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RESUMO GERAL

Esporotricose € uma infec¢do de implantagéo, crénica, granulomatosa, que no Brasil
geralmente ocorre como epizootias urbanas causadas por Sporothrix brasiliensis,
afetando principalmente gatos e humanos via transmissao dermatozoondtica. Seu
tratamento é realizado com o uso de itraconazol como monoterapia ou associado ao
iodeto de potassio, porém sua eficacia € moderada, a terapia € longa, onerosa e
associada a efeitos colaterais sistémicos. O presente estudo teve por objetivo avaliar
a crioterapia como tratamento complementar da esporotricose felina, quanto ao tempo
de resposta terapéutica, eficacia e seguranca da técnica . Para tal, 28 gatos com
esporotricose atendidos na Clinica Veterinaria Escola PUCPR, foram divididos em
dois grupos de estudo, sendo o Grupo 1 composto por 14 gatos tratados com
crioterapia associada ao itraconazol e iodeto de potassio e o Grupo 2, composto por
14 gatos tratados com itraconazol associado ao iodeto de potassio. As lesBes dos
gatos incluidos se concentravam na face, membros e tronco e tinham até trés
centimetros de diametro. Os tempos de tratamento foram de 73 dias no Grupo 1 e de
104 dias no Grupo 2. Entre os gatos do grupo 1, 12 (86%) dos gatos obtiveram cura,
dois (14%) abandonaram o tratamento, sendo que dois (14%) dos gatos apresentaram
recidiva durante os 12 meses do estudo, e a média de sessbes de crioterapia foi de
duas. Entre os gatos do grupo 2, 11(79%) obtiveram cura ao final do tratamento, dois
(14%) abandonaram o tratamento, um (7%) caso houve ineficacia e em dois (14%)
casos houve recidiva lesional durante os 12 meses de acompanhamento. Os efeitos
colaterais transitérios associados a crioterapia foram edema, eritema e escara, e as
alteracdes permanentes foram leucodermia e alopecia cicatriciais. Em concluséo, a
crioterapia foi eficaz e segura como tratamento complementar da esporotricose felina,
reduzindo seu tempo de tratamento sistémico, mormente em casos cutaneos
localizados ou disseminados de menores diametros, o que exige diagndstico precoce

da doenca.

Palavras-chave: Micose. Sporothrix spp . Fungos. Zoonoses. Saude Publica, Saude

Unica.
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ABSTRACT

Sporotrichosis is a chronic and granulomatous traumatic infection, which in Brazil
usually occurs as urban epizotics caused by Sporothrix brasiliensis, affecting mainly
cats and humans by dermatozootic transmission. The treatment is carried out with a
long term usage of itraconazole as monotherapy or associated to potassium iodate,
which corresponds to an expensive therapy, with side effects and moderate efficacy.
The aim of the study was to evaluate the cryotherapy as a complementary treatment
in feline sporotrichosis, the time for outcome and safety. For that, 28 cats with
sporotrichosis admitted at the Teaching Veterinary Clinic of PUCPR were divided in
two groups, which group number 1 composed by 14 cats treated with cryotherapy and
itraconazole associated to potassium iodate, and group 2 composed by 14 cats treated
with itraconazole associated to potassium iodate. The lesions were concentrated on
the face, limbs and trunk with a diameter up to 3cm. The duration of treatments were
73 days in group 1 and 104 days in group 2. Among the cats of group 1, 12 (86%)
showed complete remission, 2 (14%) left the treatment and two (14%) showed relapse
during the 12 months of the study. The median of the cryotherapy sessions was two.
Among the cats of group 2, 11 (79%) showed complete remission, two (14%) left the
treatment, one (7%) did not responded to the treatment and in two (14%) the lesions
relapsed during the 12 months of the study. Transitional side effects associated to
cryotherapy were edema, erythema and eschars, and the permanent effects were
leukoderma and cicatricial alopecia. In conclusion, the cryotherapy was effective and
safe as complementary treatment of feline sporotrichosis, reducing the time of
systemic treatments, mainly in localized cutaneous cases or when generalized with

smaller diameters, which demand a premature diagnosis of the disease.

Key-words: Mycosis. Sporothrix spp. Fungi. Zoonosis. Public Health. One Health



CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

A esporotricose é uma micose de implantacdo de distribuicdo mundial, que
acomete humanos, felinos, equinos, caninos, roedores entre outros mamiferos,
causada por diferentes espécies fungicas pertencentes ao complexo Sporothrix
schenckii. A infec¢@o pode ocorrer pela via sapronética ou pela via zoonética, a partir
inoculacao traumatica percutanea ou pelo contato e inalacédo de propagulos fungicos
presentes em exsudatos e secrecdes de lesbes contaminadas (Marimon et al., 2007,
Schubach et al., 2012; Rodrigues et al., 2013a; Lloret et al., 2013; Pereira et al., 2014;
Almeida-Paes et al., 2016; Falcéo et al., 2019).

A doenca foi descrita pela primeira vez nos Estados Unidos da América por
Benjamin Schenckii em 1898 e, no Brasil, os primeiros casos de esporotricose em
ratos foram descritos por Lutz e Esplendore no ano 1907 (Barros et al., 2010). Em
gatos a esporotricose foi descrita no Brasil nos anos 1950 e sua ocorréncia se
manteve de forma esporadica até os anos 1990 (Gremiao et al., 2020). A esporotricose
€ a infeccdo micética em humanos mais comum na América Latina, sendo o Brasil o
pais com maior numero de casos humanos e animais registrados, com crescente
aumento no numero de casos de alta complexidade nas Ultimas décadas, e maior
concentracdo desses nas regifes sudeste e sul (Schubach et al., 2012; Lloret et al.,
2013; Sanchotene et al., 2015). E dificil estimar a real magnitude da epidemia do
Brasil, pois trata-se de uma zoonose negligenciada, no entanto, casos de
esporotricose ja ocorrem em 25 dos 26 estados brasileiros (Rodrigues et al., 2020) e,
nos ultimos anos, um crescente aumento de novos casos tém ocorrido nos estados
da regido Sul (Sanchotene et al., 2015). Na Clinica Veterinaria Escola da PUCPR, na
cidade de Curitiba-PR foram atendidos 295 casos confirmados de esporotricose felina,
causada por S. brasiliensis entre os anos de 2016 a 2019 (Kung et al., 2020).

A doenca apresenta alto indice de hospitalizacgbes em pessoas de
determinados grupos sociais, com baixa renda, pouca escolaridade e pouco acesso
aos servigos basicos de saude, que vivem em regides socialmente negligenciadas
(Gremido et al., 2015; Falcéo et al., 2019). Uma mudanca no perfil de transmissao da
doenca também foi observada no final do século passado, a partir de uma expressiva

série de casos no estado do Rio de Janeiro, envolvendo gatos domésticos e humanos,
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observando que boa parte das pessoas contaminadas tiveram contato com gatos
doentes. Este surto foi caracterizado como o primeiro e maior surto com transmissao
pela via zoondtica em todo o mundo, onde 0 gato domeéstico assume um importante
papel na epidemiologia da doenca por ser a espécie mais suscetivel a infeccédo
(Brandolt et al., 2019). Assim, a infeccdo que ocorria antes pela via classica
proveniente de implantes traumaticos a partir de plantas, madeiras, propagulos
fungicos presentes matéria organica, solo e vegetagdo comuns em areas rurais,
passou a ocorrer pela via zoondtica (Sanchotene et al., 2015), mormente em &reas
urbanas densamente habitadas (Montenegro et al., 2014; Concei¢éo-Silva e Morgado,
2018).

A etiologia da esporotricose por mais de um século foi atribuida a um dnico
agente etiolégico: Sporothrix schenckii (Rodrigues et al.,, 2014). Contudo,
recentemente estudos moleculares demostraram que S. schenckii € um complexo
com pelo menos seis espécies, com caracteristicas distintas: S. mexicana, S.
brasiliensis, S. chilensis, S. globosa, S. pallida e S. schenkii stricto sensu (Marimom
et al., 2007), sendo S. globosa, S. brasiliensis e S. schenkii stricto sensu com maior
importancia clinica (Gremiédo et al., 2020; Rodrigues et al., 2020).

O S. brasiliensis é descrito por diferentes autores ao longo dos ultimos anos
como sendo a espécie de maior importancia clinica no Brasil. Este apresenta maior
viruléncia e maior potencial patogénico dentre todas as espécies do complexo
Sporothrix, e estd relacionado a manifestacfes clinicas com maior carga parasitaria,
quadros clinicos mais graves com infecdo disseminada e duradoura, promovendo
dano tecidual mais extenso (Marimon et al., 2007; Rodrigues et al., 2012; Gremiao et
al., 2015; Batista-Duarte et al., 2018; Queiroz-Telles et al., 2019).

O surgimento do recente surto de S. brasiliensis pode ser devido a eventos
multifatoriais, como: (1) a evolucdo do Sporothrix ao longo do tempo (mutabilidade e
selecéo natural); (2) a alta viruléncia em vertebrados de sangue quente; (3) a recente
introducé@o de S. brasiliensis em uma populacdo hospedeira ingénua (por falta de
resisténcia natural); (4) aspectos comportamentais e sociais dos gatos; (5) praticas
humanas (crescimento populacional, migracdo da populacdo rural para éareas
urbanas, pobreza, exploracdo e ocupacao do solo, aumento do nimero de gatos como
animais de estimagéo, abandono de animais saudaveis e doentes, descarte de forma
errada de cadaveres de animais doentes; (6) diagnostico tardio e (7) auséncia de

politicas publicas de contencdo da doenca. A somatoria desses fatores permitiu que
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0 surto ganhasse as propor¢des atuais, abrangendo todo territorio nacional e paises

vizinhos (Rodrigues et al., 2020).

2 ESPOROTRICOSE FELINA

Os gatos sdo o0s animais mais suscetiveis a doenca, desempenhando
importante papel na transmissdo zoondtica para os humanos, ja que a proximidade
entre essas espécies facilita o contagio por meio de arranhaduras, mordeduras e/ou
contato com exsudato rico em leveduras (Larsson, 2011; Gremido et al., 2015;
Chakrabarti et al., 2015; Rodrigues et al., 2020). A espécie felina € vulneravel a
adquirir a infeccdo pelo seu comportamento de caca, por esfregarem-se no solo e em
cascas de arvores, enterrarem seus dejetos, afiarem as unhas em arvores, e por
sofrerem arranhdes e mordidas decorrentes de brigas territoriais, durante o coito e
hierarquicas inerentes a espécie (Barros et al., 2010; Madrid et al., 2012; Montenegro
et al., 2014). Os gatos machos, adultos, ndo castrados, com acesso irrestrito a rua
estdo mais propensos a contraira doenca e dissemina-la para outros gatos e
consequentemente para pessoas (Gremido et al.,, 2011; Rossi et al.,, 2013;
Montenegro et al., 2014).

Apos a infecgcdo, o periodo de incubagdo é variavel, de dias a meses, com
tempo médio de 14 dias (Gremido et al., 2020). Nos gatos, diferente do que é
observado em pessoas com sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) ou
imunocomprometidos, a infec¢cdo ndo apresenta diferenca significativa com relacédo a
frequéncia e gravidade com co-infeccdo por virus da imunodeficiéncia felina (FIV) ou
virus da leucemia felina (FELV), quando comparados a gatos negativos para estas
doencas (Barros et al., 2011; Gremido et al., 2015). No ciclo zoonético as garras dos
felinos podem ser o primeiro local a adquirir propagulos de Sporothrix spp., através de
seus habitos sociais, posteriormente esses propagulos podem ser levados a cavidade
oral durante o seu comportamento de se lamber, e as infec¢des por S. brasiliensis
geralmente se estabelecem através de arranhfes e mordeduras (Rodrigues et al.,
2014).

