia de infeccdo, em todos os animais avaliados,
houve manutencdo das alteracdes histopatologicas, porém moderadas em
sua intensidade.

A avaliacdo histopatoldgica pulmonar, no 302 dia, foi observado uma

intensa hiperreatividade peribronquial em todos os animais avaliados (Figura
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29), sendo esta associada a agressdo a membrana basal e ao epitélio
bronquial em dois machos e trés fémeas. Quadro histopatolégico
semelhante, porém em menor intensidade foi evidenciado ao 60° dia, em trés

machos e em todas as fémeas.
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FIGURA 24. Avaliagdo histopatolégica do linfonodo submandibular
apresentando hiperplasia dos foliculos corticais (em
destaque) ao 30° dia de infeccdo em felinos Felis catus)
inoculados experimentalmente com Sporothrix schenckii
(H&E, 05X).

FIGURA 25. Avaliacéo histopatolégica esplénica apresentando hiperplasia
de polpa branca e congestdo ao 302 dia de infeccdo em
felinos (Felis catus) com esporotricose experimental (HE,
10X).
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FIGURA 26. Avaliacdo histopatolégica hepatica apresentando discreta
inflamacdo periportal e intensa esteatose ao 302 dia de

infeccdo em felinos (Felis catus) com esporotricose
experimental (H&E, 33X).

FIGURA 27.Avaliacdo histopatolégica renal demonstrando intensa
degeneracdo hidropica tubular renal ao 302 dia de infeccédo

em felinos (Felis catus) com esporotricose experimental
(H&E, 50X).
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FIGURA 28.Avaliacdo histopatolégica renal apresentando glomerulonefrite
segmentar e focal (seta) associada a degeneracdo tubular
renal ao 302 dia de infeccdo, em &linos Eelis catus) com
esporotricose experimental (H&E, 80X).

FIGURA 29. Corte histolégico pulmonar apresentando hiperreatividade
peribroquial ao 302 dia de infeccdo, em felinos elis catus)
com esporotricose experimental (H&E, 80X).
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Nenhuma diferenca estatisticamente significante foi observada no
potencial de disseminacao sistémica da esporotricose em machos e fémeas.

No 30° dia de infeccdo, cultivos fungicos positivos a partir dos
fragmentos de multiplos 6rgéos foram obtidos em trés felinos machos e em
todas as fémeas. Os linfonodos foram acometidos em 50% dos casos: o
baco, em 30%; o figado, em 20%; os rins , em 20% e o pulmao, em 10%
(Tabela 6). A sindrome cutanea fixa ocorreu em um macho, a linfocutanea foi
restrita em trés animais, um macho e duas fémeas; e a sistémica foi
verificada em seis animais, trés machos e trés fémeas (Tabela 7).

No 602 dia de infeccdo, o cultivo fingico positivo a partir do fragmento
de multiplos 6rgéos foi verificado em um macho e quatro fémeas, sendo os
linfonodos acometidos em 40% dos casos; 0 baco em 30%; o figado em
10%; sendo os rins e o pulmdo negativos (Tabela 6). A sindrome cutanea
fixa ocorreu em cinco animais, quatro machos e uma fémea; a linfocutanea
em duas fémeas; e a sistémica em trés animais, um macho e duas fémeas

(Tabela 7).
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Tabela 6 Numero de animais cultivo positivo em relacdo ao sexo, dias e 6rgaos,
em felinos [Felis catus) infectados experimentalmente com Sporothrix

schenckii.
Orgaos Linfonodo Bago Figado Rim Pulméo
W 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60
Sexo
Macho* 01 01 01 01 02 01 01 00 00 00
Fémea* 04 03 02 01 00 00 01 00 01 00

* Ao 30° e 60° dia de infecgdo, foram utilizados cinco animais de cada sexo para averiguar o potencial
de disseminacdo sistémica da esporotricose.

Tabela 7- Sindromes clinicas da esporotricose em relacdo ao sexo, dias e nimero
de animais, em felinos elis catus) infectados experimentalmente com

Sporothrix schenckii.

