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RESUMO

JARDIM, Mariana Palha de Brito. Histoplasmose felina no Rio de Janeiro -
Caracterizacéo clinica e analise de técnicas de diagnostico pouco invasivas. 2023. 58f.
Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria, Ciéncias Clinicas). Instituto de Veterindria,
Departamento de Medicina e Cirurgia Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

O fungo dimorfico Histoplasma capsulatum € o agente causador da histoplasmose
felina. A abordagem diagnostica da micose comumente € realizada por técnicas que requerem
coleta de amostra de forma invasiva, 0 que em muitas circunstancias ndo é compativel com o
quadro clinico do animal. A aplicacdo do ensaio imunoenzimatico antigénico (EIA) para
Histoplasma, o qual pode ser realizado a partir do soro e da urina, necessita de maiores
investigacOes, visto a eficacia limitada da analise urinaria isolada e ndo existéncia de estudos
que avaliem a antigenuria e antigenemia conjuntamente. Outros testes de diagndstico, como o
imunoensaio enzimatico indireto semi-quantitativo de anticorpos da classe IgG para
Histoplasma, realizado a partir do soro sanguineo e o ensaio de fluxo lateral (LFA) para o
mesmo agente fangico, realizado a partir da urina, estdo associados a resultados positivos na
medicina humana, contudo sdo inexistentes pesquisas consistentes para gatos domésticos.
Obijetiva-se caracterizar dados clinicos de felinos com histoplasmose, bem como analisar o
ensaio imunoenzimatico antigénico para Histoplasma, na urina e no soro destes animais.
Ademais avaliar o desempenho de outras técnicas de diagnostico que requeiram coletas de
amostras de forma pouco invasiva, como a analise de anticorpos da classe 1gG a partir do soro
sanguineo e o LFA urinario, ambos para Histoplasma, a partir do diagnostico prévio da
micose. Foram selecionados 12 felinos domésticos com diagnostico de histoplasmose por
citologia, histopatologia, cultura fingica, reacdo em cadeia da polimerase (PCR), ou resposta
terapéutica. Destes animais foram coletados dados clinicos, laboratoriais e de imagem, bem
como amostras de soro e/ou urina para realizacdo do EIA sérico e urinario para Histoplasma,
do imunoensaio enzimatico indireto semi-quantitativo de anticorpos da classe IgG através do
soro sanguineo para Histoplasma e do ensaio de fluxo lateral (LFA) urindrio para
Histoplasma. Os gatos sem raca definida foram super-representados (8/12=66,7%) e a idade
média dos felinos acometidos foi de 6.75 anos, os quais eram sobretudo domiciliados
(8/12=83%). A alteracdo respiratoria foi o achado histérico mais comumente relatado
(12/12=100%), ja o sinal clinico preponderante foi a dispneia (7/12=58,33%). Dentre 0s
achados laboratoriais, a hipoalbuminemia e a linfocitopenia foram predominantes, enquanto a
pneumonia foi a anomalia imagiolégica majoritaria, presente em todos 0s animais
pesquisados (12/12=100%). A apresentacdo da doencga na forma disseminada se fez presente
em 8 gatos (66,67%), sequida da pulmonar, a qual acometeu 4 felinos (33,33%). Todos 0s
animais doentes (12/12=100%) foram tratados com antifungico, sobretudo com o itraconazol
e com a anfotericina B, a qual foi associada a nefrotoxicidade. O prognéstico foi sumamente
desfavoravel, visto que sete gatos (58,3%) sucumbiram a doenga. Dos 12 felinos com sangue
disponivel para analise antigénica 11 (91,67%) apresentaram antigenemia e dos 11 animais
em que a urina foi passivel de coleta 9 (81,82%) exibiam antigenos urinarios, de forma que
todos os gatos (12/12=100%) possuiam antigenos séricos ou na urina, assim destaca-se a
eficacia desta analise pareada. Das oito amostras submetidas a analise de anticorpos IgG, 5
(62,5%) apresentaram positividade, bem como dos sete felinos avaliados quanto ao LFA, 5
(71,43%) foram positivos.

Palavras-chave: Ensaio imunoenzimatico antigénico, Sorologia, Ensaio de fluxo lateral.



ABSTRACT

JARDIM, Mariana Palha de Brito. Feline histoplasmosis in Rio de Janeiro - Clinical
characterization and analysis of minimally invasive diagnostic techniques. 2023. 58f.
Thesis (Doctor of Science in Veterinary Medicine, Clinical Sciences). Instituto de Veterinéria,
Departamento de Medicina e Cirurgia Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

The dimorphic fungus Histoplasma capsulatum is the causative agent of feline
histoplasmosis. The diagnostic approach to mycosis is commonly performed using techniques
that require invasive sample collection, which in many circumstances is not compatible with
the clinical condition of the animal. The application of antigenic enzyme immunoassay (EIA)
for Histoplasma, which can be performed using serum and urine, requires further
investigation, given the limited effectiveness of isolated urinary analysis and the lack of
studies that evaluate antigenuria and antigenemia together. Other diagnostic tests, such as the
semi-quantitative indirect enzyme immunoassay of antibodies of the 1gG class to
Histoplasma, performed using blood serum and the lateral flow assay (LFA) for the same
fungal agent, performed using urine, are associated with positive results in human medicine,
however there is a lack of consistent research for domestic cats. The objective is to
characterize clinical data of felines with histoplasmosis, as well as to analyze the
immunoenzymatic antigenic assay for Histoplasma, in the urine and serum of these animals.
Furthermore, to evaluate the performance of other diagnostic techniques that require
minimally invasive sample collection, such as the analysis of antibodies of the IgG class from
blood serum and urinary LFA, both for Histoplasma, based on a previous diagnosis of
mycosis. Twelve domestic cats diagnosed with histoplasmosis by cytology, histopathology,
fungal culture, polymerase chain reaction (PCR), or therapeutic response were selected. From
these animals, clinical, laboratorial and imaging data were collected, as well as serum and/or
urine samples for serum and urinary EIA for Histoplasma, semi-quantitative indirect
enzymatic immunoassay of antibodies of the IgG class through blood serum for Histoplasma
and the urinary lateral flow assay (LFA) for Histoplasma. Mixed breed cats were over-
represented (8/12=66.7%) and the average age of affected cats was 6.75 years, which were
mostly domiciled (8/12=83%). Respiratory alteration was the most commonly reported
historical finding (12/12=100%), while the preponderant clinical sign was dyspnea
(7/12=58.33%). Among the laboratory findings, hypoalbuminemia and lymphocytopenia were
predominant, while pneumonia was the major imaging anomaly, present in all animals
surveyed (12/12=100%). The presentation of the disease in the disseminated form was present
in 8 cats (66.67%), followed by pulmonary, which affected 4 cats (33.33%). All sick animals
(12/12=100%) were treated with antifungals, mainly with itraconazole and amphotericin B,
which was associated with nephrotoxicity. The prognosis was extremely unfavorable, as
seven cats (58.3%) succumbed to the disease. Of the 12 cats with blood available for antigenic
analysis, 11 (91.67%) showed antigenemia and of the 11 animals in which urine could be
collected, 9 (81.82%) showed urinary antigens, so that all cats (12/ 12=100%) had serum or
urine antigens, thus highlighting the effectiveness of this paired analysis. Of the eight samples
submitted to IgG antibody analysis, 5 (62.5%) were positive, as well as of the seven felines
evaluated for LFA, 5 (71.43%) were positive.

Key words: Antigenic enzyme immunoassay, Serology, Lateral flow assay.
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1 INTRODUCAO

Os felinos domésticos sdo susceptiveis a infeccdo ocasionada pelo fungo dimorfico
Histoplasma capsulatum, causador da histoplasmose, uma micose sistémica, a qual é
transmitida por inalacdo ou ingestdo de propagulos fungicos presentes no solo enriquecido
com excretas oriundas de passaros e morcegos (GRACE, 2018). A doenga em gatos pode se
manifestar na forma pulmonar, gastrointestinal ou disseminada (LLORET et al., 2013).

A apresentagdo clinica da afeccdo em felinos geralmente é inespecifica e culmina
principalmente com fraqueza, letargia, perda de peso, diminuicdo ou falta de apetite,
alteracbes respiratorias, linfadenopatia e alteragdes oculares (AULAKH et al.,, 2012;
REINHART et al., 2012).

O diagnostico da-se por meio da citologia, histopatologia, cultura flngica, reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), ensaios para deteccdo de anticorpos, além possibilidade de
execucdo dos testes antigénicos (COOK et al., 2012; KLANG et al., 2013; LLORET et al.,
2013).

Os testes mais utilizados para fins diagndsticos sdo baseados na identificacdo do
agente fungico em células fagociticas, a exemplo da citologia e histopatologia, muito embora
haja limitages substanciais no que tange a falha na identificacdo do agente. A cultura flngica
é geralmente realizada para corroborar o resultado citoldgico/histopatologico e requer um
tempo de no minimo duas a quatro semanas para o isolamento e identificacdo do fungo, o que
pode atrasar o diagnostico e consequente tratamento do felino. Ja a técnica de PCR, assim
como as demais citadas anteriormente, tem como principal limitacdo diagndstica, a forma de
obtencdo das amostras, visto comumente a necessidade de métodos invasivos de coleta, o que
na maioria das vezes € incompativel com o estado clinico do animal. A sorologia baseada na
deteccdo de anticorpos pelos métodos de imunodifuséo (ID) e fixacdo de complemento (FC) €
considerada ndo confidvel por resultar em erros frequentes no que se refere a ocorréncia de
resultados falso positivos e negativos (JOHNSON et al., 2004; BROMEL & SYKES, 2005;
COOK et al., 2012; BALAIJEE et al., 2013; KLANG et al., 2013; LLORET et al., 2013;
JARDIM et al., 2018).

O ensaio imunoenzimatico antigénico (EIA) para Histoplasma, amplamente utilizado
na medicina humana, constitui uma forma pouco invasiva de diagndstico, visto que é



realizado por meio de amostras como soro e urina (SWARTZENTRUBER et al., 2009;
COOK et al., 2012; HANZLICEK et al., 2016; PEREZ et al., 2021). Contudo, a aplicacdo do
EIA na rotina clinica de felinos domésticos carece de mais pesquisas, para que de fato possa
ser empregado em gatos suspeitos de histoplasmose, visto a eficcia limitada do emprego da
urina de forma isolada, devido a presenca de resultados falso negativos e ndo existéncia de
estudos que avaliem a analise pareada da antigenemia e antigendria em felinos com a referida
micose (COOK et al., 2012; LLORET et al., 2013).

Ainda no que tange o emprego de técnicas que requeiram a colheita de amostras de
forma pouco invasiva, 0 imunoensaio enzimatico indireto semi-quantitativo de anticorpos da
classe 1gG para Histoplasma, realizado a partir do soro sanguineo esta relacionado a
resultados promissores na medicina humana (AZAR et al., 2020), muito embora ndo tenha
sido bem avaliado em felinos. Assim como o ensaio de fluxo lateral (LFA) para Histoplasma,
o qual pode ser realizado a beira do leito, a partir da urina e esta associado a desempenhos
positivos em humanos (ANDREANI et al., 2022), contudo sdo ausentes dados sobre o
emprego deste em gatos domésticos.

No continente americano a histoplasmose é considerada endémica e corresponde a
segunda micose sistémica mais comum em gatos nos Estados Unidos da América (EUA)
(DAVIES & TROY, 1996; FERREIRA & BORGES, 2009). A histoplasmose é uma doenca
ainda subdiagnosticada (ARAUZ & PAPINENI, 2021) e poucos casos de histoplasmose
felina foram relatados no Brasil. A baixa casuistica pode estar atrelada a desafios diagnosticos
(LOMONACO et al., 2020).