Um dos fatores que justifica o sucesso da infec¢ao por S. brasiliensis nos gatos
€ sua alta resisténcia térmica corporea (nos gatos em torno de 39°C), o que o torna

adaptado ao parasitismo em felinos (Rodrigues et al., 2020) e faz com que desenvolva
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lesGes com grande quantidade de leveduras (Madrid et al., 2012; Queiroz-Telles et al.,
2019), favorecendo a disseminacéao da infeccéo de forma intra e interespecifica.

Em relacéo as formas clinicas, existem diferentes proposituras classificatérias
(Larsson, 2011). Nos humanos diferentes manifestacées clinicas sdo descritas:
cutanea fixa, linfocutanea, cutanea disseminada e extracutanea (Gremiao et al., 2011;
Teles et al., 2019). Nos gatos, a maioria das lesdes encontram-se na face,
extremidade de membros e na cauda (Pereira et al., 2009; Gremiao et al., 2015). Nota-
se nos felinos maior disseminacao das lesdes e envolvimento sistémico em relacao
aos humanos, presenca de inflamacédo granulomatosa mal formada e alta carga
fungica nas lesdes (Souza et al., 2018).

Em gatos, a forma cutédnea disseminada (Figural.l) é a forma clinica observada
com maior frequéncia, caracterizada por mdultiplas lesdes cutaneas de aspecto
variavel, como Ulceras disseminadas, exsudativas e encimadas por crostas; a
presenca de nodulos ou lesGes nodulares que sofrem necrose de liquefacdo e
ulceragdo central (Madrid et al., 2012; Gremiao et al., 2015), que podem evoluir para
exposicdo muscular e 6ssea (Pereira et al., 2009). A segunda forma mais prevalente
€ a cutanea fixa, geralmente caracterizada por lesdes nodulares ou Ulcero-gomosas
localizadas no ponto de inoculacdo fungica. Disseminacdo fangica via linfatica,
conduzindo a linfangite e linfadenite regional podem também ser observadas,
normalmente associada a lesdes cutaneo- disseminadas. Manifestacdes extra-
cutdneas sdo muito comuns, mormente associados a quadros respiratérios, com
lesBes ulcerosas ou nédulo-tumorais em espelho e ponte nasal, causando necrose
tecidual, estenose nasal, estridulos respiratérios, espirros frequentes e epifora
(Figural.2). Quadros oftalmicos caracterizados por blefaroconjuntivite granulomatosa
podem ser observados (Silva et al., 2008).
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Figura 1.1 - Gato apresentando mdultiplas ulceras cutaneas, disseminada em cabeca.
Fonte: Gremido (2012)
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Figura 1.2 - Gato com lesfes cutaneas e extra cutaneas caracterizadas por tumoracao, Ulceras e
deformidade nasal, ocasionando estenose das narinas, com intensa exsuda¢do sanguinolenta e
recobertas por crostas hematicas no espelho e ponte nasal e periorbital.

Fonte: O autor (2019)

3 DIAGNOSTICO

Devido a ampla variagdo nas manifestagfes clinicas de esporotricose, ha
também um vasto conjunto de diagndsticos diferenciais que, em humanos, incluem a
leishmaniose, nocardiose, cromoblastomicose, rosacea, granulomas nao infecciosos,
psoriase (Lopez-Bezerra et al., 2006) e, em felinos, inclui-se o carcinoma
espinocelular, granuloma eosinofilico, prototecose, criptococose, feohifomicose,
histoplasmose, piodermite bacteriana e leishmaniose, dentre outros (Gremiao et al.,
2020).

O diagnéstico de esporotricose € classicamente realizado pela correlagdo de
dados clinicos, epidemiologicos e laboratoriais, incluindo cultura e andlise de
caracteristicas fenotipicas (Barros et al., 2011; Oliveira et al., 2015). A partir do exame
fisico € possivel realizar a tipificacdo lesional, identificar a distribuicdo topografica das

lesbes e por vezes a identificagdo de sinal patognomdnico da doenga “rosario
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esporotricético” (Larsson, 2011). Os exames podem ser realizados a partir de
amostras de exsudato lesional, fragmentos lesionais submetidos a biopsia em casos
de infeccdo disseminada ou sistémica, amostras de sangue, urina, liquido sinovial,
liquor, secrecdes obtidas de expectoracdo e outras secre¢des que variam conforme o
orgao afetado e que podem ser utilizadas para a realizacdo dos exames diagnosticos
(Barros et al., 2011).

O diagndstico citopatologico rotineiramente € realizado em gatos a partir
amostras coletadas por técnicas como impressao lesional em lamina, tapetamento
com auxilio de hastes de algodao a partir de exsudato lesional (Figura 1.3), aspiracéo
com agulhas finas de les6es nodulares ou decalque de fragmento biopsiado (Larsson,
2011; Gremiao et al., 2015). As principais colora¢des utilizadas na rotina sao Diff Quik
e Giemsa, e permite a observagdo de estruturas leveduriformes (Figura 1.4),

pleomdrficas, intra e extracelulares (Barros et al., 2011).

L L s i
Figura 1.2 - Coleta de material para exame citopatoldgico
Nota: A: Colheita de exsudato com haste de algoddo a partir de uma Ulcera . B: Tapetamento para
distribuicdo do material em lamina de vidro para microscopia
Fonte: O autor (2019)
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Figura 1.3 - Exame C|topatolog|co lamina obtida por esfregago de leséo cuténea em felino infectado
por S. brasiliensis corada com Giemsa, evidenciando a presenca infiltrado piogranulomatoso com
estruturas leveduriformes em grande niimero no interior de macrofago e extracelular em aumento de
1000 vezes.

Fonte: Queiroz-Tellez et al., (2019)

O padrao ouro para o diagnoéstico definitivo de esporotricose é o isolamento
fungico a partir do cultivo de tecidos e secrec¢des de lesGes (Larsson, 2011); Lopez-
Romero et al.,, 2011; Lloret et al., 2013; Gremido et al., 2015). Porém este pode
demorar entre sete a trinta dias para se obter o resultado positivo e este método ndo
permite a diferenciacdo entre as espécies (Gonsales et al., 2018).

A utilizacdo de técnicas moleculares para diferenciar as espécies de Sporothrix
spp se mostrou efetiva, porém estudos estdo sendo desenvolvidos para tornar a
técnica aplicavel a rotina clinica (Boechat et al., 2018), tal como a avaliagdo imuno-
histoquimica, o que poderia ser empregada para reduzir o tempo do diagndstico
(Gonsalves et al., 2018).

As diferentes manifesta¢des clinicas podem influenciar o progndstico e que
para os gatos esta diretamente relacionado com: numero, extensao e localizacéo das
lesbes, ocorréncia de sinais respiratorios e condi¢do geral de salde do animal. Quanto
a localizacdo, a maioria das lesdes encontram-se na cabeca, extremidade de
membros e na cauda (Pereira et al., 2009; Gremido et al., 2015).
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4 ASPECTOS TERAPEUTICOS

A escolha do tratamento depende essencialmente da forma clinica
apresentada, do estado imunolégico do paciente, das espécies envolvidas (Orofino-
Costa et al., 2017; Rodrigues et al., 2020), estado geral do gato, ocorréncia de sinais
respiratorios, nimero e extensdo das lesdes (Gremi&o et al., 2020). E preciso levar
em conta informagbes da suscetibilidade dos antifingicos e conhecer as
caracteristicas desses farmacos, pois existem fatores limitantes para a escolha dos
medicamentos como 0 custo, a resisténcia antifingica, a necessidade de terapias
longas e desenvolvimento de para- efeitos, mormente hepatotoxicose (Malik et al.,
2009). Casos refratarios de felinos infectados por S. brasiliensis resistentes ao
itraconazol tém sido observados, alertando para a necessidade de avaliar a
suscetibilidade aos antifungicos para escolha do tratamento (Nakazu et al., 2020).

O tratamento da esporotricose em gatos € longo e dificil, tornando- se um
grande desafio para os Médicos Veterinarios, jA que as medicacbes disponiveis
comercialmente para os gatos sao limitadas, produzem importantes efeitos colaterais
(Barros et al., 2004), requerem cuidados diarios e a resposta ao tratamento nem
sempre é satisfatoria (Gremiao et al., 2020).

Em gatos, o itraconazol é o farmaco de escolha, tal como ocorre nos humanos,
devido a sua seguranca e efetividade podendo ser utilizado como monoterapia.
(Pereira et al., 2010; Gremiao et al., 2020; Orofino-Costa et al., 2017; Rodrigues et al.,
2020). Gremiéo et al. (2011) relataram que mesmo com uma meédia de 32 semanas
de tratamento com itraconazol, fornecido diariamente por via oral em alta dosagem,
muitos gatos apresentaram-se refratarios & medicacdo, sendo necessario associar a
outros principios ativos ou mesmo terapias complementares para otimizar o
tratamento.

Em gatos as medicacbes sdo fornecidas por via oral e as dosagens do
itraconazol variam desde aquelas sugeridas pela literatura 5-10mg/kg a cada 24 horas
até estudos utilizando dosagens superiores entre 8,3 a 27,7 mg/kg a cada 24 horas
(Gremiao et al., 2015;Gremiéo et al., 2020).

Os efeitos colaterais mais frequentemente observados quando utilizados os
triazolicos no tratamento da esporotricose felina estdo relacionados a alteracdes
gastrintestinais e hepatotoxidade. O itraconazol € mais seguro em relacdo ao

cetoconazol para os gatos apresentando menos efeitos adversos, porém os efeitos
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colaterais mais frequentemente observados em decorréncia de seu uso sao: anorexia,
vomitos, diarreia e aumento de enzimas hepaticas (Pereira et al., 2010).

A associacao entre itraconazol e iodeto de potassio é mais efetiva, é indicada
para casos refratarios a monoterapia com itraconazol, quadros respiratorios e
cutaneos disseminados graves e casos de recorréncia. Sua dose varia entre 2,5 a 20
mg/kg/vo/24h e a associacao dos dois farmacos aumenta os indices de cura, reduz a
carga fungica nas lesbes e consequente o potencial de transmissdo da doenca
(Gremiao et al., 2020).

Outro medicamento indicado para utilizacdo em casos refratarios € a
anfotericina B. Ela tem sido aventada como sendo a primeira op¢ao para o tratamento
de outras infec¢Bes fungicas sistémicas em humanos (Venazi et al., 2019). Em
humanos a anfotericina B € utilizada principalmente por via intravenosa no tratamento
de esporotricose, em casos graves da doenca, quando existe risco de dbito ou quando
nao houve boa resposta a terapia convencional (Almeida-Paes et al., 2016; Orofino-
Costa et al., 2017). Em gatos, estudos utilizando anfotericina B sdo escassos e seu
uso pela via intravenosa na espécie € limitado devido a ocorréncia de graves efeitos
adversos, sendo preferencialmente usada pela via intralesional (IL). Outra via de
administracdo ja relatada é a subcutanea, porém os resultados observados ndo foram
bons, com baixa taxa de cura, alto indice de recorréncia, falha terapéutica e efeitos
adversos como abcessos e dor no local da aplicacao entre outros (Pereira et al., 2010;
Gremido et al., 2015).