SINDROMES CLINICAS Cutanea fixa Linfocutanea Sistémica
DIAS 30 60 30 60 30 60

SEXO
Macho 01 04 01 00 03 01
Fémea 00 01 02 02 03 02




5. DISCUSSAO

5.1. Avaliacao clinica seriada e potencial de disseminacao
sistémica da esporotricose felina experimental.

A esporotricose experimental é facilmente induzida em ratos, hamsters
e camundongos (Barbee et al., 1977; Read & Sterling, 1982), parecendo ser
o coelho, o mais resistente de todos os animais de laboratério (Braude et al.,
1960). Barbee et al. (1977) induziu esporotricose em 90% de 20 gatos
infectados. No presente trabalho, a esporotricose experimental foi induzida
em todos os gatos domeésticos inoculados, de ambos 0s sexos, sem
nosologias dermatologicas ou sistémicas concomitantes, a partir de uma
cepa de Sporothrix schenckii, isolado originalmente de um paciente humano,
comprovando a suscetibilidade desta espécie a infeccao experimental.

O periodo pré-patente verificado na esporotricose experimental foi de
sete dias em 55% dos animais, havendo sinais de infeccdo em todos o0s
gatos apés 14 dias. Ao 302 dia de infeccdo, houve um predominio da
sindrome sistémica disseminada entre os animais inoculados, parecendo ser
esta mais comum em felinos do que tem sido documentada pela literatura
(Dunstan et al, 1986; Werner & Werner, 1993). Em seres humanos a
disseminacdo da infeccdo € associada a imunodeficiéncia congénita ou
adquirida por terapia imunossupressora ou doencas imunodepressoras

(Donadel et al., 1993; Agarwal et al., 1994; Bolao et al.,1994; Kumar et al.,
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1994; Vasen et al., 1996; Altawfiq & Wools, 1998). Em felinos, embora o
imunocomprometimento possa colaborar para disseminagcdo da infeccéo, a
associacao desta com o virus da leucemia felina e outras causas especificas
de imunossupressdo tém sido raramente descritas (Dunstan et al., 1986;
Werner & Werner , 1993; Davies & Troy, 1996), fato também observado
neste estudo, onde a difusdo da infeccdo ocorreu sem evidéncias de
concomitantes nosologias cutaneas ou sistémicas. Associadas a
disseminacao, apenas trés animais (todas fémeas) apresentaram anorexia,
desidratacao, febre e emaciacdo, o que demonstra que esta pode ocorrer na
espécie felina sem sinais evidentes de comprometimento sistémico como
também observado por Mcdonald et al. (1980).

Ao 602 dia as sindromes mais comuns foram a cutanea fixa nos felinos
machos e a linfocutanea e sistémica disseminada nas fémeas. Na forma
cutanea fixa, a infeccdo permanece localizada devido a um equilibrio entre a
resisténcia do hospedeiro e a viruléncia do fungo, jA& o quadro linfocutaneo
decorre da adaptacdo do agente, exacerbacdo de sua viruléncia e evasao
aos mecanismos de resposta imunolégica do hospedeiro (Donadel et
al.,1993).

Um quadro cutaneo disseminado, caracterizado por multiplas lesdes
satélites faciais, associado as demais sindromes clinicas, foi verificado em
oito animais, quatro machos e quatro fémeas, a partir da quarta semana. A

forma cutanea disseminada decorre da difusdo linfatica ou hematdégena do
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microrganismo fangico, de uma hipersensibilidade ao parasita ou de auto-
inoculacdo secundéaria aos habitos de limpeza inerentes a espécie felina
(Read & Sterling, 1982; Dunstan et al., 1986; Larsson et al., 1989).

As células flingicas ao 152 e 302 dias de infeccdo apresentavam-se em
grande quantidade, integras, livres e ou fagocitadas, o que pode subsidiar o
potencial de transmissibilidade da esporotricose felina. Ao 60% dia de
infeccdo houve uma significativa diminuicdo na quantidade de células
fungicas, fato que pode limitar sua transmisséo nesta fase.