OBJETIVOS GERAIS
Tém-se como objetivo caracterizar dados clinicos de felinos com histoplasmose, bem
como analisar 0 ensaio imunoenzimatico antigénico para Histoplasma, na urina e no soro
destes animais. Ademais avaliar o desempenho de outras técnicas de diagndstico que
requeiram coletas de amostras de forma pouco invasiva, como a analise de anticorpos da
classe 1gG a partir do soro sanguineo e o LFA urinario, ambos para Histoplasma, a partir do
diagnostico prévio de tal micose.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Compilar os principais dados clinicos relacionados a histoplasmose nos gatos
avaliados;

e Correlacionar o numero de gatos domesticos diagnosticados com histoplasmose
pelas técnicas convencionais ou diagnéstico presuntivo com o resultado da
antigenuria e antigenemia;

e Confrontar o nimero de felinos com histoplasmose previamente diagnosticada
com o desfecho do LFA para Histoplasma e com a sorologia de anticorpos da
classe IgG para 0 mesmo agente fangico.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Dados Historicos

A primeira descrigdo da histoplasmose ocorreu em 1905 durante a construcéo do canal
Panama, onde o médico americano Samuel Darling notou a presenca de organismos
intracelulares em tecidos, como pulmé&o, figado e baco, durante autopsia de um paciente
humano proveniente da Martinica, o qual havia falecido por uma doenca febril, de origem
desconhecida, associada a anemia progressiva, além de hepatoesplenomegalia. Na ocasido o
organismo foi descrito como semelhante ao plasmaodio, o qual invadia o citoplasma de células
similares a histidcitos e era envolto por uma céapsula, assim, acreditando se tratar de um
protozoario, foi entdo denominado Histoplasma capsulatum (WANKE & LAZERA, 2010;
ARAUZ & PAPINENI, 2021).

Anos apos, ja em 1908 Darling pdde observar mais dois casos fatais da doenca. Em
1912, o agente infeccioso foi entdo definido como um fungo, pelo patologista brasileiro
Henrique da Rocha Lima e em 1934 DeMombreun reconheceu o dimorfismo de tal espécie, a
partir do primeiro caso da micose diagnosticado em vida, onde o cultivo de H.capsulatum foi
realizado e sua natureza fungica confirmada. No ano de 1945, apds 0s primeiros inquéritos
epidemioldgicos com histoplasmina, verificou-se que a histoplasmose € uma doenca benigna,
cosmopolita e de transmissdo respiratoria, visto que até entdo a histoplasmose era considerada
rara, fatal e de transmissdo desconhecida. Em 1947 foram caracterizadas as primeiras
epidemias da histoplasmose pulmonar aguda humana. Emmons foi o primeiro a isolar
Histoplasma capsulatum do solo em 1949, contudo somente em 1951 os isolados ambientais
foram correlatos ao solo enriquecido com excretas de aves e morcegos por Ajello & Zeidberg
(WANKE & LAZERA, 2010).

Por longos periodos somente o anamorfismo (fase assexuada) do fungo era
reconhecido, assim o mesmo era englobado no filo Deuteromycota, classe Hyphomycetes. A
partir de 1972, com o trabalho de Kwon Chung houve a demonstracdo do teleomorfismo (fase
sexuada), de forma que a espécie Histoplasma capsulatum passou a ser classificada como
Emmonsiella capsulata, na familia Gymnoascaceae, filo Ascomycota. Contudo, McGinnis &
Katz em 1979 verificaram que as espécies se reproduziam da mesma forma e faziam
reproducdo sexuada entre si, destarte indicaram a unificacdo das espécies em somente uma,
assim, a fase flingica assexuada, compreendida no género Histoplasma, passou a ser
constituida por uma U(nica espécie: Histoplasma capsulatum, com trés variedades:
Histoplasma capsulatum var. capsulatum, Histoplasma capsulatum var. duboisii e
Histoplasma capsulatum var. farciminosum. Ademais, 0S mesmos propuseram o
remanejamento da espécie para o género Ajellomyces, familia Onygenaceae, ordem
Onygenales, classe Ascomycetes, filo Ascomycota, cabe ressaltar que tal género engloba uma
Unica espécie teleomorfa (sexuada): Ajellomyces capsulatus (WANKE & LAZERA, 2010;
CRUZ., 2010).

2.2 Taxonomia

A espécie Histoplasma capsulatum compreende trés variedades taxonomicas baseadas
na micromorfologia, distribuicdo geografica, associacdo de hospedeiros e formas clinicas da
doenga, as quais sdo: H. capsulatum var. capsulatum; H. capsulatum var. duboisii e H.
capsulatum var. farciminosum. H. capsulatum var. capsulatum esta associado a ocorréncia de
infecbes em varias especies hospedeiras, de forma cosmopolita, sobretudo nos EUA,



H. capsulatum var. duboisii é o agente causal da linfadenotapia, bem como de infec¢des
cutaneas e 6sseas em humanos e primatas, no oeste da Africa e em sua regido central, ja
H. capsulatum var. farciminosum é patogénico para equideos e assim ocasionador da
histoplasmose farciminosa ou linfangite epizdotica, muito embora dados moleculares apontem
que tal espécie fangica pode ter ampla gama de hospedeiros, inclusive humanos. Contudo,
atualmente apoia-se o reconhecimento da existéncia de populacdes geograficas distintas
geneticamente ou espécies filogenéticas (KASUGA et al.; 2003; WANKE & LAZERA, 2010;
VITE-GARIN et al., 2014; ASHRAF et al., 2020; ARAUZ & PAPINENI, 2021).

Deste modo, oito clados diferentes de H. capsulatum foram identificados com base na
filogenética: dois na América do Norte (Nam 1 e Nam 2), dois na América do Sul (LAm A e
LAmB) e um em cada uma das seguintes regides: Africa, Indonésia, Australia e Eurasia,
destes sete englobam espécies distintas geograficamente isoladas, com excec¢do do grupo
eurasiano, o qual se originou da América Latina. Atualmente sete novas espécies filogenéticas
foram propostas: LAm Al, LAm A2, LAm B1l, LAm B2, LAm C, RJ, BACL. Dados
moleculares, sobretudo de sequenciamento genético permitem a identificacdo de casos
autoctones e importados, bem como a interpretacdo da epidemiologia e avaliacdo de risco
(KASUGA et al.; 2003; KLANG et al., 2013; TEIXEIRA et al., 2016; RODRIGUES et al.,
2020.)

2.3 Fonte de infeccao

O reservatério natural do fungo em questdo é o solo, principalmente quando Uumido e
fertilizado por fezes de passaros e morcegos. As atividades que podem gerar perturbacdo do
solo contaminado e consequente inalacdo dos microconideos aerossolizados servem como
fonte de infeccdo, a exemplo de casos de demoli¢bes, construcdo, reformas, limpeza de
galinheiros, remoc¢do de residuos de pragas, o que pode gerar movimentacdo de grandes
acumulacdes de excrementos de passaros ou morcegos. Cavernas mal ventiladas, taneis e
minas que tenham a presenca de morcegos sdo locais classicos de alta fonte de infeccéo,
assim atividades como a espeleologia estdo associadas a exposicdo a H. capsulatum
(LEVISON, 2015, ARAUZ & PAPINENI, 2021). Muito embora o fungo tenha capacidade de
ser infectante em um raio de até 32 km ao redor de fontes de infeccdo em locais abertos
(WANKE & LAZERA, 2010).

O alto teor de acido Urico e outros compostos nitrogenados com baixo peso molecular
encontrados nas excretas nitrogenadas dos animais supracitados inibem o crescimento da
microbiota competidora e assim favorecem o crescimento e a proliferacdo do fungo, o qual
usa esses componentes como fonte de nitrogénio. As aves devido a sua elevada temperatura
corporal ndo estdo sujeitas a infeccdo fingica, ja& 0s morcegos sdo animais susceptiveis e
atuam também como dispersores do fungo na natureza, ja que podem eliminar o agente via
fecal (CRUZ, 2010; WANKE & LAZERA, 2010).

Contudo, a micose acomete ndo somente felinos de vida livre ou semidomiciliados,
mas também animais que vivem em ambientes estritamente internos, através do acesso a
pordes abandonados e vasos de plantas que possam servir de reservatorio flngico
(REINHART et al., 2012).

2.4 Epidemiologia e Prevaléncia

O fungo H. capsulatum é endémico nas Américas, com alta prevaléncia em grande
parte dos Estados Unidos da America, sobretudo nos estados e regides do Centro-Oeste e Sul,
bem como ao longo dos rios Ohio, Missouri e Mississippi. Contudo a histoplasmose em gatos
também ocorre esporadicamente fora de areas endémicas conhecidas, de forma que sua
distribuicdo global além das Américas é cada vez mais reconhecida, principalmente em
regibes com temperaturas moderadas e atravessadas por rios, onde o clima, a umidade e as
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caracteristicas do solo (como alto teor de nitrogénio) sdo favordveis ao crescimento fungico
como pode ser visualizado na Figura 1 (KABLI et al.,, 1986; JOHNSON et al., 2004;
BROMEL & SYKES, 2005; FERREIRA & BORGES, 2009; BALAJEE et al., 2013; KLANG
et al., 2013; STOKES, 2016; LARSUPROM et al., 2017; ARAUZ & PAPINENI, 2021;
GRINSTEAD et al., 2021). No que se refere particularmente a medicina felina, a
histoplasmose é por sua vez considerada a segunda micose sistémica mais comum em gatos
nos EUA (DAVIES & TROY, 1996).

Areas estimadas com histoplasmose

Bl Areas hiperendémicas
[ ] Areas de ocorréncia regular

Areas com relatos de casos
adquiridos localmente

Figura 1: Mapa mundial com estimativa das regides com maior probabilidade de ocorréncia da
histoplasmose. Adaptado de ASHRAF et al., 2020.

Na cidade do Rio de Janeiro (Brasil), foi verificado que os polimorfismos genéticos,
considerando as cepas de Histoplasma capsulatum isoladas de animais (cées e ratos) e solos
foram 100% semelhantes, o0 que sugere que o mesmo micronicho pode servir de infeccédo
ambiental para a populagcdo humana e de animais (MUNIZ et al., 2001). Contudo apenas onze
casos de histoplasmose felina foram registrados até 0 momento, assim, a escassez de dados
pode refletir o subdiagndstico da doenca em ambito nacional (LOMONACO et al., 2020). Ja
em pessoas com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) no Brasil, aponta-se prevaléncia
superior a 20% de histoplasmose comprovada/provével (FALCI et al., 2019).

Cabe pontuar que atualmente o Brasil passou a ser considerado um centro de dispersao
de Histoplasma na América do Sul, devido a alta variabilidade genética encontrada entre os
isolados brasileiros, somada a presenca de espécies cripticas e/ou grupos genotipos
divergentes (RODRIGUES et al., 2020).

2.5 Ciclo Biologico e Morfologia

H. capsulatum, encontra-se presente no meio ambiente de forma saprofitica e esta
amplamente distribuido em todo o mundo em climas temperados e subtropicais. O ciclo
bioldgico desta espécie se assemelha ao de outros fungos dimérficos. Tal agente, causador da
histoplasmose, sob temperaturas de 25° C cresce como um fungo filamentoso e multinuclear,
assim, produz micélios no solo, principalmente em excretas nitrogenadas de aves e morcegos,
onde apresenta-se de cor branca ou acastanhada, composto por hifas hialinas finas, septadas e
ramificadas, de 1 a 2,5 mm de diametro. O estagio micelial, presente no ambiente € resistente
a danos ambientais, com esporulagdo a temperaturas em torno de 22° C, onde 0s esporos sdo
chamados de microconideos ou macroconideos, com tamanhos variaveis de 2 a 5 pm de
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didmetro e de 8 a 16 um de didmetro respectivamente, os microconideos por sua vez sdo a
forma infectante do fungo no ambiente e destarte formam novas colonias fungicas sob
condicBes favoraveis do solo (CRUZ., 2010; WANKE & LAZERA, 2010; STOKES, 2016;
ARAUZ & PAPINENI, 2021).