Estudos recentes apontam para novas perspectivas de tratamento, com
avancos no desenvolvimento de vacinas contra Sporothrix spp. Apesar dos resultados
indicarem a possibilidade de uso, tanto na preven¢ao como no tratamento, estes ainda
estdo em fases iniciais e novas pesquisas sdo necessarias para validar essa opcao
terapéutica em todos os hospedeiros (Gremido et al., 2017; Téllez-Martinez et al.,
2019).

4.1 Terapias topicas

As terapias topicas constituem diferentes alternativas no tratamento da
esporotricose, em humanos, € comumente utilizada em lesbes cutaneas fixas de
pacientes cujo uso de farmacos antifungicos é limitado, ou em casos refratarios com

a finalidade de otimizar o tratamento (Malik et al.,2009; Gremiao et al., 2011).
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Em humanos opc¢bes de microemulsdes contendo derivados azolicos para uso
transdermal estdo sendo desenvolvidas e aperfeicoadas (Ferreira et al., 2019). O
emprego de hipertermia ou termoterapia local j& é utilizado na medicina ha muitos
anos no tratamento de lesGes cutaneas localizadas e linfo-cutaneas, sendo uma
opcao eficaz e segura também indicada para gestantes e criancas (Himura et al.,
1992; Ferreira et al., 2012). Apesar de pouco estudada nos felinos, € um tratamento
Menos oneroso e seguro, porém os limitantes dessa técnica para os gatos sdo: a
localizagédo e distribuicdo das lesdes, a determinacdo do momento exato para
descontinuacédo da terapia, disseminacgéao sistémica do fungo no organismo, utilizacao
de temperaturas inadequadas, 0s pacientes precisam ser extremamente colaborativos
e que apresentarem somente lesOes cutaneas fixas (Honse et al., 2010).

Outra alternativa € a anfotericina B aplicada por via topica, usada no tratamento
de diferentes infec¢cdes micoticas em pessoas e animais (Malik et al., 2009; Gremido
et al.,, 2009). Em um estudo, a anfotericina B deoxicolato aplicada IL associada ao
fornecimento diario de itraconazol foi testado em 26 animais, apresentou uma taxa de
cura em torno de 72,5%, ap6s uma a cinco sessfes. A aplicacdo foi realizada
mediante anestesia geral e analgesia prévia e, apds sua reconstituicdo, o farmaco é
aplicado com auxilio de agulha fina nas lesfes. Efeitos adversos locais e sistémicos
foram observados como a formacdo de abcesso estéril, edema, dor durante a
aplicacao e ocorréncia de hepatotoxidade (Gremi&o et al., 2011).

Dentre as opcoes de terapias alternativas disponiveis, destaca se a crioterapia
gue ja € empregada com seguranca no tratamento de diferentes enfermidades
cutaneas, amplamente utilizada na dermatologia (Lucas e Larsson, 2007).

Na medicina ela vem sendo usada ao longo dos anos no tratamento de
diferentes dermatoses infecciosas, bem como no tratamento de lesGes cutaneas na
esporotricose (Moraes et al.,, 2008). A técnica é capaz de promover a completa
recuperacdo em lesBes cutaneas residuais e refratarias a terapia convencional
(Galhardo et al., 2010), sendo descrita como de facil realizagéo, bem tolerada e segura
inclusive para gestantes, pacientes portadores de doencas cardiovasculares dentre
outros. O protocolo utilizado é baseado na realizagéo de sessfes mensais até a cura
clinica, utilizando a técnica de spray aberto (Flichman et al., 2019). Na medicina
veterinaria esta técnica ainda foi pouco explorada no tratamento da esporotricose

felina, havendo apenas um artigo publicado com uma série de 13 gatos tratados com
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criocirurgia, apresentando resultados promissores quando utilizada em associacéo ao

itraconazol (Souza et al., 2016).

5 CRIOCIRURGIA

Criocirurgia ou crioablacdo referem-se aos métodos que utilizam o
congelamento para promover morte celular e induzir a formagao de necrose tecidual
respectivamente, por meio de diferentes mecanismos de agao (Erinjeri et al., 2010),
através da aplicacdo de nitrogénio liquido diretamente sobre o tecido ou
indiretamente, através da circulacdo do nitrogénio em um determinado modelo de
sonda (Yuan et al., 2017). No Brasil os termos crioterapia e criocirurgia séo utilizados
como sinbnimos, porém crioterapia € designado para procedimentos menos invasivos

e gue ndo promovem a destruicéo tecidual (Moraes et al., 2008).

5.1 Equipamento e técnicas

Diversos agentes criogénicos ja foram utilizados ao longo do tempo, mas
cairam em desuso devido a suas desvantagens (Yiu et al., 2007). O agente criogénico
de escolha para prética criocirargica € o nitrogénio liquido, a cerca de -195,8 °C
(Malburg et al., 2013; Yuan et al., 2017), pois é incolor, inodoro, inerte, atéxico e
seguro a manipulacao desde que algumas precaucdes sejam tomadas. Este é o mais
barato quando comparado a outros agentes criogénicos, é capaz de promover um
rapido congelamento tecidual e deve ser armazenado em botijdes apropriados, que
tolerem vazamento e evaporacao (Castro et al., 2013).

O equipamento utilizado para crioterapia e ou criocirurgia € uma garrafa
cilindrica de aco inoxidavel, com capacidades para 300mL e 500mL (Figura 5), com
tampa associada a uma valvula de seguranca e um gatilho externo que controla a
guantidade e velocidade de saida do nitrogénio através de uma canula acoplada as
ponteiras (Castro et al., 2013).
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Figura 1.4 - Cry-ogun® de 500ml, aparelho utilizado para aplicacdo do nitrogénio liquido na criocirurgia
Fonte: Brymill (2021)

Existem trés técnicas utilizadas para o congelamento de lesGes cutaneas: 1-
swab (cotonete); 2- spray aberto (ponteiras abertas ou spray/cone confinado) e 3-
sondas/ponteiras fechadas (contato). Quando utilizado o spray aberto o nitrogénio é
pulverizado diretamente sobre a lesdo onde deseja-se obter o congelamento. Nesta
técnica o nitrogénio pode ser aplicado de trés formas (Figura 1.6): a- continua no
centro da lesao; b- em espiral do centro para a periferia lesional e c- com movimentos
em pincel. O equipamento geralmente é posicionado em um angulo de 90°, com uma
distancia entre 1 a 2 cm da lesdo (Ziemmerman e Crawford 2012). Nas técnicas onde
sao utilizadas sondas fechadas, o nitrogénio circula internamente na sonda sendo
eliminado e leva ao seu congelamento e, a mesma, entra em contato com o tecido a
ser congelado. As ponteiras abertas estéo disponiveis em diferentes tamanhos onde
o diametro e volume do spray variam e as ponteiras fechadas apresentam ampla

variacdo de formatos e tamanhos (Figura 1.7) (Malburg et al., 2017).
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Figura 1.5 - Imagem ilustrativa das formas de aplicacao do nitrogénio sobre a leséo, diretamente de
forma continua, em movimentos de pincel e em espiral
Fonte: Zimmerman e Crawford (2012)
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Figura 1.6 - Imagem representando exemplos de ponteiras abertas e fechadas.
Nota: A: ponteiras fechadas, com diferentes formas. Seta indicando o orificio de saida do nitrogénio. B:

ponteiras abertas para aplicacédo do nitrogénio com a técnica de spray aberto.
Fonte: Adaptado de Brymill (2021)
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5.2 Mecanismo de ac¢ao

A partir do surgimento da criocirurgia moderna nos anos 60, com o
desenvolvimento de novas tecnologias e equipamentos automatizados, Cooper
(1960), descreveu que submetendo um tecido a -20°C e mantendo essa temperatura
durante 60 segundos é possivel induzir a necrose tecidual. Nessa época surgiram os
principios béasicos para a utilizagéo da criocirurgia de maneira eficiente, baseando-se
no congelamento rapido, descongelamento lento dos tecidos e a repeticdo do ciclo de
congelamento (Gage e Baust, 1998).

O objetivo do tratamento criocirdrgico é na maioria dos casos promover
destruicdo tecidual, sendo fundamental ter controle e precisdo da técnica, para evitar
destruicdo de tecidos saudaveis proximos as lesdes por motivos estéticos e funcionais
(Gage e Baust, 1998). A natureza da resposta tecidual varia com a intensidade da
leséo criocirurgica produzida, de modo que, a uma pequena exposi¢ao criogénica ira
produzir apenas uma resposta inflamatoria, e uma maior exposicao ira induzir maior
dano criogénico, destruicdo e consequentemente necrose tecidual.

Os mecanismos de morte tecidual sdo complexos e deve se levar em conta o
fato da criocirurgia alcancar diferentes temperaturas nas diferentes areas do tecido

congelado (Figura 8) (Gage e Baust, 1998).
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Figura 1.7 - Imagem esquematica de uma les&o congelada, representando as diferentes temperaturas
alcancadas na &area congelada, a maior temperatura negativa é encontrada no centro da lesdo, mais
préximo ao ponto de aplicacdo do nitrogénio

Fonte: Adaptado de Zimermman e Crawford (2012)

Em seu estudo Erinjeri et al. (2010), descreveram que a morte celular pode
ocorrer por diferentes mecanismos, divididos em lesdo celular direta e indireta.

Durante o congelamento tecidual ocorre a formacdo de cristais de gelo
primeiramente no meio extracelular, tornando-o hiperosmaético, extraindo agua das
células e conduzindo a desidratacdo celular. Dessa forma ocorre aumento na
concentracdo de eletrélitos no interior da célula, levando a prejuizos para enzimas
citoplasmaticas e danos as membranas celulares. Nesse processo ocorre um
desarranjo na conformacao tridimensional das proteinas e sua desnaturacao, porém
as ligacbes peptidicas ndo sdo desfeitas permitindo que as proteinas possam se
reorganizar com a elevacdo da temperatura, podendo ocorrer a reidratagao celular.
Porém, quando o congelamento tecidual ocorre de maneira rapida, ha formacéao de
cristais de gelo dentro das células, que sdo mais efetivos por impedirem que a agua
escape para o meio extracelular. Em adicdo, ocorrem danos fisicos as organelas e
membranas celulares gerados pela formagéo de cristais de gelo dentro das células e,
durante a fase de descongelamento, quando as temperaturas se elevam, ocorre a

recristalizacéo, quando os pequenos cristais de gelo no interior das células se fundem
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e dao origem a grandes cristais que induzem importante dano celular. Alteracées nos
gradientes osmoticos tornam o meio extracelular hipoténico e com o dano na parede
celular, a 4gua entra na célula e ocasiona um aumento no seu volume, edema e
rupturas das paredes celulares (Gage e Baust, 1998; Erinjeri et al., 2010).