O isolamento fungico extracutaneo, no presente trabalho, foi verificado
com maior frequéncia no linfonodo e baco, o que denota a importancia das
vias linfaticas na difusdo do fungo. Adicionalmente, cultivo fangico positivo foi
também obtido a partir de fragmentos do figado, rim e pulméo, entretanto,
semelhante ao verificado por outros autores (Dunstan et al., 1986), células
fungicas teciduais ndo foram observadas nos cortes histolégicos, corados em
H&E, em nenhum dos o6rgdos avaliados. Histologicamente, os linfonodos
revelaram intensa reatividade em todos os animais, podendo ser esta
justificada pelo estimulo a resposta imunoldgica aos elementos fungicos,
bem como a infecgcdo bacteriana secundaria. Uma necrose focal foi
evidenciada nos linfonodos de sete animais (trés machos e quatro fémeas),
podendo decorrer da presenca de antigenos fangicos ou bacterianos
soluveis circulantes. As alteracdes histopatoldgicas hepéticas e renais,

observadas ao 302 dia de infeccédo, podem decorrer de um quadro reacional
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infeccioso ou toxémico, os quais tenderam a resolucdo parcial ao 602 dia de
infeccdo. O quadro histopatoldgico pulmonar pode derivar de inotraqueite
infecciosa oportunista, de etiologia viral e bacteriana, que comumente
acompanha as infeccfes micoéticas subcutaneas e sistémicas em felinos
(Dunstan et al, 1986; Lappin,1993).

O crescimento da lesdo foi significante apds a inducdo da infeccao
experimental e uma involugdo espontanea da média dos tamanhos lesionais
entre a quinta e a oitava semanas foi verificada, nao havendo diferencas
estatisticamente significantes entre a primeira e oitava semana de
observacdo em animais de ambos os sexos. Diferengas entre machos e
fémeas, em relacdo ao tamanho lesional foi percebido apenas entre a sétima
e oitava semana, sendo possivel inferir que a involucao das lesdes ocorreu
de forma mais rapida nos machos em relagdo as fémeas, no periodo
observado. Adicionalmente, embora ndo tenham sido verificadas diferencas
estatisticamente significantes da disseminacdo da doenca entre machos e
fémeas, ao 602 dia de infeccdo experimental, 80% dos machos
apresentavam um quadro restrito a pele, enquanto as fémeas
predominantemente apresentavam lesfes linfocutdneas ou sistémicas. Os
horménios femininos, particularmente o estradiol, sdo capazes de inibir in
vitro a transformacdo micélio-levedura e conidio-levedura, além de estimular
a fagocitose, o que conferiria a estes um papel protetor contra as infeccdes

fangicas (Restrepo & Yasuda, 1991). Entretanto, o estradiol também é capaz



Discussao 79

de hiperestimular a imunidade humoral, realcando a producdo de
imunoglobulivas séricas (Grossman, 1984) e inibindo a imunidade celular
mediada. Este fato pode explicar a tendéncia a cronificagdo, deterioracao
clinica e disseminacdo sistémica da esporotricose felina observadas nas

fémeas no presente trabalho.

5.2. Avaliacao histopatoldégica da resposta inflamatéria e

das células fungicas

A lesdo tecidual ocasionada pelas infec¢cdes micoticas geralmente
resulta de seu potencial de invasibilidade, deslocamento e destruicdo de
estruturas vitais, oclusdo de arterias e veias levando a necrose tecidual
isquémica, além dos efeitos degenerativos associados a resposta
inflamatoria. A liberagcdo de proteinases tipo | e Il foi demonstrada na
esporotricose murina experimental, tendo estas atividades hidroliticas sobre
0 extrato corneo, colageno e fibras elasticas, colaborando para a viruléncia
fungica (Yoshiike et al, 1993).

No presente trabalho, ao 152 dia de infecgéo, foi observado um intenso
infiltrado piogranulomatoso, formando microabscessos no tecido subcutaneo,
sendo circundado por numerosos macrofagos epitelidides e linfocitos. As
células fungicas eram de moderadas a intensa em sua quantidade e restritas