Assim, sob a temperatura corporal dos mamiferos de sangue quente, a exemplo dos
felinos, ou in vitro, quando exposto a pelo menos 37°C, os microconideos infectantes inalados
assumem a fase leveduriforme (uninuclear) nos macréfagos pulmonares. Mudangas
bioquimicas comegam a surgir logo apoés alteracdo de temperatura, mas a morfotransformacéo
sO se completa entre quatro e sete dias. As leveduras sdo ovais, com tamanho médio de 2 a 3
por 3 a 4 um, as quais se reproduzem por brotamento simples, as colénias formadas nessa fase
sdo de aspecto Umido, liso, de coloracdo branco-amarelada, similar as formadas por outras
leveduras. As formas micelial ou de levedura podem ser mantidas indefinidamente em
laboratério ou podem ser revertidas com mudanca de temperatura de incubacdo (CRUZ.,
2010; WANKE & LAZERA, 2010; ARAUZ & PAPINENI, 2021).

Cabe destacar que além do dimorfismo constituir uma caracteristica fundamental para
a identificacdo do género Histoplasma, também desempenha um importante fator de
viruléncia (CRUZ, 2010).

Ademais é cabivel de destaque a producdo de melanina por H. capsulatum e a
contribuicdo desta para a viruléncia fungica, por meio da protecdo as células fungicas
melanizadas no tecido contra a acdo oxidativa de células do hospedeiro, reducédo a fagocitose
e morte fagocitica, resisténcia a antimicrobianos (como a anfotericina B), influéncia a
resposta imune do hospedeiro a infeccdo (através da inibicdo de citocinas, que interferem na
mitigacdo da infeccdo e mediante a estimulacdo a inflamacg&o), além do papel protetor que a
melanina desempenha no meio ambiente (NOSANCHUK & CASADEVALL, 2003).

H.capsulatum possui elementos caracteristicos de células eucariotas, contudo, exibe
também estruturas fungicas diferenciadas, como parede celular quitinosa, organelas
intracitoplasmaticas eletrodensas, chamadas de corpos de Woronin, que regulam o fluxo
intracitoplasmatico através de poros, presentes nos septos entre as hifas, além de apresentar
um sistema membranoso intracitoplasmatico complexo e diversificado. A parede celular
quitinosa representa o primeiro componente de interacdo do fungo no hospedeiro e exibe uma
estrutura polissacaridica complexa formada por galactomanana, a-1,3-glucana, p-1,3-glucana
e uma rede fibrilar de quitina, além de proteinas, complexo proteinas-carboidratos e lipidios
(WANKE & LAZERA, 2010).

A forma sexuada do fungo, Ajellomyces capsulatus, se da através dos isolados de
“mating type” (MAT+ e MAT-), ou seja, quando dois micélios haplddeis, sexualmente
diferentes, se encontram em condicGes apropriadas de cultivo, por meio dos quais ocorre a
plasmogamia, seguida da cariogamia e dessa unido sdo formados os cleistotécios, 0s quais
contém em seu interior numerosos ascos, com oito ascésporos em cada um. O teleomorfismo
ocorre tanto in vitro como na natureza (CRUZ, 2010; WANKE & LAZERA, 2010).

2.6 Patogénese

A infeccdo ocorre principalmente via inalagdo e ocasionalmente por ingestdo dos
microconideos, 0s quais sdo pequenos suficientes para alcancar os bronquiolos e alvéolos
terminais apds a fagocitose por macrofagos, onde crescem como organismo intracelular
facultativo. Destarte a infecgdo origina-se tipicamente dos pulmdes e por vezes do trato
gastrointestinal com disseminacdo hematogénica e linfatica subsequente, o que resulta em
doenca multissistémica. Em gatos, os pulmdes, figado, baco, rins, adrenais, linfonodos, olhos
e medula 6ssea sdo comumente afetados. Cabe pontuar que em alguns casos a infeccdo é
assintomaética e autolimitante, contudo, a disseminacéo € comum e gatos e ocorre em até 95%



dos casos. Para pacientes humanos é bem estabelecido que apds a exposicao a doenca pode se
desenvolver por meio da infeccdo aguda, reativacdo ou reinfeccao.

A transmissdo de animal para animal ou de animais para humanos é improvavel
(DAVIES & TROY, 1996; BUSH et al., 2011; AULAKH et al., 2012; LLORET et al., 2013;
GOLDSTEIN & ABRAHAMIAN 2015; STOKES, 2016; ARAUZ & PAPINENI, 2021).

A imunidade mediada por células ao H. capsulatum envolve a producéo de citocinas
por parte dos linfocitos T CD4 e macrofagos ativados, 0s quais por sua vez induzem a
formacdo dos granulomas. As principais citocinas envolvidas na resposta imunitaria em
questdo sdo: interleucina 12 (IL-12), interferon-gama (IFN-y) e o fator de necrose tumoral-
alfa (TNF-a). Assim, justifica-se a ocorréncia da histoplasmose disseminada e grave, notada
em muitos pacientes humanos HIV positivos, 0s quais em estagios avancados da virose
possuem baixa contagem de CD4. E digno de nota que medicamentos imunossupressores
como os glicocorticoides também podem aumentar o risco de histoplasmose disseminada
grave (ARAUZ & PAPINENI, 2021).

2.7 Sinais Clinicos

A forma disseminada da doenca mostra-se mais presente em felinos, seguida da forma
pulmonar e gastrointestinal respectivamente (AULAKH et al., 2012; COOK et al., 2012).

Os sinais clinicos de gatos com histoplasmose sédo geralmente inespecificos, assim
pode-se observar mais comumente fraqueza, linfadenopatia, perda de peso e
hiporexia/anorexia. Demais sinais incluem letargia, vomito, diarreia, febre, membranas
mucosas palidas ou ictéricas, hepatomegalia, esplenomegalia, dor a palpacdo abdominal,
cegueira, nodulos/lesbes cutdaneos ou em mucosas, Unicos ou multiplos, ulceracdes, dor
articular, efusdo articular, claudicacdo, inchaco, linfadenopatia, uveite e descolamento
retiniano, sopros cardiacos. Quanto aos sinais respiratdrios a dispneia, taquipneia, corrimento
nasal e tosse mostram-se envolvidos (DAVIES & TROY, 1996; JOHNSON et al., 2004;
BROMEL & SYKES, 2005; CARNEIRO et al., 2005; AULAKH et al., 2012; BRILHANTE
etal., 2012; COOK et al., 2012; LLORET et al., 2013; SOUZA et al., 2015; SILVEIRA et al.,
2016; SMITH et al., 2017; FIELDER et al., 2018; SCHAEFER et al., 2019).

Vale ressaltar a similaridade da histoplasmose felina associada ao comprometimento
nasal, com as lesdes decorrentes da esporotricose, criptococose e aspergilose. Assim, a
histoplasmose deve ser incluida dentre o diagnostico diferencial de felinos com
comprometimento morfoldgico desta regido (CARNEIRO, et al., 2005; GRINSTEAD et al.,
2021).

2.8 Achados Laboratoriais

Dentre os achados laboratoriais de felinos com histoplasmose destaca-se a anemia
normocitica, normocrdémica, ndo regenerativa, com ou sem pancitopenia. Contudo, de modo
mais amplo, as citopenias em geral podem ocorrer. JA quanto as bioquimicas séricas a
hipoalbuminemia e a hipocalcemia se mostram prevalentes, assim como a hiperbilirrubinemia
e a hiperglobulinemia podem estar presentes em animais infectados sistemicamente
(BROMEL & SYKES, 2005; AULAKH et al., 2012; FIELDER et al., 2018; SCHAEFER et
al., 2019).

2.9 Achados Radiograficos e Ultrassonograficos

As anormalidades pulmonares estdo dentre os achados radiograficos mais frequentes
(SCHAEFER et al., 2019). O padrdo radiografico intersticial (difuso, fino, linear, miliar ou
nodular) e visto como o mais predominante, seguido do padrdo bronquico e alveolar. Padrdes
mistos também podem ser observados (WOLF & GREEN, 1987; JOHNSON et al., 2004;
AULAKH et al., 2012; KLANG et al., 2013; SILVEIRA et al., 2016).



A osteomielite pode ser verificada em gatos com fungemia, bem como pode ser notada
hepatomegalia e esplenomegalia, na presenca ou ndo de efusdo peritoneal, considerando as
radiografias que envolvem a regido toracoabdominal e/ou as ultrassonografias abdominais. Na
ultrassonografia da regido abdominal pode ainda se verificar linfadenopatia abdominal,
derrame peritoneal e nédulos esplénicos (WOLF, 1987; BROMEL & SYKES, 2005;
SCHAEFER et al., 2019).

2.10 Formas de Apresentacdo da Doenca

A histoplasmose pode ser classificada como pulmonar quando o agente fungico se
restringe apenas ao sistema respiratorio, bem como em disseminada quando ocorre
acometimento de pelo menos um 6rgdo fora da cavidade toracica, ja a micose na forma
gastrointestinal se da quando a colonizacdo do fungo acomete somente o trato gastrointestinal
(AULAKH et al., 2012).

Poucos casos da apresentacdo da doenca limitados a pele foram relatados, onde foi
sugerida provavel origem de infeccdo transcuténea, contudo a exclusdo do acometimento de
outros 6rgdos como o pulméo foi excluida apenas com base em exames de imagem, assim
levanta-se como suspeita a rapida disseminacdo do fungo pos inalagcdo, sem que lesdes
pulmonares significativas estivessem presentes na deteccdo imagiolédgica (FISCHER et al.,
2013; LARSUPROM et al.; 2017).

2.11 Técnicas Diagnosticas

2.11.1 Cultura fangica

A cultura fangica é considerada técnica padrdo ouro para o diagnostico da
histoplasmose, contudo estd implicada em potenciais riscos para os laboratoristas, assim
requer execucdo em laboratérios com niveis adequados de biosseguranca. Além disso, é uma
técnica considerada dispendiosa, por necessitar de longos periodos de incubacdo, que variam
de duas a quatro semanas (COOK et al., 2012; LLORET et al., 2013).

A se considerar o dimorfismo fangico, o isolamento do mesmo deve ser realizado com
o cultivo do material patolégico em dois meios de cultura, Sabouraud glicose agar (cuja
incubacdo deve ser realizada a 25°C com o cultivo inclinado em tubos de ensaio, a fim de se
reduzir os riscos de inalagcdo dos conideos) e agar infusdo cérebro coracdo (com incubacédo a
37°C), vale pontuar que ambos o0s meios devem ser acrescidos de cloranfenicol e
cicloheximida (CRUZ., 2010).

Nos casos tipicos, a fase micelial de H. capsulatum tem a taxa de crescimento mais
lenta dentre os fungos dimorficos, nesta forma de apresentacdo as colénias sdo cotonosas e
podem formar micélios delicados semelhantes a teias de aranhas ou pelos, inicialmente as
colbnias séo de cor branca, mas podem se tornar cinzas ou castanho acinzentadas com o
amadurecimento (Figura 2). Cultivos da fase filamentosa podem ser de dois tipos, conhecidos
como tipo A (albino), o qual apresenta hifas aéreas brancas e macroconideos lisos e tipo B
(Brown), que contém micélios finos e escassos, carregados de macroconideos tuberculados.
Sob microscopia as estruturas diagnésticas encontradas nos micélios sdo macroconideos
grandes e espiculados ou enrugados, que medem de 10 a 20 um de diametro, contudo, em
culturas mais jovens, microconideos ovais pequenos, originados de conidiéforos, podem ser
identificados (WANKE & LAZERA, 2010; PROCOP et al., 2018).



Figura 2: Fase micelial da col6nia de Histoplasma capsulatum no meio agar Sabouraud dextrose (KLANG et
al., 2015)

Ja a fase leveduriforme cultivada a partir das culturas primarias incubadas a 37 °C ou
depois da conversdo da forma micelial geralmente séo lisas, branco-amareladas e um pouco
brilhantes com consisténcia pastosa. A microscopia as leveduras s3o pequenas e assim medem
de 2 a 4 um de didmetro, com possibilidade de apresentacdo de um Unico botdo unipolar
(PROCORP et al., 2018).