A formacéo de cristais de gelo causam necrose celular, e isso acontece quando
a temperatura necessaria para congelamento tecidual € alcancada o mais rapido
possivel. Algumas células podem apresentar a formacao de cristais de gelo em seu
interior quando atinge temperaturas entre -7°C a -15°C, entretanto a formagéo de
cristais de gelo intracelular em todo tecido ocorre quando as temperaturas atingem -
40°C. Muitos eventos podem ser aventados como possibilidades de mecanismos de
les&o celular direta durante o congelamento e descongelamento como por exemplo:
formacao de cristais de gelo extra e intracelular, desidratagédo, ruptura da parede
celular, ruptura das organelas celulares, encolhimento e expansdo celulares em
respostas a diferentes concentracfes de solutos. Porém ainda sdo necessarios novos
estudos para o completo entendimento do mecanismo de lesédo celular direta
causados pela criocirurgia (Erinjeri e Clark, 2010).

A leséo celular indireta é o resultado das mudancas teciduais induzidas pelo
congelamento, tornando o microambiente desfavoravel para a sobrevivéncia celular
(Erinjeri et al., 2010). A resposta circulatoria inicial diante do resfriamento é a
vasoconstriccdo e a estagnacao circulatoria e estase vascular frequentemente séo
consideradas a principal causa de morte celular no tratamento criocirirgico. Quando
o tecido congela a circulacdo cessa e, ap0s o descongelamento, a temperatura se
elevando em torno de 0°C, a circulagéo retorna, seguida pela vasodilatacdo e aumento
da permeabilidade vascular. Com o0 aumento da vasodilatacdo em poucas horas apés
o descongelamento ocorre a formacdo de edema local. Nessa etapa a lesdo nas
células endoteliais evolui para defeitos nas jun¢des entre as células endoteliais e dano
a parede capilar, o que resulta em aumento da permeabilidade vascular, edema local,
agregacéao plaquetéaria e formacédo de microtrombos que sdo os responsaveis pela
estagnacédo vascular e isquemia tecidual adicional. A diminuicdo drastica no aporte
sanguineo para as células priva qualquer possibilidade de sobrevivéncia das células
expostas ao congelamento, originando desse modo uma necrose tecidual uniforme,
exceto na periferia da area congelada (Gage e Baust, 1998). Em resposta ao edema
e isquemia tecidual tem inicio a liberagdo de mediadores inflamatorios e substancias

vasoativas promovem hiperemia local, influxo de células inflamatérias como
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neutrofilos e macréfagos e limpeza de detritos celulares, resultando em necrose de
coagulacéo na area congelada (Erinjeri e Clark, 2010).

Esses eventos podem ser divididos em trés fases: imediata, retardada e tardia
(Lucas e Larsson, 2007; Castro et al., 2013). A fase imediata ocorre ainda durante o
periodo de congelamento e descongelamento dos tecidos, as células sdo destruidas
instantaneamente em decorréncia de eventos que ocorrem simultaneamente:
desidratacéo e concentracéo de solutos, formacao de cristais de gelo, recristalizacao,
desnaturacao de proteinas e o choque térmico (Lucas e Larsson et al., 2007; Castro
et al., 2013). A fase retardada tem seu inicio algumas horas apos o fim dos ciclos de
congelamento e é caracterizada pela estase vascular (Lucas e Larsson, 2007). A
morte celular € decorrente de alteracdes vasculares oriundas da aderéncia de células
sanguineas como heméacias e plaquetas na parede dos vasos, formacéo de trombos,
hipdxia, andxia, morte celular e necrose tecidual (Castro et al., 2017).

A fase tardia, ou também chamada de fase imunolégica, ocorre dias ou
semanas apos o congelamento tecidual. Ela é caracterizada por infiltracdo de células
inflamatorias, atividade fagocitica e producéo de anticorpos contra componentes das
células do tecido destruido, o que pode ser interessante no tratamento de neoplasias
malignas, ja que alguns trabalhos apontam a diminuicdo no nimero de metastases

apos a criocirurgia (Lucas e Larsson, 2007; Castro et al., 2013).

5.3 Ciclo de congelamento e descongelamento

Para melhor compreensdo dos mecanismos de lesdo celular presentes na
criocirurgia € preciso analisar criteriosamente o ciclo de congelamento e
descongelamento tecidual. Essas sdo etapas criticas na criocirurgia e podem significar
0 sSucesso ou insucesso da técnica. Existem variacfes nas temperaturas alcancadas
tanto durante o resfriamentodo quanto durante o aguecimento dos diferentes volumes
teciduais congelados. O tecido mais proximo ao ponto de aplicacdo do nitrogénio ou
do contato com a sonda, resfria mais rapido, enquanto, o tecido da periferia resfria de
maneira mais lenta, denotando que o tempo de congelamento e de manutencédo da
temperatura mais fria alcancada exercem influéncia no grau de lesédo celular (Gage e
Baust, 1998). Tanto a lesdo celular direta quanto a indireta sédo influenciadas por
quatro fatores: a- taxa de congelamento, b- temperatura no tecido alvo, c- tempo de
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manutencao da temperatura no tecido alvo e d- a taxa de descongelamento (Erinjeri
e Clark, 2010).

O congelamento rapido é mais destrutivo, e a taxa de congelamento deve ser
a mais rapida possivel para que ocorra a formacao de cristais de gelo intracelular letais
para as células, pois existe uma importante correlacdo entre as altas taxas de
congelamento e a formacédo de cristais de gelo intracelular (Gage e Baust, 1998;
Erinjeri e Clark, 2010). A temperatura € mais baixa proxima ao ponto de contato com
0 nitrogénio ou com a probe (ponteiras fechadas) e, mais alta na periferia da area
congelada, mais distante do ponto de contato. Baseado nisso o aumento no tempo de
manutencdo da temperatura letal no tecido alvo, pode permitir as células da periferia
alcancem a temperatura letal para a formacao de cristais de gelo intracelular. No
entanto existe uma ampla faixa de variagdo na taxa de congelamento necessaria para
formacdo de gelo intracelular em diferentes tecidos congelados (Erinjeri e Clark,
2010).

No tratamento de neoplasias, o sucesso da criocirurgia requer que a
temperatura letal seja alcancada em todo o tumor. De todas as variaveis avaliadas
nos ciclos de congelamento e descongelamento, a temperatura tecidual é facilmente
usada para monitorar a terapia, sendo que a temperatura critica para que todas as
células neoplasicas sejam expostas a temperatura letal € em torno de -5°C a -50°C,
minimizando a chance de sobrevida celular (Gage e Baust, 1998).

A taxa de descongelamento pode também influenciar no grau de leséo
celular e o descongelamento rapido pode aumentar a chance de sobrevida das
células, limitando o tamanho dos cristais de gelo intracelular. Portanto, quanto mais
rapido for o congelamento, mais intenso sera o dano celular e, quanto mais lento for
o descongelamento, maior serd a morte celular (Malburg et al., 2017).Estudos
sugerem que a repeticao dos ciclos de congelamento e descongelamento, promovem
maior destruicao tecidual, por expor as células a condi¢cdes extremas repetidas vezes,
aumentando desse modo a eficiéncia da crionecrose (Gage e Baust, 1998; Castro et
al., 2013).

5.4 IndicagOes

A criocirurgia e a crioterapia € amplamente utilizada na Medicina e na Medicina
Veterinaria nas areas de dermatologia (Lucas e Larsson, 1996), sendo empregada no
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tratamento de granulomas infecciosos, granulomas estéreis, piodermites profundas,
cistos, hiperplasias, fistulas, entre outros (Lucas e Larsson, 2007); na oncologia, no
tratamento de neoplasias tegumentares malignas e benignas (Castro et al., 2013) e
na oftalmologia para tratamento de enfermidades intraoculares, da superficie ocular,
na conjuntiva e palpebras (Tehrani e Fraunfelder, 2013). Na Medicina, esta também
tem sido empregada com seguranca e bons resultados no tratamento de tumores
renais, hepéticos, na préstata, pulmonares, de tecidos moles e 6sseos (Boas et al.,
2018) bem como no tratamento de dermatoses de origem infecciosa (De Moraes et
al., 2008).

No tratamento de esporotricose em humanos ela é empregada como uma
terapia alternativa em casos refratarios ao tratamento convencional, ou casos que as
medicacbes sdo contraindicadas como por exemplo em gestantes (Ferreira et al.,
2011; Fichman et al.,, 2018). Na esporotricose felina sdo raros os trabalhos
desenvolvidos e, até o momento, apenas um artigo foi encontrado com uma série de
13 casos tratados, demonstrando que a técnica foi capaz de promover a remissao de
lesbes persistentes refratarias a terapia com itraconazol (Souza et al., 2016).

5.5 Vantagens da técnica

O resfriamento dos tecidos e estruturas do sistema nervoso promove um efeito
analgésico, portanto a criocirurgia tende a produzir menos dor quando comparada a
outras técnicas de ablacao tecidual. Esse fator permite em determinados casos que a
o procedimento criocirargico seja realizado apenas com anestesia local ou sedacéo
leve para contencdo de movimentos. Os aparelhos modernos permitem que as
ponteiras sejam desconectadas apos o congelamento e crio-adesdo, 0 que permite
gue atuem de maneira independente, permitindo o congelamento de multiplas lesdes
simultaneamente, otimizando o tempo cirdrgico (Erinjeri e Clark, 2010; Boas et al.,
2018). Quando comparada a técnicas de termoablacdo (micro-ondas ou
radiofrequéncia), aléem de promover menos dor, a criocirurgia ocasiona menor dano
ao tecido sadio adjacente a leséo tratada, além de permitir uma melhor monitoracao
do procedimento através da visualizagdo da “ice-ball” (alo de congelamento) (Boas et
al., 2018).

Assim, a criocirurgia é considerada uma técnica minimamente invasiva, por

requerer menores cuidados pos operatérios, menor tempo de recuperagdo e menor
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custo quando comparada com outras técnicas cirurgicas (Yuan et al., 2017), além de
ser segura, pouco cruenta, com raros relatos de infeccbes secundarias, e permitir a
utilizacdo em areas de dificil acesso como a boca, perineo, reto, regido interdigital e
também ser associada a outras modalidades terapéuticas para otimizar os resultados
dos tratamentos (Castro et al.,, 2013). Alguns sinais interpretados como efeitos
colaterais da crioterapia, sdo esperados e considerados normais, pois representam a
evolucdo do processo fisiolégico tecidual apds o congelamento e podem ser
influenciadas por diversos fatores como: paciente, tipo de doencga, tamanho e
localizacéo das les@es, escolha da técnica, equipamento e cuidados pds operatorios.
Alguns efeitos imediatos sé@o: dor, hemorragia, insuflacdo pelo gas e edema; efeitos a
curto prazo: formacéo de bolhas, infecgéo, granuloma piogénico e reacdes sistémicas
como febre; efeitos a longo prazo: hiperplasia pseudoepiteliomatosa,
hiperpigmentacédo, leucodermia, danos a nervos, alopecia, estenose de orificios
naturais devido a retracdo cicatricial decorrente da necrose tecidual (Malburg et al.,
2017).

As reagOes teciduais mais observados em humanos sao listados abaixo
(Quadro 1).

Quadro 1.1 - Efeitos adversos da criocirurgia em humanos

Tipo de complicacdo Efeito adverso

Imediata Hemorragia, formagdo de bolhas, edema, enfisema, dor, sincope vaso
vagal, cefaleia vascular

Tardia Hemorragia, granulagéo tecidual excessiva, infeccéo, ruptura de tendéo,
ulceracdo

Temporaria Alteracdo de sensacdo, hiperpigmentacdo, queloide, granuloma
piogénico

Permanente Alopecia, atrofia, necrose de cartilagem, hipopigmentacgéo

Fonte: Adaptado de Zimmerman e Crawford (2012)
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RESUMO

Objetivos: o objetivo desse estudo foi avaliar a eficacia com base na resolucao clinica
(cura, ineficacia, Obito e recidivas), tempo de tratamento e a seguranca da crioterapia
a partir da ocorréncia de efeitos adveros;como tratamento complementar da
esporotricose felina.