ao tecido subcutaneo e derme profunda. Estes achados sdo explicados
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devido a serem os mecanismos nao especificos a primeira linha de defesa
contra a infeccdo flngica, consistindo em barreiras mecanicas fisiolégicas,
resposta inflamatdria e fagocitose. As células fungicas ativam o sistema
complemento pela via alternativa e ligam-se a fragmentos C3, sendo em
seguida opsonizadas a neutréfilos, mondcitos circulantes ou macréfagos
tissulares, via receptores C3b e IC3b (Fukazawa & Kagaya,1988).
Paralelamente, C3a e C5a induzem a degranulacdo mastocitaria, quimiotaxia
dos fagocitos e potencializam a inflamacédo (Fukazawa & Kagaya,1988). Os
neutrofilos constituem as células efetoras da protecéo as infec¢cdes micoticas,
sendo capazes de fagocitar 90% das leveduras com as quais entram em
contato (Leigh et al, 1977). Apés a fagocitose, a digestdo intracelular dos
esporos é realizada pela ativacao do sistema de mieloperoxidase halogénio,
o0 acumulo de peroxido de hidrogénio (H2O;) no fagossoma e por
mecanismos nao oxidativos relacionados com proteinas catiénicas e enzimas
hidroliticas (Ramos Zepeda et al, 1986, Restrepo & Yasuda, 1991). Os
macrofagos sdo responsaveis pela fagocitose, degradacdo, estoque,
transferéncia e processamento antigénico das células fungicas, interagindo
assim com outras células do sistema imunoldgico, como linfécitos B e T. Os
macrofagos sdo desprovidos do sistema de mieloperoxidase e geracdo de
radicais livres de oxigénio, sendo quase todos os fungos patogénicos

resistentes a sua atividade fungicida (Fromtling & Shadomy, 1986).
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Ao 30?2 dia de infeccdo experimental apesar do aumento do infiltrado
inflamatério linfo-histiocitario e neutrofilico na derme e epiderme, houve um
aumento na quantidade de células fungicas e difusdo significativa destas
para outros segmentos cutaneos. A sindrome clinica da esporotricose de
maior freqiéncia de ocorréncia, neste momento, foi a sistémica disseminada.
Ao 602 dia de infeccdo, apesar da tendéncia de resolucdo das lesdes
dermatoldgicas da esporotricose felina experimental, houve manutencdo de
um infiltrado inflamatdrio piogranulomatoso e linfocitario tegumentar, além de
persisténcia do quadro infeccioso em todos os animais, fato também descrito
por Werner & Werner (1993), os quais afirmaram que as células fungicas séo
capazes de permanecer nas lesdes cicatriciais por até seis meses.

Dunstam et al. (1986) sugerem que um estado de anergia favoreceria
a intensa quantidade de microrganismos fangicos presentes na leséo felina,
além da disseminacdo e cronificacdo da infeccdo. Entretanto, a resposta
inflamatoria a infecgdo foi intensa, em todos os momentos deste trabalho, o
gue denota ndo uma anergia, porém uma inefetividade da resposta
imunolégica em conter a proliferacdo e disseminacdo fungica na
esporotricose felina experimental.

Hiruma et al. (1992), estudando pacientes humanos com esporotricose
demonstraram que o infiltrado de macréfagos e células gigantes agem com o
intuito de formar um denso granuloma, na tentativa de funcionar como uma

barreira para 0 microrganismo, sendo responsaveis pela cronificacdo da
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infeccdo. No presente trabalho, houve um estimulo a formacdo de um
granuloma de centro necrético supurativo, rodeado por macréfagos de
aspecto epitelidide e por linfocitos, sendo escassa a presenca de células
gigantes multinucleadas e fibrose tecidual periférica. Esta inflamacao
granulomatosa de baixa densidade, pode ter favorecido a difusao da infeccao
localmente (pela derme e epiderme) e sistemicamente, semelhante ao
observado por Peng-cheng et al.,, (1993) na esporotricose experimental
murina, podendo as células flngicas se disseminarem livremente ou no
interior de macrofagos, por via linfatica ou hematdégena (Fromtling &
Shadomy, 1986).

Adicionalmente, Peng-cheng et al (1993), demonstraram que a
fagocitose, a fragmentacdo dos blastosporos e cicatrizacdo lesional na
esporotricose se encontram deprimidas em camundongos atimicos, com
deficiéncia na imunidade celular mediada, permitindo a cronificacdo e a
disseminagcdo da infeccdo. Assim, a depressdo constante da resposta
imunolégica mediada por células T condiciona o aparecimento de micoses
ativas, progressivas e cronicas (Restrepo & Yasuda, 1991).