O agente H. capsulatum foi isolado de culturas fungicas a partir de secrecdes, lesdes
cutaneas, mucosas, fluido ocular, aspirados de pulmao, figado, linfonodos, liquido pleural e
cefalorraquidiano, ou seja, de amostras que geralmente s@o obtidas de forma invasiva
HODGES et al., 1994; JOHNSON et al., 2004; BROMEL & SYKES, 2005; BRILHANTE et
al., 2012; KLANG et al., 2013; SOUZA et al., 2015; SILVEIRA et al., 2016; SMITH et al.,
2017; FIELDER et al., 2018). A cultura pode ainda ser usada para confirmar a presenca do
patdgeno a partir da citologia ou histopatologia (COOK et al., 2012).

2.11.2 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A PCR é uma técnica considerada de rapida execu¢do se comparada a cultura fungica,
bem como com maior grau de sensibilidade do que testes soroldgicos e mais especifica do que
a simples visualizacdo do organismo, tendo em vista a amplificacdo in vitro do material
genético do organismo presente em células. A aplicacdo de protocolos de PCR para deteccédo
de H. capsulatum em gatos pode ser realizada a partir de amostras cutaneas. Contudo, no
geral a realizacdo é relativamente desafiadora, devido a necessidade de coleta de amostras de
forma invasiva, a exemplo dos 6rgdos onde o fungo ja foi encontrado a partir da técnica
molecular, como: coracdo, pulmao, intestino, rim, figado, baco, geralmente obtidos para
analise post-mortem, tecidos os quais podem ser analisados molecularmente também quando
fixados em formol e embebidos em parafina (COOK et al., 2012; BALAJEE et al., 2013;
FISCHER et al., 2013; KLANG et al., 2013; LARSUPROM et al., 2017).

2.11.3 Citologia e histopatologia

A citologia e a histopatologia possuem limita¢6es substanciais de realizagéo, tais como
a identificacdo incorreta do agente etiologico e a necessidade de procedimentos invasivos para
obtencéo de amostras (BROMEL & SYKES, 2005; COOK et al., 2012).

O organismo pode ser identificado por exame citoldgico através de aspirado dos
linfonodos, pulmao, figado, bacgo, rins, medula 6ssea, bexiga, 0ssos, nodulos cutaneos, como
também dos liquidos pleural, peritoneal, articular, cefalorraquidiano, além da possibilidade de
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citologia de lavados traqueal e broncoalveolar, escovagdo, imprint ou swabs cutaneos e
raspados retais (HODGES et al., 1994; JOHNSON et al., 2004; BROMEL & SYKES, 2005;
CARNEIRO et al., 2005; AULAKH et al., 2012; TAYLOR et al., 2012; FISCHER et al.,
2013; LLORET et al., 2013; POLF & BANGERT, 2014; JARCHOW & HANZLICEK 2015;
SOUZA et al., 2015; LARSUPROM et al., 2017; RENSCHLER et al., 2017; FIELDER et al.,
2018; JARDIM et al., 2018).

Da mesma forma, H. capsulatum pode ser identificado pelo exame histopatoldgico de
biopsias de pulmao, intestinos, linfonodos mesentéricos, figado, baco, rins, adrenais, cérebro,
medula dssea, lesdes e nddulos cutdneos ou mucocutanos, lesées na lingua, palato, 0ssos,
conjuntivas e retina, entre outros. Geralmente ocorre inflamacdo granulomatosa cronica.
Lesdes patolégicas macroscopicas podem apresentar-se de forma granular a nodular na
superficie dos 6rgdos abdominais e como nodulos granulomatosos ou lesGes pontuais nas
visceras, pode ainda ser observado espessamento das paredes intestinais com areas de
necrose, linfadenopatia mesentérica e derrame peritoneal (HODGES et al., 1994; BROMEL
& SYKES, 2005; AULAKH et al., 2012; BRILHANTE et al., 2012; FISCHER et al., 2013;
KLANG et al., 2013; LLORET et al., 2013; SILVEIRA et al., 2016; LARSUPROM et al.,
2017; FIELDER et al., 2018).

Vérias coloracbes podem ser usadas com sucesso em preparagdes citoldgicas,
incluindo “Diff-Quik”, Wright-Giemsa e Wright modificado. Ja as amostras teciduais podem
ser coradas com preparacOes fungicas especiais como o &cido periddico de Schiff (PAS), a
prata de metenamina de Gomori ou Grocott. Os organismos séo geralmente identificados no
meio intracelular, dentro de macrdfagos ou menos comumente livres em exsudatos
piogranulomatosos. O agente se apresenta na forma de leveduras ovéides ou arredondadas,
medindo de 2 a 5 um de didmetro, com corpo central, esférico e levemente basofilico,
circundado por um halo claro/capsula, responsavel pelo nome atribuido a espécie fungica
Histopalsma capsulatum, muito embora ndo haja existéncia de uma capsula verdadeira e sim
de um artefato de retracdo ocasionado pelo processamento nos tecidos (BROMEL & SYKES,
2005; LLORET et al., 2013; PROCOP et al., 2018).

Ocasionalmente, H. capsulatum pode ser visto dentro de células fagocitarias em
amostras de sangue periférico de felinos (BROMEL & SYKES, 2005).

2.11.4 Teste soroldgico para detecgdo de anticorpos

A sorologia para deteccdo de anticorpos por imunodifusdo (ID) ou fixacdo de
complemento (FC) é abrangida como um método ndo confiavel de diagnéstico, uma vez que
em casos de infeccdo aguda, por ocorréncia do periodo necessario a soroconversdo o teste
pode resultar em falso-negativo. Assim como em situacdes de exposi¢do prévia e recuperacao,
onde o agente fungico ja foi debelado do organismo e em caso de reacdo cruzada com outros
patdgenos 0 meétodo pode apresentar-se como falso-positivo (JOHNSON et al., 2004;
BROMEL & SYKES, 2005; BRILHANTE et al., 2012; COOK et al., 2012; LLORET et al.,
2013).

Contudo, uma nova metodologia, a qual engloba o imunoensaio enzimatico indireto
semi-quantitativo de anticorpos da classe 1gG para Histoplasma, estéd associada a resultados
promissores na medicina humana, onde houve aumento da sensibilidade quando tal teste foi
comparado a deteccédo por ID ou FC, além de melhoria no diagndstico da histoplasmose ao se
realizar um diagnostico soroldgico por IgG combinado ao teste de antigenos, tanto no que se
refere a forma pulmonar da micose, quanto a disseminada. Muito embora possam ocorrer
reacfes cruzadas com infeccBes flangicas endémicas, tais quais paracoccidiomicose,
coccidiomicose e blastomicose (RICHER et al., 2016; LINDER & KAUFFMAN, 2020;
AZAR et al., 2020).
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Na medicina felina a técnica de deteccdo de anticorpos IgG também ja foi empregada
em um estudo, com resultado quantificado em unidades enzimaéticas (UE), de forma que o
intervalo de referéncia compreende a faixa de 0-9,9 UE (RENSHCLER et al., 2017).

2.11.5 Ensaio imunoenzimatico antigénico (EIA)

Em pacientes com infecgdo ativa, antigenos da espécie histoplasma séo liberados nos
tecidos afetados e penetram consequentemente em fluidos organicos, incluindo plasma, urina
e liquido cefalorraquidiano. O EIA comercializado pelo laboratério MiraVista Veterinary
Diagnostics® (MV) a se considerar o agente Histoplasma pode ser uma ferramenta
diagnostica Gtil em gatos com sinais clinicos sugestivos de histoplasmose disseminada, visto
que pode ser realizado a partir de amostras coletadas de uma maneira pouco invasiva (COOK
etal., 2012).

O EIA sérico e da urina pode ser utilizado também para monitorar o tratamento, bem
como a recidiva da histoplasmose felina (POLF & BANGERT, 2014; HANZLICEK et al.,
2016, AZAR et al., 2020; GRINSTEAD, 2021).

Cook e colabores verificaram em seu estudo, no ano de 2012, que 17 de 18 gatos com
histoplasmose disseminada (94%) foram positivos utilizando o EIA MV para Histoplasma a
partir da urina, com base nos achados citoldgicos e histopatoldgicos, sugerindo a utilidade do
teste por utilizar amostras obtidas através de métodos pouco invasivos.

Muito embora, McGill e colaboradores verificaram em 2018 que 0 comprometimento
da funcdo renal pode culminar na diminuicdo da liberacdo de antigenos na urina.

Estudos realizados em humanos e felinos mostram que a analise do soro e da urina
considerando o ensaio imunoenzimatico para histoplasmose aumentam a probabilidade de
deteccdo do antigeno, visto que sO a deteccdo da antigendria pode culminar com resultados
falso-negativos. No entanto a viabilidade dessa analise pareada ndo foi caracterizada em gatos
até o momento (SWARTZENTRUBER et al., 2009; JARCHOW & HANZLICEK 2015;
AZAR et al., 2020).

A metodologia do EIA disponibilizada pelo laboratério MiraVista Diagnostics
consiste na deteccdo da galactomanana, presente na parede celular do fungo, com alta
sensibilidade, sobretudo para casos de histoplasmose disseminada humana e também alta
especificidade, no que se refere a diferenciacdo de doengas fingicas “versus ” ndo fungicas,
muito embora reagdes cruzadas principalmente com Blastomyces dermatititidis pode ocorrer
(LINDER & KAUFFMAN, 2020). O EIA usa placas de microtitulacdo de 96 poc¢os, que sao
mais adequados para grandes laboratorios de referéncia com grandes demandas, de forma que
0s testes sdo realizados uma a duas vezes na semana para otimizar a execu¢do da metodologia
(ABDALLAH et al., 2021)

Atualmente dois tipos de ensaios imunoenzimaticos de urina foram avaliados em
felinos domésticos, o imunoensaio enzimatico do antigeno histoplasma da urina disponivel no
mercado pelo laboratério MiraVista Diagnostics® (MV EIA), o qual também disponibiliza
avaliagdo antigénica sérica e 0 imunoensaio enzimatico do antigeno histoplasma da urina
IMMY baseado em anticorpos monoclonais (IMMY EIA), contudo o MV EIA mostra-se
superior quanto ao desempenho diagnostico (ROTHENBURG et al., 2019).

2.11.6 Ensaio de fluxo lateral (LFA) do antigeno —Histoplasma

O LFA comercializado pelo laboratério MiraVista Veterinary Diagnostics®, realizado
a partir da urina € utilizado na medicina humana e apresenta desempenho positivo quanto ao
diagndstico da histoplasmose, tal método permite rapido diagndstico da doenca e assim
consequentemente possibilita emprego agil da terapia adequada, com minimos requisitos
relacionados tanto a aspectos humanos quanto de infraestrutura e pode ser utilizado a beira de
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leito (MARTINEZ-GAMBOA et al., 2020; ABDALLAH et al., 2021; CACERES et al., 2021;
ANDREANI et al., 2022).

O imunoensaio se baseia em uma metodologia qualitativa, baseada em fluxo lateral,
onde anticorpos policlonais séo utilizados para a deteccédo direta de Histoplasma spp. antigeno
galactomanano na urina. Para tal 100 pL de urina sdo adicionados a 25 pL do diluente de
amostra com uma pipeta disponivel no kit, assim a amostra ja diluida é disposta na porta de
amostra do dispositivo (Figura 3). A medida que a amostra se move pelo dispositivo, caso o
antigeno esteja presente ocorre a ligacdo deste a um anticorpo detector anti-histoplasma e
produz-se uma linha visivel. Um controle de ensaio, o qual indica um fluxo adequado da
amostra no dispositivo teste e consequentemente um teste valido também produz uma linha
visivel. O LFA é lido por laboratoristas ap6s 30 minutos de incubacdo a temperatura ambiente
para determinar se a linha controle esta presente e se a linha do teste é visivel, o que
representa positividade. O teste é considerado invalido caso o controle ndo seja observado ou
se a linha relacionada ao controle ou ao teste se apresentar obscurecida (ABDALLAH et al.,
2021).

O LFA pode ainda ser realizado a partir do soro, o que ja foi validado também na
medicina humana, com associacio a alta performance (CACERES et al., 2020).

Contudo reacdes cruzadas em pacientes humanos com  criptococose,
paracoccidioidomicose, blastomicose, talaromicose e coccidiomicose S&o provaveis
(CACERES et al., 2020; CACERES et al., 2021; ABDALLAH et al., 2021).