Métodos: foram avaliados 28 gatos, apresentando lesdes cutaneas fixas ou
disseminadas com até 3cm de extensdo, sem envolvimento sistémico da doenca.
Divididos em dois grupos de estudo, sendo o grupo 1 composto por 14 gatos
tratados com sessdes de crioterapia em intervalos de 21 a 30 dias entre elas, em
associacao ao itraconazol por via oral, na dose de 100mg/gato/24h para animais com
mais de 3kg e 25mg/kg/24h para animais entre 1 e 3kg, e ao iodeto de potassio na
dose de 2,5mg/kg/24h. O grupo 2 composto por 14 gatos que receberam somente a
terapia antifGngica nas mesmas dosagens e periodo do grupol. As medica¢des foram
fornecidas por até 30 dias ap6s completa remissao lesional para os gatos de ambos
0S grupos.

Resultados: as lesdes dos gatos se concentravam na face, membros e tronco . Os
tempos de tratamento foram de 73 dias no Grupo 1 e de 104 dias no Grupo 2. Entre
0s gatos do grupo 1, 12 (86%) obtiveram cura, dois (14%) abandonaram o tratamento
e dois (14%) apresentaram recidiva durante os 12 meses o estudo, e a média de
sessOes de crioterapia foi de duas sessdes. Entre os gatos do grupo 2, 11 (79%)
obtiveram cura ao final do tratamento, dois (14%) abandonaram o tratamento, um (7%)
caso houve ineficacia e em dois (14%) casos houve recidiva lesional. Os efeitos
colaterais transitorios associados a crioterapia foram edema, eritema e escara, e 0s

permanentes foram leucodermia e alopecia cicatriciais.
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Conclusdes: a crioterapia foi eficaz e segura como tratamento complementar da
esporotricose felina, reduzindo seu tempo de tratamento sistémico, mormente em
casos cutaneos localizados ou disseminados de menores diametros, 0 que exige

diagnéstico precoce da doenca.

INTRODUCAO

A esporotricose é uma micose de implantacdo, com transmissao zoonotica,
subaguda a crénica, que acomete diferentes espécies de mamiferos, em especial
humanos e gatos domésticos (Rodrigues et al., 2020; Gremiao et al., 2020). Apresenta
distribuicdo ubiquitaria com maior concentracdo de casos em areas de clima tropical
e subtropical (Rodrigues et al., 2014; Telles et al., 2019), sendo o Brasil o pais que
registra 0 maior niumero de casos e de transmisséo zoondética da doenca, com ampla
expansao geografica nas ultimas décadas (Pereira et al., 2014; Gremiao et al., 2015;
Sanchotene et al., 2015; Rossow et al., 2020; Rodrigues et al., 2020).

O principal agente etioldgico da esporotricose felina no Brasil € 0 S. brasiliensis,
considerada a espécie mais patogénica do complexo Sporothrix spp, sendo os gatos
altamente suscetiveis a doenca, desenvolvendo geralmente lesdes cutaneo
disseminadas, necrotizantes e com tendéncia a ulceracdo, com alta carga de
elementos fangicos, 0 que desempenha um importante papel na epidemiologia da
doenca e em sua transmissdo (Sanchotene et al., 2015; Gremido et al., 2017;
Rodrigues et al., 2020). Considerando que S. brasiliensis pode ser transmitido de
animais para pessoas, a vigilancia e cuidados deve incluir também o meio ambiente
além de animais e pessoas conforme preconizado na Satde Unica (Gremiso et al.,

2020).
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LesOes respiratorias sdo caracterizadas por lesdes nddulo tumorais no espelho
e ponte nasal, que sofre necrose de liquefacao e ulceracéo, levando a estenose nasal,
dispneia, estridulos respiratorios e espirros paraxisticos (Gremido et al., 2015;
Gremido et al., 2020; Rodrigues et al., 2020).

A terapia convencional da esporotricose é baseada no uso sistémico de
antifangicos por longos periodos, sendo o itraconazol o mais utilizado como
monoterapia, ou associado ao iodeto de potassio, mormente em casos cutaneo-
disseminados graves, respiratérios, refratarios ou recorrentes (Gremiao et al., 2020).
O tratamento da esporotricose felina pode durar meses e torna-se um desafio diante
do limitado numero de antifingicos orais disponiveis para os gatos, pelos efeitos
colaterais inerentes a terapia, alto custo das medicacbes (Gremido et al., 2015;
Gremido et al., 2020), além da dificuldade em fornecer diariamente as medicacdes por
via oral e os riscos de transmissao zoonoética durante as administracdes (Chaves et
al., 2013).

Terapias alternativas sédo estudadas e empregadas com objetivo de otimizar e
reduzir o tempo total de tratamento (Malik et al., 2009), minimizando custos, para-
efeitos, riscos de contagio e disseminacao da doenca. Em humanos, a criocirurgia tem
sido empregada no tratamento da esporotricose em lesfes isoladas e refratarias a
terapia convencional, e em casos onde o uso de imidazélicos é contraindicado
(Ferreira et al., 2011; Fichman et al., 2018). Na Medicina Veterinaria, a crioterapia é
pouco explorada para o tratamento da esporotricose felina, havendo apenas um
estudo desenvolvido em uma série de casos refratarios ao tratamento convencional
(De Souza et al., 2016).

No presente estudo se objetivou analisar a eficacia com base na cura clinica,

piora lesional ou ineficacia e ocorréncia de recidivas, a segurangca com a partir da
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ocorréncia de efeitos adversos e alteracdes teciduais decorrentes do protocolo
terapéutico e o tempo de tratamento da crioterapia como tratamento complementar

em gatos domeésticos com esporotricose.

MATERIAL E METODOS
Comité de Etica
O estudo foi aprovado pela comissdo de ética para uso de animais CEUA-

PUCPR, sob o nUmero 01205-2019.

Objetivo

O objetivo do estudo foi avaliar a eficacia da criocirurgia como tratamento
complementar da esporotricose felina, a ocorréncia de efeitos colaterais (gravidade e
frequéncia) inerentes a técnica, tempo de resposta terapéutica e determinar se o
protocolo criocirargico estudado é seguro e efetivo nos casos do estudo.
Avaliacao clinica

Todos os gatos com suspeicao de esporotricose foram submetidos a completo
exame clinico, as informacdes clinicas e epidemiologias foram registradas. Apés a
triagem, os animais que obedecessem os critérios de incluséo, tiveram suas lesdes
classificadas em relacdo ao seu tamanho e distribuicdo em: cutanea fixa, quando o
paciente apresentou apenas uma lesdo isolada, com até 3 cm de extenséo, e cutanea
disseminada, quando o paciente apresentou até trés lesdes em regides anatdémicas
distintas, com até 3 cm de extensdo. Também foram classificadas quando a sua
localizagcdo em: espelho ou plano nasal, periocular-palpebra, perilabial, pavilhdo

auricular, cervical, lombo-sacra, membros toracicos, membros pélvicos, digitos,
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abdome e cauda. O estagio da infeccdo antes do inicio do estudo foi considerado em:

primeira infec¢éo, recidiva lesional e infeccao refrataria ao tratamento.

Grupos de estudo

Foram avaliados 28 gatos domésticos com esporotricose atendidos na Clinica
Veterinaria Escola da PUCPR, que foram divididos em dois grupos. O grupo 1 foi
composto por 14 gatos tratados com crioterapia associada ao itraconazol e iodeto de
potassio. O grupo 2 foi composto por 14 gatos tratados com a associacdo de
itraconazol com iodeto de potassio. Os grupos foram divididos a partir da triagem
prévia e caracteristicas lesionais de forma aleatéria, respeitando os mesmaos critérios

clinicos de inclusao e exclusao.

Critérios incluséo
e Grupo 1: gatos com esporotricose com lesdes cutaneas fixas ou
disseminadas, de até 3 cm de extensdo, localizadas em até trés regides
anatbmicas, que ndo apresentaram sinais sistémicos da doenca como
espirros, estridulos respiratorios; gatos com historico de recidiva lesional ou
resisténcia ao tratamento convencional; gatos aptos a serem submetidos a
procedimento anestésico e que 0s proprietarios anuiram com o protocolo
proposto.
Grupo 2: gatos com as mesmas caracteristicas lesionais estabelecidas ao
grupo 1, que ndo puderam ser submetidos a anestesia e que nao tiveram

anuéncia cirargica pelos proprietarios.
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Critérios de excluséao

Gatos com multiplas e extensas lesdes; gatos com sinais sistémicos da doenca;
gatos que nao tiveram a confirmacéo diagnostica; gatos debilitados que nédo puderem
ser submetidos aos protocolos terapéuticos e cirirgicos, e gatos que 0s proprietarios

nao anuiram com critérios estabelecidos.

Exames diagndsticos

Apos o exame clinico, todos os gatos passaram por exame citopatoldgico das
lesbes, realizado pelo método de diferenciacdo celular a partir do exsudato cutaneo
obtido por impressao em lamina de vidro, ou por biopsia aspirativa com agulha fina,
sendo imediatamente apds a colheita, coradas com corante hematolégico rapido
(Panéptico®), sendo consideradas positivas aquelas com leveduras pleomorficas
envoltas por halo claro associada a um infiltrado piogranulomatoso (Pereira et al.,
2011).

Na sequéncia, todos os gatos foram submetidos a coletas de amostras
lesionais através de swab estéril, semeadas em meios de agar Sabouraud dextrose
com cloranfenicol (0,05 g/L), e incubadas a 25+1 °C por dois a sete dias. O diagnostico
foi estabelecido mediante crescimento filamentoso e visualizagdo morfolégica
patognomoénica de Sporothrix spp, em microscopia Optica (40x).

Para identificacdo molecular rapida das espécies do complexo Sporothrix
schenckii utilizou-se a reacdo de PCR com primers, do gene calmodulina (CAL), em
regides espécie-especificas, conforme a metodologia descrita por Rodrigues et al.
(2015). A amplificacao do fragmento de 469 pb (0,46 kb) pelos primers Sbra-F/Sbra-
R afirmaram amostra positiva para o S. brasiliensis e a amplificacdo do fragmento de

331 pb (0,33 kb) pelos primers Ssch-F /Ssch-R confirmaram S. schenckii.
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Procedimento crioterapico

Os gatos receberam preparo prévio com tricotomia e antissepsia local e foram
submetidos a anestesia geral e bloqueio regional. A analgesia pds-operatoéria foi
realizada com a utilizacdo de Meloxican 0,1mg/kg/SID e Tramadol 2 mg/kg/BID por
até dois dias apos o procedimento.

O equipamento utilizado para a crioterapia, e seus acessorios, foi o Cry-ogun
(Cry-Ac®). A técnica de aplicacédo e os acessorios utilizados foram: spray aberto com
ponteiras abertas; sondas fechadas ou de contato (Cilindrical probe®) e (mini probe®).
O agente criogénico utilizado foi o nitrogénio liquido a -196°C.

O protocolo experimental contemplou a realizacdo de até trés sessfes de
crioterapia lesional, cada sessdo composta por trés ciclos de congelamento rapido e
descongelamento lento, respectivamente.