No presente trabalho, ndo ha subsidios suficientes para se
responsabilizar ou ndo uma imunodepressdo como o0 principal fator
responsavel pela disseminacdo e cronificacdo da infeccdo, a medida que
populacdes totais de linfécitos, a producédo de interleucinas e a capacidade

linfoproliferativa ndo foram avaliadas, entretanto, € pouco provavel que o
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imunocomprometimento justifique este comportamento, uma vez que estes
animais se apresentavam higidos (sem concomitantes lesdes dermatolégicas
e sistémicas), houve intensa resposta inflamatéria a infeccdo e nenhuma
causa especifica de imunossupresséo foi observada.

Em muitos casos, a hiporreatividade frente a certo antigeno micotico e
a disseminacdo da infeccdo nado indica necessariamente diminuicdo ou
incapacidade funcional das células T (Musatti et al., 1976, Mota et al., 1988,
Restrepo & Yasuda, 1991), podendo ser devida a presenca de fatores
bloqueadores séricos que diminuem a capacidade de linfoproliferacdo (Cox,
1979) ou falta de fatores que ampliem a resposta imune (Restrepo & Yasuda,
1991). Ha ainda uma relagéo inversa entre o teor de anticorpos circulantes e
a eficiéncia do sistema imune mediado por células T (Restrepo & Yasuda,
1991), e como a esporotricose felina é capaz de evocar uma gamopatia
policlonal, esta pode conduzir a uma hiporreatividade destas células, com
consequente generalizacéo da infecgéo.

A intensa quantidade de elementos fangicos observadas na lesdo
felina no presente trabalho, pode também causar uma hiperreatividade de
subpopulacdes de células T supressoras, a qual pode ter alcangado seu pico
no momento de maior atividade da infeccdo, na quarta semana apds a
inoculacdo, permitindo assim a multiplicacdo fungica e a propagacdo da
infeccdo. No momento em que a infec¢cdo experimental tendeu a resolucao,

ao redor da sétima e oitava semana, a funcdo imunossupressora pode ter
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sido substituida por uma hiperreatividade dos linfécitos T auxiliares,
melhorando a capacidade do animal em reagir a infec¢do. Artz & Bullock
(1979) demonstraram, em animais infectados experimentalmente com
Histoplasma capsulatum, que o fator critico para esta atividade supressora €
a carga antigénica, tendo esta um papel protetor, evitando a intensa necrose
tissular, nas areas onde o microrganismo esta se reproduzindo. A medida
gue a carga antigénica diminui, a supressao seria desnecessaria. Desta
forma, com a persisténcia da carga antigénica por periodos prolongados na
esporotricose felina experimental, poderia se estabelecer um longo periodo
de atividade supressora, 0 que justificaria a tendéncia a cronificagcdo da

infeccao.
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5.3. Avaliacdao do exame citopatolégico e comparacao da
sensibilidade entre este e os exames histopatolégico e cultivo
fungico.

No presente trabalho o exame citopatoldgico demonstrou excelente
gualidade diagnostica, apresentando em todos os momentos de infeccdo alto
grau de celularidade, preservacdo arquitetural tanto das células
componentes do infiltrado inflamatério como das leveduras fangicas. A
guantidade de hemacias se encontravam em niveis aceitaveis e néao
comprometiam a qualidade diagndstica do exame.

Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada na
sensibilidade do exame citopatoldgico, histopatoldogico e cultivo e
identificacdo fangica nos varios momentos de infec¢cdo, demonstrando ser o
exame citopatoldgico factivel, viavel, pouco invasivo e que exibe material
passivel de analise, oferecendo elementos substanciais para a

complementacéo diagnostica.