Figura 3: Exemplos de resultados de ensaio de fluxo lateral negativo (A), positivo baixo (B), positivo
intermediario (C) e positivo alto (D), com base no nivel de antigeno correspondente medido pelo imunoensaio
enzimatico. As setas pretas apontam para a linha de controle positivo (C), ja as setas vermelhas para a linha de

deteccdo (T), bem como a seta amarela corresponde a porta de amostra do dispositivo, onde a urina diluida deve
ser colocada. Fonte: Adaptado de Abdallah e colaboradores 2021.

2.12 Tratamento

A terapia antifingica padrdo para a abordagem da histoplasmose em gatos baseia-se
no uso do itraconazol em monoterapia na dose de 10 mg/kg, por via oral, a cada 24 horas,
bem como na associagdo deste com a anfotericina B em casos potencialmente graves da
doenca, a qual deve ser utilizada na dose de 0,25 mg/kg, por via intravenosa, a cada 48 horas
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ou na dose de 0,5 mg/kg, por via subcuténea junto a 100 mL de cloreto de sodio 0,9% e 100
mL de glicose de 2,5 a 5%, para as ambas as vias de administracdo a dose cumulativa total é
de 4 a 16 mg/kg (LLOREAT et al., 2013; LARSUPROM et al., 2017; JARDIM et al., 2018).

Cabe ressaltar que o itraconazol tem potencial hepatotdxico e a anfotericina B é
potencial causadora de nefrotoxicidade em felinos (BROMEL & SYKES, 2005; REINHART
etal., 2012; GREMIAO, et al., 2021).

Outro antifangico utilizado para o tratamento da micose em felinos é o fluconazol, o
qual possui menor custo que o itraconazol e resulta em desfechos similares a este no que
tange a mortalidade e taxa de recrudescéncia (REINHART et al., 2012), muito embora haja
possibilidade de resisténcia medicamentosa adquirida associada ao fluconazol devido a
susceptibilidade reduzida (RENSCHLER et a., 2017).

Ja o cetonazol foi empregado para o tratamento da histoplasmose felina com
manifestacdo em plano nasal por Caneiro e colaboradores (2005), na dose de 10 mg/kg, por
via oral, a cada 12 horas, durante 15 dias e ap6s na mesma dose e via de administracdo, a cada
24 horas, durante 10 dias, associado ao cetoconazol topico, onde houve resposta satisfatoria a
terapia. Neste estudo a escolha da terapia se deveu a apresentacdo da micose aparentemente
limitada a regi&o de narinas e ao baixo custo da monoterapia.

A metodologia, bem como os resultados desta dissertacdo serdo apresentados na forma
de capitulos, de forma que cada capitulo corresponda a um artigo cientifico. O capitulo | foi
confeccionado nos moldes do periodico Journal of the American Veterinary Medical
Association (ISSN 0003-1488) e o capitulo 1l nos moldes do periédico Journal of Feline
Medicine and Surgery (ISSN 1098-612X).

Cabe destacar que o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), bem como o
aceite da pesquisa pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) constam no Anexo A e Anexo B respectivamente.
J& a ficha clinica de avaliacdo, utilizada para os animais selecionados e o fluxograma que
resume a metodologia aplicada encontram-se no Anexo C e Anexo D, nesta ordem. Ademais
aos dados clinicos compilados dos felinos analisados podem ser visualizados por meio do
Anexo E.
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OBJETIVO

Caracterizar dados clinicos de felinos com histoplasmose, bem como analisar 0 ensaio
imunoenzimatico antigénico para Histoplasma na urina e no soro destes animais, a partir do
diagnostico prévio de tal micose.

ANIMAIS

12 felinos domésticos (Felis catus) diagnosticados com histoplasmose pelas técnicas de
diagndstico convencionais (citologia, histopatologia, cultura Flngica, reacdo em cadeia da
polimerase) ou por resposta terapéutica.

PROCEDIMENTOS

Os gatos previamente diagnosticados com histoplasmose pelas técnicas convencionais foram
submetidos a caracterizacdo clinica e a analise pareada do soro e da urina para realizacdo do
ensaio imunoenzimatico antigénico (EIA) do agente Histoplasma.

RESULTADOS

Dos 12 animais com sangue disponivel para analise antigénica 11 (91,67%) apresentaram
antigenemia e dos 11 gatos em que a urina foi passivel de coleta 9 (81,82%) exibiam
antigenos urinarios, de forma que todos os animais possuiam antigenos séricos ou na urina. A
alteracdo respiratoria foi a preponderante queixa relatada pelos tutores de animais com
histoplasmose, bem como a dispneia foi 0 majoritario sinal clinico.

RELEVANCIA CLINICA

O EIA para Histoplasma quando realizado de forma pareada do soro e urina dos felinos,
consiste em uma ferramenta diagndstica pouco invasiva e confidvel para a detec¢do da
micose. Assim, os veterinarios devem ser encorajados a realizacdo do EIA, visto a ocorréncia
da dispneia e consequentemente a instabilidade clinica dos animais acometidos pelo fungo,
onde o emprego de técnicas diagndsticas invasivas representam desde agravamento do quadro
clinico a grande risco a vida.

Introducéo

O fungo Histoplasma capsulatum é um agente de ampla distribuigcdo global, endémico
nas Ameéricas e potencial causador da histoplasmose felina, a qual é considerada a segunda
micose sistémica mais comum em gatos nos Estados Unidos da América (EUA).?

O diagndstico da doenca em gatos € considerado desafiador, visto que o0s testes
diagndsticos convencionais, como citologia, histopatologia, cultura flngica e reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) geralmente requerem coleta de amostras de forma invasiva, o que
em muitas ocasides é incompativel com a clinica do animal.*® A sorologia, realizada a partir
do sangue, pelas técnicas de imunodifusdo ou fixacdo de complemento é considerada uma
forma ndo confiavel de diagndstico pela grande ocorréncia de resultados falso positivos e
negativos*>"°, Contudo novos testes, como o ensaio imunoenzimatico antigénico (EIA) para
Histoplasma, estdo sendo ponderados para abordagem desta micose, visto como grande
vantagem a utilizacdo de amostras colhidas de forma pouco invasiva. Em um estudo, o qual é
0 Unico em que o EIA foi avaliado em uma série consideravel de gatos, verificou-se a partir
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da urina de animais com diagnostico prévio de histoplasmose, que 94% deles eram positivos
guanto a antigendria, o que revelou a utilidade do teste, contudo de forma a nao ser realizado
como uma ferramenta diagndstica isolada, visto que um felino do estudo, com histoplasmose,
no foi identificado a partir do ensaio realizado.® J4 outro revelou a presenca de um animal
com histoplasmose associada a comprometimento renal, o qual possuia no EIA antigenos
séricos mas ndo urinarios.’® Assim, pesquisas suplementares s3o requeridas para o emprego
confidvel do EIA no diagnostico da histoplasmose em felinos, como a anélise pareada do soro
e urina, bem como para melhor caracterizacdo clinica da micose nesta espécie animal, visto
possivel subdiagndstico.

Tém-se como objetivo caracterizar dados clinicos de felinos com histoplasmose, bem
como analisar o ensaio imunoenzimatico antigénico para Histoplasma na urina e no soro
destes animais, a partir do diagndstico prévio de tal micose.

Materiais e Métodos

Foram selecionados 12 felinos domésticos (Felis catus), independente do sexo,
género, raca ou idade com histoplasmose. Tais animais eram oriundos do atendimento
realizado no setor de clinica médica de gatos domésticos, do hospital veterinario de pequenos
animais (HVPA) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) ou de
atendimentos particulares no municipio do Rio de Janeiro-Brasil. Todos os tutores que
permitiram que seus respectivos animais fossem incluidos no projeto de pesquisa leram e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. A pesquisa foi submetida a
Comisséo de Etica na Pesquisa em Uso de Animais (CEUA) da UFRRJ e aprovada sob o
numero de protocolo n® 4895210619. O periodo de execucdo da pesquisa foi de agosto de
2019 a maio de 2022. Os felinos considerados com diagndstico de histoplasmose e assim
incluidos na pesquisa foram aqueles que apresentavam: diagndstico citologico,
histopatoldgico, micolégico, molecular ou algum teste que pudesse confirmar a positividade
para histoplasmose, bem com aqueles com resposta clinica e/ou de imagem ao tratamento
antifingico com remissao total dos sinais clinicos relacionados a micose. Os gatos que
atenderam aos critérios de inclusdo e para os quais ndo foi possivel a coleta de amostras de
sangue e/ou urina foram excluidos da pesquisa.

Caracterizacao Clinica

Para os animais com diagnostico de histoplasmose foi realizada caracterizacdo clinica
através do preenchimento de uma ficha de avaliacdo. Neste formulério constaram perguntas
direcionadas aos medicos veterinarios que atenderam felinos com histoplasmose, sobre a
identificacdo do animal, sexo, raca, idade, estilo de vida e histérico com queixa clinica,
sinais clinicos, alteracdes laboratoriais e de imagem, além da forma de diagnostico da
doenca, forma de apresentacédo clinica da micose, bem como o tipo, duracdo do tratamento e
desfecho do quadro clinico. Foram realizadas, quando possivel, radiografias toracicas nas
incidéncias latero-lateral e ventro-dorsal bem como propds-se a execugdo da ultrassonografia
abdominal, para se investigar o acometimento de 6rgdos pelo agente fungico Histoplasma
capsulatum. A histoplasmose foi classificada quanto a forma de apresentacdo da doenca em:
disseminada, pulmonar ou gastrointestinal, para tal foram considerados exames de imagem
como a radiografia e a ultrassonografia e testes de diagndsticos convencionais, contudo, a
histopatologia post mortem foi soberana na classificagdo quando os 6rgdos previamente
suspeitos de acometimento foram analisados. Assim, a micose foi considerada disseminada
guando o organismo fosse identificado no pulméo e pelo menos um 6rgdo fora da cavidade
torécica estivesse acometido por Histoplasma. Para a classificagdo da forma pulmonar, o
agente etiologico deveria se limitar somente ao sistema respiratorio, bem como 0s gatos
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inclusos no grupo gastrointestinal deveriam ter o agente fangico restrito ao trato
gastrointestinal apenas. Os animais foram categorizados como curados clinicamente, caso
estivessem em remissdo total dos sinais clinicos relacionados a doengca no momento da
redacéo deste trabalho.

Coleta de Amostras Bioldgicas

De todos os animais com histoplasmose foram coletadas amostras sanguineas para
realizacdo do hemograma (2 mL), bioquimicas séricas (3 mL) e teste de antigeno sérico para
Histoplasma. Preconizou-se realizar as seguintes bioquimicas séricas para cada animal:
proteinas totais e fracdes, alanina aminotransferase (ALT), ureia e creatinina. Parte do soro
obtido (minimo 1 mL) foi congelado para execugdo do ensaio imunoenzimatico antigénico
(EIA) para Histoplasma.

Os felinos com a micose foram também submetidos a coleta de urina, a qual se deu
por cistocentese ou micgdo natural, em um volume minimo de 5mL. Posteriormente a urina
foi congelada para realizacdo subsequente do EIA para Histoplasma.

Para a realizacdo do EIA as amostras foram enviadas para o laboratorio MiraVista
(MiraVista Veterinary Diagnostics, Indianapolis, EUA). Cabe pontuar que quaisquer
guantidades mensuraveis do antigeno no soro ou na urina foi classificado como resultado
positivo.

Métodos estatisticos

Para fins de analise descritiva foram empregues célculos de frequéncia e frequéncia
relativa para variaveis categoricas e calculos de média, desvio padrdo, minimo e méaximo para
variaveis numéricas. Ja para a comparacao de proporc¢oes, foi utilizado o teste Z de igualdade
de proporgdes e teste Qui-quadrado de aderéncia a uma populacdo uniforme (com todas as
frequéncias iguais), onde P-valores menores que 0.05 indicaram a existéncia de pelo menos
uma categoria com frequéncia diferente das demais, o que é valido para toda vez que tal
abordagem analitica foi realizada. Executou-se ainda analise de sensibilidade dos testes
avaliados e também se aplicaram calculos de intervalo de confianca para as propor¢des como
ferramenta para fazer testes de comparacéo par-a-par.