O congelamento foi realizado no menor tempo possivel, até atingir o alo
desejado, limitando-se a extensdo lesional e mantido durante 60 segundos. O
descongelamento ocorreu de forma natural e lentamente, sendo desejado no minimo
o dobro de tempo utilizado para o congelamento. O intervalo entre as sessdes foi de

21 a 30 dias.

Tratamento medicamentoso

O tratamento medicamentoso foi realizado com a administracao de itraconazol
por via oral, na dose de 100mg/gato/24h para animais com mais de 3kg e 25mg/kg/24h
para animais entre 1 e 3kg, associado ao iodeto de potassio na dose de 2,5mg/kg/24h,
por até 30 dias apés a completa cicatrizacdo das lesbes. Os gatos do grupo 1,

receberam a terapia medicamentosa associada a crioterapia.
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Analise da eficacia e seguranca

Para determinar a eficacia do protocolo crioterapico estudado foi utilizado os
seguintes critérios: 1. Cura clinica; 2. Ineficacia/piora clinica; 3. Abandono; 4 Obito.
Foi considerado recidiva lesional o aparecimento de lesbes nos mesmos locais
durante o periodo de acompanhamento nos animais apés a conclusao do tratamento.

Os gatos foram avaliados antes do inicio, durante e depois do tratamento para
acompanhamento clinico e da evolucéo lesional. Os dados foram registrados em
fichas nos dias 0, 21, 45, 65, 95 e 115.

Para monitorar a evolucdo das lesfes tratadas com crioterapia e a resposta
clinica individual ao longo do tempo até a cura, foi desenvolvido para o estudo um
modelo baseado em escores para cada tipo de lesédo apresentada Tabela 1 e a soma
desses determinou o escore individual para cada gato nos dias de avaliacdo. Foram
considerados trés aspectos para atribuicdo das notas: leséo ativa (antes do inicio do
tratamento); lesdo em remissdo (processo de cicatrizacdo) e cura (completa
cicatrizacdo), da mesma maneira foi desenvolvida para o estudo uma escala de cores

para representacdo esquematica desses escores com base na Tabela 2.

Tabela 1. Escore lesional, com base na caracteristica de cada leséo e evolucéo.

LesOes Escore
Leséo ativa

Noédulo nasal 2,5
Ulcera (citologia positiva) 2
Nédulo (ulcerado ou n&o) 2
Exsudacédo 15
Crosta hematica 1,5
Placa 1
Edema 0,5
Lesdao em remissao

Edema 0,5
Eritema 0,5
Ulcera (citologia negativa) 1
Alopecia cicatricial 0,5
Crosta escaritiforme 0,5
Cura

Cicatriz 0
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Tabela 2. Escala de cores com base no escore individual.

Escore Cor

3a4
2,5
2
15
1
0

Para avaliar a seguranca da crioterapia foram documentadas a ocorréncia de
alteracdes teciduais transitorias (sangramento, eritema, exsudacdo, edema,
inflamacédo e formacédo de esfacelo relacionada a necrose) e permanentes (retracao
tecidual, perda funcional decorrente de necrose em planos profundos, afetando
tecidos sadios adjacentes, e ocorréncia de tecido cicatricial caracterizado
principalmente por alopecia e leucodermia).

A ocorréncia de efeitos colaterais sistémicos também foi monitorada como
mudanca de comportamento, vOmitos, apatia, hiporexia e anorexia. Essas
informacdes foram avaliadas em conjunto com exame fisico e questionario feito aos

proprietarios durante o acompanhamento dos pacientes.

Analise estatistica

A demografia foi apresentada em variaveis categoricas e numéricas, descritas
em porcentagem, ou média, maxima e minima, e desvio padrdo. Os dados incluidos
foram raca, idade, sexo, padrao lesional. Em relacéo ao quadro clinico foram descritos
dados referentes as regides corporais mais acometidas, estado de infec¢éao (primeiro
acometimento, infeccédo redicivante e infecgao refrataria).

Dados referentes ao tratamento foram descritos em porcentagem e numeros

absolutos, incluindo quantidade de sessbes necessarias no grupo tratamento; tempo
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de tratamento de acordo com grupo controle e grupo tratamento (média, minima e
maxima, e desvio padréo); presenca de efeitos colaterais; ocorréncia de dificuldades
na continuidade terapéutica (abandono, piora, ineficacia), bem como, pacientes que
obtiveram cura.

Teste de normalidade por meio de Kolmogorov-Smirnov foi aplicado ao tempo
de tratamento em cada grupo do estudo, observando-se dados paramétricos no grupo
em tratamento com crioterapia associada ao itraconazol e iodeto de potassio (Simard
& L’Ecuyer, 2011). Mediante esta avaliacao, fora aplicado Test T para comparagao
das médias do tempo de tratamento entre os grupos, considerando a a 5% e p<0,05
(UCLA, 2021).

As proporc¢des entre animais que tiveram terapia descontinuada por abandono,
ineficacia, piora ou obtiveram cura foram comparadas por teste de comparacao entre
proporc¢des, com intervalo de confianga a 95% % e a <0,05 (Moore et al., 2012a).

As avaliacBes das escalas de escores lesionais em cada dia do estudo foram
apresentadas isoladamente por participante e total de escore lesional por periodo. A
analise dos escores ao longo dos dias de tratamento dos gatos do grupo 1, foi
analisado por meio de Analise de variancia de medidas repetidas, observando-se o
valor de F, considerando intervalo de confianca a 95% % e a <0,05 (Moore et al.,
2012b).

O Software utilizado para as analises foi 0 STATA verséo 14® (College Station,

Texas, USA).
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RESULTADOS
Caracteristicas etiologicas, demograficas, epidemioldgicas e clinicas

Todos os isolados advindos das amostras dos gatos incluidos no estudo
amplificaram com os primers Sbra-F (CCC CCG TTT GAC GCT TGG) e Sbra-R (CCC
GGA TAA CCG TGT GTC ATA AT) e foram visualizados em eletroforese e gel de
agarose com um unico produto, confirmando que eram S. brasiliensis. Em adicao, os
isolados identificados como S. brasiliensis ndo amplificaram com os primers Ssch-F
/Ssch-R de fragmento de 331 pb (0,33 kb), passando pelo controle negativo de S.
schenckii.

Entre os 28 gatos avaliados no estudo, 23 (82%) eram machos e cinco (18%)
fémeas, em sua totalidade sem raca definida, com idade média de 40 meses (min 3 -
max 120), 14 (47%) eram nao castrados, 23 (82%) dos gatos possuiam contactantes

e desses 16 (53%) também possuiam lesGes de esporotricose (tabela 3).

Tabela 3. Dados demograficos dos grupos de estudo com a somatdria total sobre o nimero de gatos

Caracteristicas Grupo 1 Grupo 2 Total
Raca
SRD 14 (100%) 14 (100%) 28 (100%)
Sexo
Fémea 4(28%) 1 (7%) 5 (18%)
Macho 10(72%) 13 (93%) 23 (82%)

Idade (meses)

Média 48,8 31,9 40
Mediana 42 24 36
Min-Max 7-120 3-72 3-120

Estado reprodutivo

N&o castrado 5 (36%) 9 (64%) 14 (50%)
Castrado 9 (64%) 5 (36%) 14 (50%)
Coabitantes 11 12 16 (57%)

O numero e distribuicdo topografica lesional estdo organizados individualmente

na tabela 4.
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Tabela 4. Distribuic&o lesional com base em sua localizacdo anatémica, divididas por grupo de estudo
€ com a somatoria total para cada regido.

Local da lesdo Grupo 1 Grupo 2 Total
Cabeca
Plano nasal (total) 9 3 12
Perilabial 0 2 2
Periocular 4 4 8
Pina 2 3 5
Tronco
Abdominal 0 1 1
Cervical 0 1 1
Lombo-sacral 0 1 1
Membros
Membro toracico 4 4 8
Membro pélvico 0 2 2

Estagio da infeccao

Dos 14 gatos do grupo 1, sete (50%) eram recidiva da doenca, dois (14%) eram
casos refratarios ao tratamento convencional e cinco (36%) se tratava de primo-
infeccdo. Em relacdo ao grupo 2, dos 14 gatos desse grupo, quatro (28%) eram

recidivas da doenca e 10 (72%) primo-infecgao.

Resolucéo clinica

Dos 14 gatos incluidos no grupo 1, 12 (86%) obtiveram cura ao final do
tratamento, dois (14%) abandonaram o tratamento. Durante 12 meses de
acompanhamento ocorreu recidiva lesional em dois (14%) gatos. Em relagcéo ao grupo
2, 11 (79%) obtiveram cura ao final do tratamento, dois (14%) abandonaram o
tratamento e um (7%) caso de ineficacia. Durante 12 meses de acompanhamento
ocorreu recidiva lesional em dois (14%) gatos.

Aplicando o teste de comparagdo entre propor¢cdes, ndo houve diferenca
significativa entre os indices de cura (p = 0,66) e de ineficacia (p = 0,66) entre os

grupos.

a7



Tempo de tratamento

Em relacdo ao tempo de tratamento, os animais do grupo 1 apresentaram
tempo médio de 73 dias (min 31 - max 115, mediana 67 dias), o qual foi inferior aos
animais do grupo 2 (p = 0,008), os quais apresentaram tempo médio de 104 dias (min

61 - max 155, mediana 91 dias).

Numero de sessdes de crioterapia

Os dados em relacdo ao numero total de sessfes e ao numero de sessfes com
base no sitio anatdmico lesional estdo dispostos abaixo. Dos 14 gatos do grupo 1, as
sessOes de crioterapia variaram de uma a trés sessfes, com a média de duas
sessOes. Em relacdo as necessidades de sessdes por sitios anatdmicos lesionais, 0s
dados encontram-se expostos na Tabela 5. O nimero de sessbes em relacdo ao

estagio da infeccao e classificacdo lesional os dados estdo expostos na Tabela 6.

Tabela 5. Média de sessfes por regido anatdmica com base na distribuicdo anatémica das lesfes.

Regido anatbmica Média de sessdes Min-méx Total de gatos
Plano nasal 2,2 1-3 9

Plano nasal isolado 2,6 2-3 7

Plano nasal + periocular 1,8 1-2 4
Pina 1,7 1-2 3
Membro toracico 1,7 1-3 3
Interdigital 2 . 1

Tabela 6. Média de sessdes com base na classificacdo lesional e estdgio da infeccéo.

Classificagao lesional Média de sessdes Min-méax Total de gatos
Cutaneo Disseminada 1,8 1-3 6
Primeira infeccéo 2 1-2 3
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Recidiva 1,7 1-3 3
Cutaneo fixa 2,3 1-3 8
Primeira infecgéo 2,0 2 2
Recidiva 2,6 1-3 6

Evolucéo lesional
Com base no escore lesional e escala de cores pré determinados, 0s escores
individuais dos gatos do grupo 1 estdo dispostos a seguir Tabela 7. O nimero e as

lesbes observadas ao longo tratamento na Figura 1.

Tabela 7. Evolucdo lesional com base no escore individual ao longo do tratamento

Gatos Dia 0 Dia21 Dia45 Dia65 Dia95 Diall5
1% 0 0
2 0 0
3 0 0
4 0 0
5 0 0
6 0 0
7 0 0
8 0 0
9 0 0
10 0 0
11 0 0
12
13+ 0 0
14
Escore 55 32 135 65 0 0

Total
. * pacientes que apresentaram recidiva lesional apés cura clinica.
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Figura 1. Representacgédo grafica do numero e tipo de lesdes ao longo do tratamento.