6. CONCLUSOES

O presente estudo nos permitiu concluir que:
gato doméstico (Felis catus) é suscetivel a esporotricose
experimental, induzida por um inéculo subcutaneo de 10° células
fungicas;
O periodo pré-patente da infec¢do variou de sete a 14 dias;
O quadro clinico dermatolégico, evoluiu de forma significativa até
guarta e quinta semana, passando a involuir espontaneamente até
a oitava semana;
As fémeas tiveram maior tendéncia a cronificacao da infeccao;
A sindrome disseminada sistémica predominou ao 302 dia de
infecgdo, geralmente ndo acompanhada de sinais clinicos extra
dermatologicos. Apesar da aparente resolucdo clinica, houve
persisténcia do quadro infeccioso em todos o0s animais,
prevalecendo ao 60° dia, as sindromes cutanea fixa nos machos
e o linfocutanea e sistémica nas fémeas.
Um infiltrado inflamatério composto por um centro neutrofilico,
circundado por células epitelidides, linfécitos, plasmdécitos,
escassa presenca de células gigantes e fibrose periférica foi

observado em todos os animais durante todo periodo de infecgao.
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As células fungicas geralmente foram numerosas e pleomorficas
até o 302 dia de infeccédo e embora diminuissem de intensidade ao
602 dia, persistram no tecido infectado ou disseminaram-se
sistemicamente.

O exame citopatolégico é factivel, viavel, pouco invasivo, oferece
material passivel de andlise e elementos substanciais para a
complementacéo diagndstica com igual sensibilidade aos exames
histopatolégico e cultivo fangico, nos véarios momentos da

infeccéo.
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RESUMO

7

A esporotricose € uma infeccdo micética geralmente restrita aos tecidos
cutaneo e linfatico adjacente, causada pelo Sporothrix schenckii. Este trabalho tem
por objetivo avaliar os aspectos clinico e dermatopatolégico da esporotricose felina
experimental e comparar a sensibilidade entre os exames citopatolégico,
histopatolégico e o cultivo fungico nas varias fases da infec¢do. Para tal, 20 gatos
(Felis catus) foram inoculados subcutaneamente com 10° leveduras fangicas e
submetidos a exames clinico (semanal), citopatoldgico, histopatologico e cultivo
fangico ao 15° 30° e 60° dias apds inoculagdo. Cultivo fingico de mdltiplos 6rgédos
foi realizado apés sacrificio de 10 animais ao 30° e 60° dias de infeccéo,
respectivamente. Verificou-se que as lesdes clinicas da esporotricose evoluiram até
a 4% semana e involuiram expontaneamente até a 8% semana, havendo uma
tendéncia a disseminacao e cronificacdo da doenca, especialmente nas fémeas. Um
infiltrado inflamatério piogranulomatoso e linfécitico com escassas células gigantes e
fibrose foi observado durante toda infeccdo. As células fungicas foram numerosas e
pleomérficas, havendo um crescimento significativo até o 30° dia e uma tendéncia a
regressdo ao 60° dia. Diferencas entre a sensibilidade dos exames citopatolégico,

histopatologica e cultivo fungico ndo foram observadas nas varias fases da doenca.

Palavras- chave: Esporotricose; Felino; Citopatologia; Histopatologia.
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SUMMARY

Sporotrichosis is a mycotic infection generally limited to the cutaneous
tissues and adjacent linfatic vessels caused by Sporothrix schenckii. The objective of
studie of to evaluate the clinical and dermatopathological aspects of experimental
feline sporotrichosis and compare the sensitivity among citopathologic,
histopathologic and culture for diagnosing the various phases of infection. Twenty
cats (Felis catus) were inoculated subcutaneously with 10° fungic microorganisms.
Clinical (weekly), citopathologic, histopathologic and culture exams were performed
at 15, 30 and 60 days post-inoculation. A culture of multiple organs was performed
by euthanasia in 10 animals at 30 and 60 days of infection, respectivily. The lesions
of sporotrichosis progressed significantly until the 30 day and spontaneous
regression ocorred the 60 day, with tendency to dissemination leading to chronic
disease, especially in females. An inflammatory infiltrate pyogranulatomous,
lymphocytic with rare giant cells and fibrosis was observed during infection. The
fungic cells were numerous and pleomorphic, growing a significantly, with tendency
to regression by the 60 day. No significant diferrence was observed on sensitivity
among citopathologic, histopathologic and culture exams along the different phases
of the disease.

Key- words: Sporotrichosis; Feline; Citopathological; Histopathological.
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