Para comparar o nimero de doses de anfotericina B em funcédo da creatinina sérica foi
empregue o teste ndo parametrico de Kruskall-Wallis devido & ndo normalidade dos dados, 0s
quais foram analisados através do teste de Shapiro-Wilk. Com a finalidade de se verificar se
houve diferenga entre a ALT inicial e final em funcdo do uso do itraconazol, foi utilizado o
teste ndo paramétrico de Wilcoxon, mediante a rejeicdo da normalidade dos dados pelo teste
de Shapiro-Wilk.

Por fim, a associa¢do entre o prognostico e a corticoterapia antes da introducdo dos
antifangicos foi testada através do teste Qui-quadrado de independéncia.

As analises foram feitas pelo uso do software livre R (R versdo 4.2.2 (2022-10-31
ucrt).

Resultados

Por meio da analise antigénica, a se considerar 0 ensaio imunoenzimatico antigénico
(EIA) para Histoplasma, pode-se verificar que dos 12 gatos com soro disponivel, 11 (91,67%)
apresentavam antigenemia e dos 11 animais em que a urina foi coletada, nove (81,82%)
exibiam antigenuria, de forma que todos os animais diagnosticados com histoplasmose
previamente possuiam pelo menos antigenos sanguineos ou urinarios, com intervalos
variando de < 0,4 a > que 19 ng/mL (Tabela 1). Cabe pontuar que um animal ndo possuia
urina a ser analisada e deste foi realizada avaliacdo apenas do soro. Tanto a positividade no
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que tange a antigenlria quanto a antigenemia apresentaram significancia estatistica, visto que
0 p-valor quanto a antigenemia foi de 0.004 e quanto a antigenuria de 0.035, o que indica que
0s gatos com a micose tendem a estes achados. A sensibilidade geral do EIA sérico e urinério
foi de 100% ao se considerar 0s animais positivos para histoplasmose por algum método de
diagnostico (e para um onde foi realizado diagndstico terapéutico).

Tabela 1- Resultado da antigendria e antigenemia mediante EIA MiraVista Diagnostics para Histoplasma, de
gatos domésticos com histoplasmose.

Felino EIA EIA
Histoplasma ng/mL - Soro Histoplasma ng/mL - Urina

1 BLQ 0.88

2 0.64 2.85

3 BLQ Negativo

4 ALQ ALQ

5 16.2 ALQ

6 BLQ Negativo

7 5.4 13.2

8 0.6 6.8

9 11.3 18.9

10 ALQ ALQ

11 Negativo BLQ

12 7.94 Né&o realizado

EIA = Ensaio imunoenzimatico antigénico

EIA: Resultados relatados como ng/mL na faixa de 0,4 - 19,0 ng/mL;

Resultados acima do limite de deteccdo, mas abaixo de 0,4 ng/mL, sdo relatados como "Positivo, abaixo do
limite de quantificagdo" (BLQ);

Resultados acima de 19,0 ng/mL sdo relatados como "Positivo, acima do limite de quantificacdo" (ALQ)

Os felinos com histoplasmose ndo apresentaram propensdo de género, visto que oito
(66,67%) eram machos e quatro (33,33%) fémeas, (p-valor=0.248), contudo eram
majoritariamente castrados (10/12=83,33%) (p-valor=0.021) e sem ra¢a definida (SRD)
(8/12=66,7%), (p-valor=0.010). Ja a idade variou entre 2 e 11 anos, com média igual a 6.75
anos (desvio padrdo 2.83). Quanto ao estilo de vida os felinos com a doenga flngica
mostraram-se preponderantemente (10/12=83%) domiciliados, (p-valor= 0.021).

A alteracdo respiratoria foi predominante (12/12=100%) dentre os principais achados
no que tange ao histérico dos animais com Histoplasma, (p-valor= < 0.001), (Figura 1).
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186 Ja dentre os primordiais sinais clinicos, a dispneia foi verificada em 7 (58,33%) dos
187  gatos com a doenga fungica (p-valor= <0.001), (Tabela 2).
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212  Tabela 2- Sinais clinicos de gatos com histoplasmose.

Variavel Frequéncia Frequéncia Intervalo de confianca p-valor
relativa (%) 95%
para frequéncia

Dispneia 7 58.33 (28.6%, 83.5%) <0.001*
Desidratacdo 4 33.33 (11.27%, 64.56%)
Febre 4 33.33 (11.27%, 64.56%)
Taquipneia 3 25 (6.69%, 57.16%)
Emagrecimento 2 16.67 (2.94%, 49.12%)
Mucosas hipocoradas 2 16.67 (2.94%, 49.12%)
Ruido respiratdrio 2 16.67 (2.94%, 49.12%)
Doenca periodontal 2 16.67 (2.94%, 49.12%)
Linfonodomegalia 2 16.67 (2.94%, 49.12%)
Hipotermia 1 8.33 (0.44%, 40.25%)
Esplenomegalia 1 8.33 (0.44%, 40.25%)
Espirros 1 8.33 (0.44%, 40.25%)
AlteracGes cutaneas 1 8.33 (0.44%, 40.25%)
Hepatomegalia 1 8.33 (0.44%, 40.25%)
Rins irregulares 1 8.33 (0.44%, 40.25%)
Ausculta cardiopulmonar abafada 1 8.33 (0.44%, 40.25%)
Prolapso de terceira palpebra 1 8.33 (0.44%, 40.25%)
Nédulo cutaneo 1 8.33 (0.44%, 40.25%)
Apatia 1 8.33 (0.44%, 40.25%)
Quemose da conjuntiva superior do olho direito 1 8.33 (0.44%, 40.25%)
Efusdo pleural 1 8.33 (0.44%, 40.25%)
Ausculta pulmonar abafada 1 8.33 (0.44%, 40.25%)

213 *Referente ao nivel de signficancia, sendo significante a 0,1%

214

215 Quanto aos achados pertinentes ao hemograma e bioquimica sérica, pdde se observar a

216  tendéncia de ocorréncia da hipoalbuminemia e linfocitopenia respectivamente (Tabela 3).
217  Ademais no que se refere aos exames sanguineos foi visualizado que dos 11 (91,67%) gatos
218  domésticos que foram testados para o virus da leucemia felina (FeLV) e virus da
219  imunodeficiéncia felina (FIV), nove (81,82%) eram negativos para FIV e 10 (90,91%) para
220 FeLV, o que permitiu observar propensédo estatistica dos animais para negatividade quanto a
221 ambos os virus (p-valor=0.035 e 0.007 respectivamente). E digno de nota que foram
222 identificados dois animais (18,18%) FIV positivos e um (9,09%) FeLV positivo.
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Tabela 3- Perfil laboratorial dos felinos domésticos com histoplasmose.

Variavel Frequéncia Frequéncia Intervalo de confianga 95% para p-valor
relativa frequéncia
(%)

Hipoalbuminemia 9 75 (42.84%, 93.31%) <0.001*

Linfocitopenia absoluta 6 50 (25.38%, 74.62%) <0.001*

Hiperglobulinemia 5 41,67 (16.5%, 71.4%)

Anemia 5 41.67 (16.5%, 71.4%)

Hiperproteinemia 4 33.33 (11.27%, 64.56%)

Eosinopenia absoluta 4 33.33 (11.27%, 64.56%)

DNNE leve 4 33.33 (11.27%, 64.56%)

Monocitopenia absoluta 4 33.33 (11.27%, 64.56%)

Hiperglicemia 3 25 (6.69%, 57.16%)

Neutropenia absoluta 3 25 (6.69%, 57.16%)

Trombocitopenia 3 25 (6.69%, 57.16%)

Leucopenia 3 25 (6.69%, 57.16%)

Aumento de creatinina 2 16.67 (2.94%, 49.12%)

Monocitose absoluta 2 16.67 (2.94%, 49.12%)

Diminuigéo de 1 8.33 (0.44%, 40.25%)

creatinina

Hiperalbuminemia 1 8.33 (0.44%, 40.25%)

Aumento de ALT 1 8.33 (0.44%, 40.25%)

Hipofosfatemia 1 8.33 (0.44%, 40.25%)

Hipocalemia 1 8.33 (0.44%, 40.25%)

Hiperbilirrubinemia 1 8.33 (0.44%, 40.25%)

direta

Leucocitose 1 8.33 (0.44%, 40.25%)

Neutrofilia absoluta 1 8.33 (0.44%, 40.25%)

ALT = Alanina Aminotransferase; DNNE = Desvio nuclear neutrofilico a esquerda
*Referente ao nivel de signficancia, sendo significante a 0,1%

O padréo radiografico prevalente dentre os animais com pneumonia (12/12=100%) foi
o infiltrado intersticio alveolar (8/12=66,67%), seguido do broncointersticial (4/12=33%). Os
demais achados super-representados consistem na verificagdo de hepatomegalia
(8/12=66,67%). No que se refere a ultrassonografia abdominal uma grande parcela dos
animais ndo realizou tal exame (5/12=41,67%), bem como as alteracGes relatadas ndo foram
apontadas como tendenciosas aos felinos com a doenca fungica.

O diagndstico da micose foi realizado principalmente por citologia do liquido pleural
fisioloégico (5/12=41,67%), seguido por histopatologia (4/12=33,33%), enquanto o0
diagnostico por analise citologica da medula dssea, citologia cutdnea, PCR, cultura fungica,
positividade para o imunoensaio enzimatico indireto semi-quantitativo de anticorpos da classe
IgG realizado a partir do soro sanguineo para Histoplasma e presun¢do da doenca por resposta
terapéutica foi empregado uma vez cada (8,33%). Cabe ressaltar que para alguns animais
(25%), técnicas de diagndstico combinadas foram empregadas (Figura 2).

A forma de apresentacdo da doenca foi sobretudo disseminada, a qual ocorreu para
oito animais (66,67%), subsequente a pulmonar, que se deu para 4 gatos (33,33%), muito
embora néo tenha havido tendéncia estatistica de tal ocorréncia.
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Figura 2- Imagens de técnicas diagnésticas empregadas em gatos com Histoplasma. A: Pulmao: parénquima com padrdo
micronodular difuso; B: Figado: padréo lobular difuso evidenciado; C: Bago: parénquima esplénico exibindo nodulagdes
difusas de coloragdo esbranquicada; D: Citopatolégico pulmonar, coloragdo répida tipo Romanowsky: presenga de
macrofagos com intimeras estruturas leveduriformes de formato arredondado a ovalado, de aproximadamente 2 a 3 pm
intracitoplasmaticas, compativeis com Histoplasma (seta preta); E: Colonia de Histoplasma capsulatum; F: Histopatoldgico
de baco: moderado infiltrado inflamatdério com predominio de macréfagos, associados a inimeras estruturas leveduriformes
de formato arredondado a ovalado, de aproximadamente 2 a 3 um intracitoplasmaticas, compativeis com Histoplasma (seta
preta); G: Histopatologico de medula 6ssea: moderado infiltrado inflamat6rio com predominio de macréfagos, associados a
inimeras estruturas leveduriformes de formato arredondado a ovalado, de aproximadamente 2 a 3 um intracitoplasmaticas,
compativeis com Histoplasma (seta preta); H: Histopatoldgico de pancreas: leve infiltrado inflamatério com predominio de
macrdfagos, associados a inumeras estruturas leveduriformes de formato arredondado a ovalado, de aproximadamente 2 a 3
pm intracitoplasmaticas, compativeis com Histoplasma (seta preta); I: Método histoquimico para coloragdo Grocott positivo
para estruturas intracitoplasmaticas em parénquima pulmonar (seta preta). Fonte: Gabriela de Carvalho Cid, 2022 (Figuras
2A, 2B, 2C, 2D, 2F, 2G, 2H, 21); Mario Tatsuo Makita (Figura 2E).