Ao final dos 115 dias de acompanhamento, todos os 12 gatos que concluiram
o tratamento com crioterapia, apresentaram alopecia e leucodermia cicatriciais nos

locais tratados (Figura 2) e (Figura 3).

Figura 2. Imagem da evolucéo lesional
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Notas: A. lesdo inicial antes da criocirurgia caracterizada por nédulo ulcerado, com exsudacédo
sanguinolenta; B. a mesma lesdo ap0ds 21 dias, caracterizada por alopecia, leucodermia, Ulcera no
centro da lesdo e eritema; C. a mesma lesdo 21 dias apds a segunda sessdo de criocirurgia,
caracterizada por alopecia, leucodermia; D. a lesdo ap6s completa cicatrizacdo, reepitelizacdo da
periferia lesional aos 65 dias.

Figura 3. Imagem da evolucéo lesional

Notas: A. lesdo inicial antes da criocirurgia caracterizada por nédulo localizado em plano nasal com a
presenca de alopecia e eritema; B. a mesma lesédo ap6s 15 dias ap0s a criocirurgia, com presencga de
alopecia, eritema, recoberta por crosta escaritiforme; C. a lesdo 21 dias apds a segunda sessdo de
criocirurgia, caracterizada por alopecia, leucodermia, ulcera no centro da lesédo apds a remocao da
crosta que recobria a lesdo; D. a lesdo ap6s completa cicatrizacdo, reepitelizacéo da periferia lesional
aos 115 dias.

A analise de variancia de mensuraces repetidas foi aplicada a 12 pacientes
que concluiram o tratamento para determinar se houve diferenca no escore lesional
ao longo do tratamento com crioterapia associado ao itraconazol. Os resultados
mostraram que o tratamento reduziu significativamente as médias do escore lesional
proposto, ao longo dos dias 21, 45, 65 e 95 em relagéo ao inicio do estudo, F (4,44) =
52,23, p<0,005; dos dias 45, 65 e 95 em relacdo ao dia 21, e de 95 dias de observacao
em relacédo a 45 dias (p<0,05) e tendéncia a diferenca dos 65 dias de tratamento
(p<0,1), de acordo com as margens preditivas (Figura 4). O escore se manteve em

zero no dia 115 para todos os gatos e 0s mesmos se mantiveram sem lesées ao longo
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dos meses seguintes de acompanhamento, exceto nos casos de recidiva lesional

pontuados anteriormente.

0 21 45 65 95

dias do estudo
Figura 4. Representacéo gréafica demonstrando evolucéo lesional ao longo do tratamento.

Notas: 2 diferenca significativa em relagdo ao inicio do estudo; ° diferenca significativa em relagédo ao
dia 0 e dia 21 e ¢ diferenca significativa em relag&o a todos os dias anteriores do estudo.5.

Efeitos adversos

Os efeitos colaterais observados durante o protocolo terapéutico em ambos os
grupos estdo listados a seguir Tabela 7. Entre os gatos do grupo 1, 12 (86%)
apresentaram alteragfes estéticas cicatriciais como alopecia e leucodermia, sem a
ocorréncia efeitos colaterais sistémicos. Entre os animais do grupo 2, 10 (72%)
apresentaram efeitos colaterais sistémicos com destaque para anorexia/hiporexia,

vomitos e emaciacao e 10 (72%).
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Tabela 8. Descrigdo dos efeitos colaterais sistémicos e tdpicos, transitorios e permanentes
observados nos gatos durante o estudo.

. . Grupo 1 Grupo2
Efeitos Colaterais (n= 14/ 100%) (n= 14 / 100%) Total
Transitorios Sistémicos
Hiporexia/ Anorexia . 5 (35%)
Vomito . 2 (14%)
Emaciacéo . 3 (21%)
Apatia .
Transitérios dermatolégicos
Crostas 11 (79%)

Edema 11 (79%

Eritema 4 (28%)

Ulcera 1 (7%)

Sangramento 1 (7%)

Permanente

Alopecia 12 (86%) 9 (64%)

Leucodermia 12 (86%) 8 (56%

Cicatriz 12 (86%) 10 (72%)
DISCUSSAO

No presente estudo, os gatos machos, mesticos, castrados, com acesso a rua
e que viviam em ambientes com multiplos animais foram os mais acometidos,
geralmente oriundos de bairros periféricos de Curitiba-PR. Isso se deve a alta
mobilidade desses animais ao redor de seus domicilios, envolvimento em brigas e
disputas territoriais, aos habitos inerentes a espécie como afiar as garras em arvores,
entre outros fatores comportamentais que favorecem a disseminacéo da doenca entre
esses individuos e o estabelecimento de microepidemias domésticas (Gremiao et al.,
2020).

As lesbBes predominantes foram: nédulo, nédulo ulcerado, Ulceras, crostas,
alopecia, exsudacéo, eritema e placa, localizadas na face, principalmente na ponte e
espelho nasal e pavilhbes auriculares, regido cervical e membros toracicos,
semelhante a outros estudos (Gremiao et al., 2020). Como a esporotricose geralmente

se estabelece por implantacdo, o desenvolvimento de inflamacf6es dermo-
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subcuténeas e celulite justifica o aspecto nodular lesional; e a necrose de liquefacéo
a formacado de Ulceras, exsudacdo e crostas. A topografia lesional observada nos
gatos do estudo pode estar associada as areas suscetiveis a agressoes e implantes
traumaticos apos brigas.

Em relacdo ao tempo de tratamento, os gatos do grupo 1 que receberam
sessOes de crioterapia associada a terapia antifuUngica sistémica apresentou tempo
meédio significativamente inferior aos gatos do grupo 2 que receberam apenas a
terapia antifingica sistémica. Isso pode ser devido a acao direta pelo congelamento
dos tecidos e morte celular associado a crioterapia, ou ainda pela resposta
imunologica sistémica que ocorre como resposta ao procedimento criocirlrgico
(Kazuya et al., 2018), promovendo uma rapida recuperacao lesional, o que pode ser
um fator determinante na escolha dessa técnica como tratamento complementar no
controle da doenca.

Analisando os dados inerentes a resolucgéo clinica entre os grupos 1 e 2, ndo
houve diferenca estatistica significativa entre eles em relacdo a cura clinica,
abandono, recidivas e houve ineficAcia em apenas um caso no grupo 2, 0 que
demonstra que a terapia com itraconazol e o iodeto de potassio, associada ou ndo a
crioterapia, foram eficazes no controle da esporotricose. Os quatro casos de recidivas
ocorreram apos alta clinica ao longos dos meses seguintes de acompanhamento.
Outra observagdo importante é que a maioria dos gatos do grupo 1 apresentaram
lesbes em regido nasal. As lesdes nasais geralmente estdo associadas com pior
prognastico e dificil controle da doencga, maior tempo de tratamento e casos refratarios
a terapia convencional, possivelmente pela baixa circulagdo periférica nos seios
nasais, o que compromete as concentracdes teciduais dos antifungicos (Gremiao et

al., 2020; Rodrigues et al., 2020; Rossow et al., 2020). Nestes casos, a crioterapia
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associada ao itraconazol e iodeto de potassio se mostrou eficaz no controle da doenca
e diminuiu o tempo de tratamento, podendo ser indicado como terapia integrativa
nestes casos.

O fornecimento diario de medicamentos, a dificuldade em manter os gatos
confinados por longos periodos de tratamento e a aquisicdo da doenca por membros
da familia sdo fatores que contribuem para o abandono terapéutico e até mesmo por
pedidos de eutanasia pelos tutores. As taxas de abandono terapéutico aumentam a
partir do segundo e sexto més apds o inicio do tratamento e também de forma
prematura quando ocorre melhora clinica sem que se tenha conseguido a cura clinica
(Chaves et al., 2013). A recrudescéncia lesional e falhas terapéuticas sdo mais
comuns em gatos com lesées nasais, com sinais respiratorios e a persisténcia lesional
é frequente em gatos com multiplas lesdes cutaneas (Rossow et al., 2020). Portanto
a reducéo no tempo de tratamento nos gatos que receberam tratamento crioterapico
em relacdo aos gatos que utilizaram somente terapia antifngica sistémica, pode
contribuir para reduzir o abandono terapéutico, otimizar os indices de cura e reduzir
as chances de recrudescéncia lesional.

Em gatos, ha apenas um trabalho que avaliou 0 uso da crioterapia associada
ao itraconazol no tratamento da esporotricose, e demonstrou cura em 84.6% dos
gatos tratados, com tempo médio de 32 semanas (De Souza et al., 2016). Apesar de
corroborar com nossos achados em relacéo a taxa de cura, existe uma discrepancia
em relacdo ao tempo médio de tratamento, que pode estar ligado aos diferentes
critérios clinicos utilizados. No presente estudo, o tempo médio de terapia dos dois
grupos tratados foi inferior ao tempo descrito, entretanto, os gatos estudados
apresentavam a doenca em sua forma inicial, caracterizada por lesdes cutaneas fixas

ou disseminadas de menor gravidade e sem envolvimento sistémico, ou o inicio de
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recidivas lesionais, 0 que sugere que a criocirurgia poderia ser usada com maior
énfase e seguranca nessas fases da doenca.

O presente estudo demonstrou que ao longo do tratamento com o protocolo
crioterapico ocorreu reducao significativa no escore lesional ja com 21 dias de estudo,
e melhora significativa foi vista no dia 95 que se manteve mesmo apos o dia 115 de
acompanhamento e meses seguintes. O escore lesional apresentou diminuicdo em
seus valores a medida que as lesdes regrediam e cicatrizavam. Isso pode estar ligado
com a resposta individual frente ao congelamento que pode variar desde uma
resposta inflamatoéria até uma necrose tecidual extensa (Gauge, Baust, 1998). Alguns
gatos tiveram melhora rapida e necessitaram apenas de uma Unica sessdo de
congelamento, enquanto outros foram necessarias até trés sessées de congelamento
para a completa cicatrizacdo e cura, sendo que as lesdes em plano nasal e gatos com
mais de uma lesdo foram os que necessitaram de maior tempo de tratamento,
corroborando outros estudos (Gremido et al., 2020).

Apos a crionecrose foi comum a formacao de edema local, eritema e formacao
de esfacelos. Alopecia e leucodermia foram os efeitos colaterais permanentes mais
observados, limitados ao local de tratamento, e sem comprometimento funcional ou
de estruturas saudaveis adjacentes a leséo tratada. Destacamos que consideramos
como efeitos coletarais inerentes ao procedimento crioterapico, com base em dados
publicados em humanos (Zimmerman e Crawford, 2012). Tais alteracbes sao
esperadas, frente ao processo tecidual apés o congelamento.

Os gatos do grupo 2 apresentaram alteracdes gastrintestinais inerentes a
terapia com itraconazol e iodeto de potassio por longos periodos. O que pode ser um

fator limitante e colaborar para o abandono do tratamento (Gremiéo et al., 2020).
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Podemos observar que o protocolo crioterapico estudado se mostrou efetivo e
promoveu remissao lesional em sete (50%) casos de recidivas lesionais e em dois
(14%) de casos refratarios ao tratamento convencional, sem a ocorréncia de obitos.
Apos 12 meses de estudo, recorréncia lesional ocorreu em apenas dois gatos (14%),
0 que denota que a crioterapia pode minimizar a ocorréncia de recidivas, na medida
gue promove a crionecrose (Erinjeri et al., 2010) e ablacao tecidual, além de ser capaz
de ativar a resposta humoral e desencadear respostas imunoldgicas sistémicas
(Kazuya et al., 2019), o que diminui de forma significativa a quantidade de células

fungicas e permitiu a completa cicatrizacao tecidual.