O tratamento para todos os animais (12/12=100%) do estudo baseou-se no emprego de
antifungicos, a terapia consistiu no uso do itraconazol oral para 11 animais (91,67%), bem
como na aplicacdo da anfotericina B por via subcutanea para oito gatos (67%), onde a mesma
foi administrada junto a 100 mL de cloreto de sédio 0,9% e 100 mL de glicose 5%. A
anfotericina B foi ainda aplicada por via intravenosa para cinco felinos (41,7%), é digno de
nota que trés gatos (25%) foram submetidos a terapia com anfotericina B tanto por via
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subcutanea quanto por via intravenosa. Cabe ainda pontuar que um animal (8,33%) foi
abordado com o uso iodeto de potéssio por via oral e que nove animais (75%) foram sujeitos a
utilizacdo concomitante de dois ou trés antifungicos.

O tempo de duracdo de terapéutica com itraconazol variou entre 0 a 24 semanas, com
média de 7.58 semanas (desvio padréo 8.57), ja quanto a dose desta terapia, a media utilizada
foi de 97,27 mg/gato (desvio padrdo 16,79). Para os felinos que receberam anfotericina B por
via subcuténea as doses administradas variaram de 2 a 23, com média de uso de 0,5 mg/kg da
medicacdo, ja quando o mesmo antifingico foi empregado por via intravenosa, em trés
animais foram aplicados uma dose e em dois, duas doses da medicacdo, a média da dose
empregada neste caso foi de 0,25 mg/kg. A maioria dos animais (9/12=75%) ndo apresentou
recaida (p-valor=0.083), ademais, dentre os que tiveram recidiva fangica, um (11,11%), era
FIV e FeLV positivo.

Ao se comparar a mensuracao da creatinina sérica inicial e final dos gatos de acordo com
as aplicacOes de anfotericina B por via subcutanea ou intravenosa, uma propensao de aumento
da creatinina se deu em funcdo de um maior nimero de aplicagdes de anfotericina B, (p-
valor=0.047) (Figura 3). No que se refere a analise de Alanina Amino Transferase (ALT)
inicial e final, em fungdo da administracdo do itraconazol, ndo foi estabelecida relagéo entre
as variaveis, de forma que o aumento de ALT ndo esta relacionado ao maior tempo de terapia
com o composto azolico.

~
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Iniciou menor e terminou Perda de seguimento Permaneceu abaixo de 1.6
maier ou iguala 1.6 n=5
n=3 n=2

Situacdo da Creatinina

Figura 3- Analise comparativa da creatinina sérica inicial e final por nimero de aplica¢gdes do antiflingico
anfotericina B em gatos com histoplasmose.

A= Anfotericina; IV= Intravenoso; SC= Subcutaneo; n=nimero; Valor de referéncia da Creatinina sérica: <1,6
mg/dL%

Foi avaliado também se o momento de introducdo da corticoterapia (antes ou apos a
instituicdo do tratamento antiflngico), quando empregada, impactava o desfecho clinico e
obteve-se como resultado que dos doze gatos infectados pelo agente, sete (58,33%) fizeram
uso de corticoides sistémicos antes da terapia antifingica e destes seis (85,71%) tiveram
concluséo desfavoravel do caso (4 obitos e 2 eutanasias). Ja para os sete felinos (58,33%) que
foram abordados com corticosteroides ap6s o inicio das medicac@es antifungicas, cinco deles
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(71,43%) fizeram uso de corticoide nos dois momentos avaliados, entdo foram excluidos
guanto a analise do prognostico, assim, dos dois animais que utilizaram os corticosteroides
somente ap0ds antifungicos, ambos evoluiram para cura clinica, 0 que aponta a propensao
significativa de um resultado clinico negativo, associado aos animais que foram submetidos a
corticoterapia antes da introducéo dos antifiingicos. E digno de nota que os corticosterdides
utilizados foram a metilprednisolona, na dose media de 20 mg/gato, bem como a
dexametasona, com média de uso de 0,5 mg/kg e a prednisolona, onde a média de dose
empregada para tal farmaco foi de 1,13 mg/kg.

O desfecho clinico dos felinos com histoplasmose foi principalmente desfavoravel, visto
que dos 12 animais, cinco (41,7%) evoluiram para o6bito e 2 (16,7%) para eutanasia, enquanto
cinco (41,7%) obtiveram cura clinica.

Discussao

O ensaio imunoenzimatico (EIA) para Histoplasma ja foi apontado como util para a
identificacdo da histoplasmose em gatos, com limitacdes, quando sdo utilizadas amostras
isoladas de soro ou urina.>° Muito embora, a combinagio de amostras, com finalidade de se
aumentar a acuracia diagnostica da doenca, ndo foi avaliada em uma série de casos, até o
momento de redagdo desta pesquisa, 0 que torna o estudo de extrema relevancia em ambito
mundial, onde pdde-se verificar que todos os felinos (12/12=100%) com confirmacdo prévia
de histoplasmose, apresentaram antigenemia ou antigendria. Tal dado comprova a eficacia do
teste no diagnostico da micose se realizado de forma pareada, a se considerar 0s espécimes
utilizados (soro e urina), o que pode vir a encorajar clinicos veterinarios quanto a abordagem
da micose, visto que tal analise pode ser realizada a partir de amostras obtidas de forma pouco
invasiva, como soro e urina. Ademais, ndo ha relatos sobre o uso de técnicas para a detec¢cdo
de antigenos no pais de origem da presente pesquisa (Brasil),!! de forma que este € o primeiro
trabalho, onde o EIA foi empregado para o reconhecimento da histoplasmose em animais.

Cabe pontuar que um dos gatos, o qual possuia histoplasmose com acometimento ocular,
apresentou positividade quanto a presenca de antigenos na urina, o que difere do que foi
observado por Smith e colaboradores em 2017*, onde dos felinos com histoplasmose e
manifestacdo ocular associada, nenhum apresentou positividade no EIA para Histoplasma,
seja da urina, soro ou até mesmo de fluidos oculares. Contudo, a antigendria verificada no
gato da atual pesquisa é concordante a outros estudos mais atuais, onde 0s animais com sinais
oculares apresentaram majoritariamente antigenos urinarios.**'* Assim, ressalta-se que
mesmo em casos de histoplasmose com envolvimento ocular, a antigendria pode ser
verificada.

Apesar da sabida reacdo cruzada do EIA MiraVista com outros agentes fungicos,
sobretudo o causador da blastomicose,® exclui-se a possibilidade de falsos positivos neste
estudo, visto o diagnostico previo de histoplasmose por outras técnicas de diagnostico para a
maioria dos gatos, ja que apenas um dos 12 felinos foi diagnosticado com base na resposta
clinica e/ou de imagem a terapia instituida. Ademais ressalta-se que a blastomicose &
considerada uma micose rara para felinos,” ndo havendo relatos de tal ocorréncia no pais de
origem do estudo. Muito embora, estudos prospectivos a nivel nacional devam considerar a
reagdo cruzada do teste de antigenos com Sporothrix shenckii, a qual ja foi documentada,t®
dado a ocorréncia endémica da esporotricose no Brasil.’

A histoplasmose felina ndo estd associada a predisposicdo de género, contudo, os gatos
sem raca definida (SRD) e castrados mostram-se como prevalentes em diversos estudos 0s
quais englobam uma série de casos*'1418-2! desta forma entende-se que nio haja de fato
propensdo racial para ocorréncia da micose na espécie. Os felinos adultos jovens, faixa etaria
que compreende animais de um a seis anos, sdo mais tendentes a doencas fungicas sistémicas
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como a histoplasmose,12223 entretanto, outros estudos, os quais envolvem um consideravel
numero amostral, apontam uma propensao de gatos mais velhos quanto ao desenvolvimento
da micose,'®2! 0 que pode se justificar pelo fato destes gatos estarem mais sujeitos a doengas
comorbidas, tais como enteropatias cronicas, doenca renal crénica, hipertireoidismo, diabetes
mellitus, neoplasias, dentre outras,”® as quais talvez possam predispor a infecgdo por
Histoplasma.

Felinos domiciliados podem se contaminar com Histoplasma principalmente atraves do
acesso a vasos de plantas e pordes abandonados'®, assim acredita-se que estas tenham sido
formas de exposicdo para a maioria dos animais analisados, os quais eram sobretudo
domiciliados. Destaca-se assim uma possivel fonte comum do fungo e risco de histoplasmose
para os tutores, principalmente os imunocomprometidos, ja que a doenga ndo é considerada
zoondtica, muito embora os felinos possam atuar como sentinelas da micose.*"?° Ademais,
outro ponto de relevancia de tal resultado baseia-se no fato do pais de realizagdo do estudo em
questdo (Brasil), ter sido apontado atualmente como um centro de dispersdo de Histoplasma
na América do Sul, com base em estudos moleculares realizados?*, o que embasa a
necessidade de identificacdo dos nichos fungicos da doenca.

A alteracdo respiratoria € uma queixa clinica comumente relatada pelos tutores de gatos
com histoplasmose, ademais é um sinal clinico frequente pontuado pelos médicos
veterinarios, como dispneia.*181%2! Este achado confere fator progndstico negativo aos
felinos com histoplasmose, conforme visto no estudo atual, onde dos sete animais com
dificuldade respiratéria, quatro (57,14%) tiveram desfecho negativo (trés Obito e uma
eutanasia) e no estudo de Reinhart e colaboradores, 2012%°, onde destaca-se que a alteracéo
respiratoria grave em gatos esta associada a maior taxa de mortalidade devido a morte por
parada respiratoria ou eutanasia, visto o mal prognostico entendido pelos tutores.

As citopenias sdo ocorrentes na histoplasmose felina, as quais podem ser fundamentadas
na ocorréncia da sindrome hemofagocitica, que causa desregulacdo imune, producédo
excessiva de citocinas inflamatorias, ativacdo demasiada de macréfagos e infiltracdo de
linfocitos e macrofagos hemofagociticos em varios 6rgdos.?! Desta forma justifica-se a
linfocitopenia como principal achado no hemograma dos animais com o fungo. Ja a
hipoalbuminemia pode ocorrer devido ao déficit da sintese de albumina, perda proteica, bem
como inflamacgdo, como visto em outros trabalhos, os quais estudam gatos com a doenca
fungica.!81%22 O FIV ndo parece predispor os gatos a histoplasmose,*!® ja a FeLV ¢
presumivelmente apontada como uma infeccdo comum associada a doenca fangica em alguns
trabalhos,*® muito embora em outros no aparenta ter relagdo causal.!® Ademais, a ocorréncia
do FeLV nio estd associada a piores desfechos clinicos,'® como visto no atual estudo, de
forma que um gato FIV/FeLV positivo (50%) evoluiu para cura clinica e outro gato FIV
positivo (50%) veio a dbito.

A pneumonia é um achado radiografico comum na histoplasmose felina, muito embora o
padrdo intersticial ndo misto seja mais comumente relatado.*81%2122 Qs infiltrados alveolares
tém sido associados a piores progndsticos,'® o que é condizente ao observado através desta
pesquisa, onde dos oito animais com infiltrados intersticio alveolar (66,67%), 4 deles (50%)
evoluiram para obito ou eutanasia. J& outra anomalia recorrente nos exames de imagem € a
hepatomegalia.t®?!2?

A citologia pleural foi 0 método de diagndstico mais empregado no estudo, o que conflita
com o historico e sinal clinico dos animais, visto que tal técnica é invasiva quanto a coleta de
amostras e sua execuc¢do implica em riscos para um animal descompensado, 0 que pode estar
atrelado ao possivel subdiagndstico da doenca, devido a desafios na abordagem.®

A forma disseminada é relatada como preponderante para histoplasmose em gatos, de
modo que a pele, figado, baco, rins, pancreas, olhos e medula 6ssea foram os principais alvos
do fungo a nivel sisttmico, baseado no encontro do agente nos tecidos, 0 que assume
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conformidade com o proposto em literatura.*!#1° Entretanto, vale pontuar que até o momento,
no gue tange o envolvimento do pancreas na histoplasmose felina, apenas o estudo de Auger e
colaboradores em 2021% estabeleceu uma possivel relagio entre a histoplasmose disseminada
e a insuficiéncia pancreatica exdcrina em um gato, de modo que o fungo em si ndo foi
encontrado no oOrgdo, apesar do animal ter sido diagnosticado com histoplasmose
disseminada. Assim destaca-se o envolvimento desta glandula, até entdo ndo apontada como
um tecido de tropismo para o patogeno.