CONCLUSAO

A crioterapia em associagao ao itraconazol e iodeto de potassio é uma terapia
eficaz e segura no tratamento das fases iniciais da esporotricose felina cutanea e
nasal, reduziu o tempo de terapia sistémica, sendo associada alopecia e cicatriz

residual.
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CAPITULO 3

CONSIDERACOES FINAIS

A esporotricose é uma doenca ainda negligenciada em franca expansao, 0s
gatos domésticos sdo 0s animais mais susceptiveis a infeccdo pelo fungo S.
brasiliensis e séo a principal fonte de contaminagdo para humanos. O tratamento
desta enfermidade € desafiador. A terapia antifingica sistémica é hoje a base do
tratamento dessa doenca, o itraconazol é o medicamento de escolha tanto em
humanos como nos gatos, sendo associado ao iodeto de potassio em casos graves
ou refratarios. Nos felinos, a ocorréncia de efeitos colaterais sistémicos, alto custo
das medicacdes e a dificuldade no fornecimento diario desses medicamentos por via
oral, contribuem para o abandono ao tratamento. Esses fatos associados ao perfil
socioeconémico da maioria das familias que possuem gatos nas regides periféricas,
comumente negligenciadas e a auséncia de politicas publicas efetivas para o controle
da doenca, contribuem para o rapido avanco da doenca no Brasil. A infec¢éo pelo S.
brasiliensis afeta tanto pessoas como animais, sendo necessario também a vigilancia
e cuidados a partir do meio ambiente, além de animais e pessoas, conforme
preconizado na Saude Unica.

Este estudo demonstrou que a crioterapia utilizando nitrogénio liquido € uma
ferramenta Util e segura, desde que seja utiliza com critérios, por uma equipe
qualificada e treinada, ela pode ser empregada no tratamento da esporotricose felina.
Observamos que mesmo em lesdes nasais, que geralmente sédo de dificil tratamento,
0 protocolo proposto foi capaz de promover completa remissédo lesional, também
reduziu o tempo de tratamento em relacdo aos gatos que receberam apenas a terapia
convencional. A ocorréncia de efeitos colaterais limitou-se a alteracdes teciduais
transitérias como: edema, eritema formacdo de esfacelo e alteracbes teciduais
definitivas inerentes ao processo cicatricial.

E importante levar em conta o risco anestésico envolvido, a necessidade de
profissionais treinados e qualificados, bem como, uma estrutura com equipamentos
adequados para a execucdo da técnica e para isso uma avaliacdo criteriosa é
necessaria, além de cuidados rigorosos acerca da biosseguranca dos pacientes e dos
membros da equipe executora. 0 levantamento dos custos que podem variar em

diferentes regides, também podem ser considerados para a escolha da crioterapia.
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ANEXOS

ANEXO A - NORMAS DO PERIODICO ESCOLHIDO

A Norma da revista Journal of Feline Medicine and Surgery encontra-se

disponivel em: https://journals.sagepub.com/author-instructions/JFM
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ANEXO B -

PUCPH

IR MARSSEA

PARECER DE APROVACAO DO CEUA

Pontificia Universidade Catdlica do Parana
Pro-Reitoria de Pesquisa, Pos-Graduagio e Inovacio
Comissio de Ltica em Pesquisa no Uso de Animais

PARECER CONSUBSTANCIADO DA CEUA

TITULO DA PESQUISA

AVALIACAC DA CRIOCIRURGIA NQ TRATAMENTO DA ESPORDTRICOSE
FELINA

PESQUISADOR RESPCNSAVEL

MARCONI RODRIGUES DE FARIAS

N°DO PARECER / VERSAO 01205 / 2°Versao
ESPECIE/LINHAGEM - Felis catus / Gatos N° DE ANEMALS 30
SEXOIDADE / PESO - Variados N°SISBIO NZo se aphica
o A . (Somente aninais de vida e}
'GRIGEM DO ANIMAL I'Vanades T ATIVIDADES Nio se aplica
) y A T B (Somente animals de vida fivie)
LOCAL (IS) Néo se aplica ESPECIE - GP | Nio se aplica
(Foniante aimmis de vida fum) TAXONﬁMICOS Bainsne
animais de vida Fes) -

APRESENTAGAO DO PROJETO

Devido a0 pequena ndmero de estudos publicados acerca da efetividade da
crioterapia no fratamento de granulomas infecciosos, o presente estudo trard
informacdes importantes principalmente no que tange a efetividade da técnica,
padronizagdo de protocolos terapduticos e colateralidades da técnica. O impacto
social do estudo sera direto no conirole da doenga de forma mais rdpida e com
menos riscos a populagao. Pois, se comprovada a efelividade da técnica e sua
aplicabilidade na rotina clinica, teremos uma reducdo nos custos ligados aos
lonigos tratamentos e 0s riscos a salde das pessoas que Moram nas aress com
maior nimero de casos. Tendo em vista que a doenga apresenta maior ccorréncia

OBJETIVO DA PESQUISA

BENEFIGIOS

| A pesquisa tem como objetivo gerat avaliar a eficacia da criocirurgia ne tratamento

da esporotricose felina. E como cbjetivos especificos: Avaliar a eficacia da
criocirurgia no tratamento das lesfes cutdneas fixas relacionadas & esporotricose
felina, avaliar a eficacia da criocirurgia ne tratamento da esporotricose nasal felina,
avaliar a methor técnica de criocirurgia e o melhor protocolo terapéutico para ser
indicada no tratamento da esporotricose em gatos, avaliar a ocorréncia de efgitos
colaterais peto uso da criocirurgia para o tratamento da esporotricose felina, avaliar
o tempo de resposta terapéutica, aveliar a taxa de recorréncia da doenca nos

Come todos os pacientes serdo submetidos a um procedimento anestésice existe o
risco anestdsico, pois sahe-se gue mesmo um pacienfe higido estd sujeite a
intercorréncias durante o procedimento, por isso a equipe anestésica acompanhara
os procedimentos e os exames sanguineos seric realizados associados a
avaliagdes clinicas, para minimizar os riscos inerentes a técnica,

CONSIDERAGOES SOBRE A
PESQUISA

N&o ha.

TERMOS GBRIGATORIOS Apresentados.
‘RECOMENDAGOES Naoha.
CONCLUSOES OU PENDENCIAS | Naoc ha.

CONSIDERACOES FINAIS

O colegiade da CEUA cerlifica gue este protocolo que envalve a producao,
manutengdo efou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto homemj, para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo
comi 08 preceitos da Lei n® 11.794/2018 e Decreto n° 8.899/2009, & com as normas
editadas pelo CONCEA e foi APROVADO pela CEUA - PUCPR em reunido de
colegfado. Se houver mudanca do protocolo o pesquisador deve envier uma
emenda & CEUA descrevendo de forma clara e sucinta. a parte do protocolo a ser

Rua Imacolada Conceiglio, 1155 Prado Velho CEP 80.215-901 Curitiba Parana Brasil

Telefone: (41) 3271-2292 www.pucpr.br
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Pontificia Universidade Catélica do Parana
Pré-Reitoria de Pesquisa, Pas-Graduagio e Inovagdo
Canisszo de Ftica em Pesquisa no Uso de Animais

( modificado & as suas justificativas. Se a pesquisa. ou parte dela for realizada em |
i outras instituiges, cabe ao pesguisador ndo iniciar antes de receber a autorizagao |
: formal para a sua realizagdo. O documento que autoriza o inicie da pesguisa deve |
ser carimbado e assinado pelo responsavel da instituicdo e deve ser mantido em |
! poder do pesquisador responsavel, podende ser requerido por esta CEUA em !
i guaiguer tempao. :
1
i
‘

" SITUAGAO DO PAREGER APROVADG
CURITIBA, 15 de agosto de 2019
b

Prof. Dr. SéfgisLuiz Rocha™
i /,f""/
Coorgenjagel-CEUA-PUCPR

Rua Imaculada Conceigiio, 1133 Prado Velho CEP 80.213-901 Curitiba Parana Brasil
Telefone: (413 3271-2292 www.pucpr.br
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GRUEFC MARISTA

Curitiba, 11 de abril de 2019
PARECER DE PROTOCOLO DE PESQUISA

REGISTRO DO PROJETQ: 01205 — EMENDA (Inclusdo de pesquisadores / Exclusdo de pesquisadores /
Prorrogacao de cronograma e prazo / Modificagido do nimero amostral)

TITULO DO PROJETO: AVALIACAQ DA CRIOCIRURGIA NO TRATAMENTO DA ESPOROTRICOSE FELINA

PESQUISADOR RESPONSAVEL
MARCONI RODRIGUES DE FARIAS

EQUIPE DE PESQUISA
CLARA MARIA ROSSONI, VICTOR MATHEUS DA ROSA, JORGE LUIZ COSTA CASTRO, GUSTAVO ALESSIO
TREVISSAN

INSTITUIGAO
Pentificia Universidade Catdlica do Parana

ESCOLA E/OU CURSO
Escola de Ciéncias da Vida — Medicina Veterinaria

VIGENCIA DO PROJETO N&o Informa QUANTIDADE DE ANIMAIS N&o infarma

ESPECIE/LINHAGEM Felis catus N° SISBIO N&o se aplica
{Somente animais de vida livre}

SEXO Variavel ATIVIDADES N&o se aplica
{Somente animais de vida livre}

IDADE / PESO Variavel ESPECIE - GRUPD | N3o se aplica
TAXONOMICQS (90 vida tivre)

ORIGEM DO ANIMAL CVE PUCPR - GV particulares — | LOCAL {IS) N&o se aplica

cCz {Somente animais de vida livre)

O colegiado CEUA-PUCPR - em consonancia com a legislagio (lef 11.794 8/10/2008), gue regulamenta os
procedimentos para ¢ uso cientifico e académico dos animais, visando & promocgdo do seu bem-estar, bem como
contribuindo a redugéo no nimere de animais e para o refinamento des procedimentos decide que para dar continuidade

ao processo de avaliacio deste projeto, necessita que sejam sanadas as seguintes pendéncias:

+ O colegiado da CEUA-PUCPR solicita alguns esclarecimentos sobre qual seria a extensdo do cronograma
solicitado; ’

s Qual o namero de animais necesséarios para confinuidade da pesquisa;

© E quais foram os problemas logisticos que surgiram no decorrer da pesquisa;

O pesguisadoer tem 60 dias, apods a ciéncia do parecer com pendéncia para responder acs quesitos formulados pelo
CEUA-PUCPR em seu parecer, as quais podem ser respondidas no formato de errata que sera anexada no projeto

original. Apos este prazo o projetd sera considerado “Retirado”. (RESOLUGAQ N, © 036/2015- CONSUN)

Profa. Dra. Kelly Mazutf
Coordenadora Adjunta— CEUA PUCPR

Rua Imaculada Conceigio, 11535 Prado Velho CEP 80,215-901 Curitiba Parana
Telefone: (41) 3271-2292 www.pucpr.br
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