Cinco dos sete felinos com dispneia (71,43%), foram abordados terapeuticamente com
itraconazol mais anfotericina B, justificado pela necessidade de associacao destes antiflingicos
em casos potencialmente graves da histoplasmose.”®2® Cabe pontuar que dos gatos que
tiveram desfecho favoravel, a maioria, (3/5=/60%), foi submetida ao uso do itraconazol e
anfotericina B concomitantemente. Quanto a duracdo da terapia para 0S animais que
alcancaram cura clinica (5/12=41,7%) a média foi de 2,6 meses, 0 que é menor do que O
previsto em um estudo que avaliou uma série de casos de felinos com histoplasmose.*® E
passivel de destaque que dois gatos, dos cinco curados clinicamente, ndo receberam alta
médica e assim foram subordinados a abandono de tratamento antes do periodo preconizado,
contudo sabe-se que 0s mesmos evoluiram para cura clinica mediante contato telefénico com
0s respectivos tutores, os quais relataram ndo haver queixas clinicas relacionadas a doenca,
com pelo menos seis meses pds abdicacdo da terapia. Tal fato pode ter resultado em uma
menor média de duracdo terapéutica, visto periodo de uso medicamentoso mais curto do que o
idealizado.

A recrudescéncia neste estudo, dentre os animais que tiveram um bom prognostico foi de
40%, a mesma taxa de recaida foi observada no estudo de Reinhart e colaboradores em
2012.1°

A creatinina final dos animais avaliados tendeu a aumento para além do limite méximo do
intervalo de referéncia (1,6 mg/dL),?” de acordo com um maior nimero de doses de
anfotericina B, a qual tem potencial nefrotoxico e, portanto, seu uso deve ser realizado com
cautela.®

Os corticosteroides podem predispor a disseminacdo e agravamento das doencas flngicas
devido a imunossupressdo a se considerar a imunidade mediada por células, a qual é pedra
angular para protecdo contra infeccdes fungicas.?® Desta forma, justifica-se a alta taxa de
mortalidade dos animais que foram submetidos a corticoterapia antes do inicio do tratamento
antifngico, os quais possivelmente ficaram mais propensos a disseminacdo do agente pela
supressao imunitaria ocasionada. Faz-se assim um alerta aos clinicos veterinarios quanto ao
momento de instituicdo de corticoides sistémicos para felinos com suspeita de histoplasmose,
visto a auséncia de relatos anteriores envolvendo uma série de casos que comprovem esta
associagédo negativa.

A sobrevida no atual estudo foi baixa, o que pode estar atrelado a grande taxa de doentes
disseminados e ao acometimento grave dos animais,*?® o qual pode associar-se ao diagndstico
tardio, visto as problematicas diagnosticas atuais.

O estudo aponta que a analise combinada da presenca de antigenos séricos e urinarios para
Histoplasma em felinos domésticos € uma ferramenta diagnostica quem além de pouco
invasiva é confiavel, o que possibilita maior seguranca na abordagem de gatos com a micose,
visto comum ocorréncia de sinais de instabilidade clinica nestes animais, como a dispneia, 0
que conflita com a aplicacéo de técnicas de diagndstico que requeiram colheita de amostras de
forma invasiva, como necessario para as abordagens convencionais.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1- Queixas clinicas relatadas pelos tutores de gatos com histoplasmose.

Figura 2- Técnicas diagnosticas empregadas em gatos com Histoplasma. A: Pulmédo: parénquima com padrédo
micronodular difuso; B: Figado: padrdo lobular difuso evidenciado; C: Bago: parénquima esplénico exibindo
nodulagBes difusas de coloracdo esbranquicada; D: Citopatoldgico pulmonar, coloragdo rapida tipo
Romanowsky: presenca de macréfagos com indmeras estruturas leveduriformes de formato arredondado a
ovalado, de aproximadamente 2 a 3 um intracitoplasmaticas, compativeis com Histoplasma; E: Col6nia de
Histoplasma capsulatum; F: Histopatoldgico de bago: moderado infiltrado inflamatério com predominio de
macrofagos, associados a inUmeras estruturas leveduriformes de formato arredondado a ovalado, de
aproximadamente 2 a 3 um intracitoplasmaticas, compativeis com Histoplasma; G: Histopatolégico de medula
ossea: moderado infiltrado inflamatorio com predominio de macréfagos, associados a inimeras estruturas
leveduriformes de formato arredondado a ovalado, de aproximadamente 2 a 3 pm intracitoplasmaticas,
compativeis com Histoplasma; H: Histopatolégico de pancreas: leve infiltrado inflamatdério com predominio de
macrdfagos, associados a inumeras estruturas leveduriformes de formato arredondado a ovalado, de
aproximadamente 2 a 3 um intracitoplasmaéticas, compativeis com Histoplasma; I: Método histoquimico para
coloracdo Grocott positivo para estruturas intracitoplasméticas em parénquima pulmonar. Fonte: Gabriela de
Carvalho Cid, 2022 (Figuras 2A, 2B, 2C, 2D, 2F, 2G, 2H, 2I); Mario Tatsuo Makita (Figura 2E).

Figura 3- Analise comparativa da creatinina sérica inicial e final por nimero de aplica¢gdes do antiflngico
anfotericina B em gatos com histoplasmose.

A= Anfotericina; 1V= Intravenoso; SC= Subcutaneo; n=ntmero; Valor de referéncia da Creatinina sérica: <1,6
mg/dL%®

TABELAS

Tabela 1- Resultado da antigendria e antigenemia mediante EIA MiraVista Diagnostics para Histoplasma, de
gatos domésticos com histoplasmose.

Felino EIA EIA
Histoplasma ng/mL - Soro Histoplasma ng/mL - Urina

1 BLQ 0.88

2 0.64 2.85

3 BLQ Negativo

4 ALQ ALQ

5 16.2 ALQ

6 BLQ Negativo

7 5.4 13.2

8 0.6 6.8

9 11.3 18.9

10 ALQ ALQ

11 Negativo BLQ

12 7.94 N&o realizado

EIA = Ensaio imunoenzimatico antigénico

EIA: Resultados relatados como ng/mL na faixa de 0,4 - 19,0 ng/mL;

Resultados acima do limite de deteccdo, mas abaixo de 0,4 ng/mL, sdo relatados como "Positivo, abaixo do
limite de quantificagdo” (BLQ);

Resultados acima de 19,0 ng/mL s8o relatados como "Positivo, acima do limite de quantificacdo" (ALQ)
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594  Tabela 2- Sinais clinicos de gatos com histoplasmose.

Variavel Frequéncia Frequéncia Intervalo de confianca p-valor
relativa (%) 95%
para frequéncia

Dispneia 7 58.33 (28.6%, 83.5%) <0.001*
Desidratacdo 4 33.33 (11.27%, 64.56%)
Febre 4 33.33 (11.27%, 64.56%)
Taquipneia 3 25 (6.69%, 57.16%)
Emagrecimento 2 16.67 (2.94%, 49.12%)
Mucosas hipocoradas 2 16.67 (2.94%, 49.12%)
Ruido respiratdrio 2 16.67 (2.94%, 49.12%)
Doenca periodontal 2 16.67 (2.94%, 49.12%)
Linfonodomegalia 2 16.67 (2.94%, 49.12%)
Hipotermia 1 8.33 (0.44%, 40.25%)
Esplenomegalia 1 8.33 (0.44%, 40.25%)
Espirros 1 8.33 (0.44%, 40.25%)
AlteracGes cutaneas 1 8.33 (0.44%, 40.25%)
Hepatomegalia 1 8.33 (0.44%, 40.25%)
Rins irregulares 1 8.33 (0.44%, 40.25%)
Ausculta cardiopulmonar abafada 1 8.33 (0.44%, 40.25%)
Prolapso de terceira palpebra 1 8.33 (0.44%, 40.25%)
Nodulo cutaneo 1 8.33 (0.44%, 40.25%)
Apatia 1 8.33 (0.44%, 40.25%)
Quemose da conjuntiva superior do olho direito 1 8.33 (0.44%, 40.25%)
Efusdo pleural 1 8.33 (0.44%, 40.25%)
Ausculta pulmonar abafada 1 8.33 (0.44%, 40.25%)

595 *Referente ao nivel de signficancia, sendo significante a 0,1%

596

597

598

599

600

601

602

603

604

605

606

607

608

30



609

610
611

612
613
614
615
616
617
618
619
620
621
622
623

Tabela 3- Perfil laboratorial dos felinos domésticos com histoplasmose.

Variavel Frequéncia Frequéncia Intervalo de confianga 95% para p-valor
relativa frequéncia
(%)

Hipoalbuminemia 9 75 (42.84%, 93.31%) <0.001*

Linfocitopenia absoluta 6 50 (25.38%, 74.62%) <0.001*

Hiperglobulinemia 5 41,67 (16.5%, 71.4%)

Anemia 5 41.67 (16.5%, 71.4%)

Hiperproteinemia 4 33.33 (11.27%, 64.56%)

Eosinopenia absoluta 4 33.33 (11.27%, 64.56%)

DNNE leve 4 33.33 (11.27%, 64.56%)

Monocitopenia absoluta 4 33.33 (11.27%, 64.56%)

Hiperglicemia 3 25 (6.69%, 57.16%)

Neutropenia absoluta 3 25 (6.69%, 57.16%)

Trombocitopenia 3 25 (6.69%, 57.16%)

Leucopenia 3 25 (6.69%, 57.16%)

Aumento de creatinina 2 16.67 (2.94%, 49.12%)

Monocitose absoluta 2 16.67 (2.94%, 49.12%)

Diminuigéo de 1 8.33 (0.44%, 40.25%)

creatinina

Hiperalbuminemia 1 8.33 (0.44%, 40.25%)

Aumento de ALT 1 8.33 (0.44%, 40.25%)

Hipofosfatemia 1 8.33 (0.44%, 40.25%)

Hipocalemia 1 8.33 (0.44%, 40.25%)

Hiperbilirrubinemia 1 8.33 (0.44%, 40.25%)

direta

Leucocitose 1 8.33 (0.44%, 40.25%)

Neutrofilia absoluta 1 8.33 (0.44%, 40.25%)

ALT = Alanina Aminotransferase; DNNE = Desvio nuclear neutrofilico a esquerda

*Referente ao nivel de signficancia, sendo significante a 0,1%
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CAPITULO II

HISTOPLASMOSE EM FELINOS DOMESTICOS: ENCORAJAMENTO A ADOCAO
DE NOVAS TECNICAS DE DIAGNOSTICO POUCO INVASIVAS
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Objetivos: Avaliar o desempenho de técnicas de diagnostico que requeiram coletas de
amostras de forma pouco invasiva, como 0 imunoensaio enzimatico indireto semi-quantitativo
de anticorpos da classe 1gG realizado a partir do soro sanguineo para Histoplasma e do ensaio
de fluxo lateral (LFA) urinario para Histoplasma, a partir do diagnostico prévio da
histoplasmose em gatos domésticos.

Metodos: Foram selecionados oito (8) felinos domésticos com diagndstico de histoplasmose
por citologia, histopatologia, cultura fungica, reacdo em cadeia da polimerase (PCR), ou
resposta terapéutica. Destes animais foram coletadas amostras de soro e urina para a
realizacdo do imunoensaio enzimatico indireto semi-quantitativo de anticorpos da classe 1gG
para Histoplasma e do ensaio de fluxo lateral (LFA) para o antigeno Histoplasma sp
respectivamente.

Resultados: Das oito amostras de felinos submetidas a analise de anticorpos séricos 1gG
cinco (62,5%) apresentaram positividade, bem como dos sete animais avaliados quanto ao
LFA urinario cinco (71,43%) foram positivos.

Conclusdes e relevancia: O LFA urinario e a anélise de anticorpos IgG para Histoplasma sdo
ferramentas que requerem amostras coletadas de forma pouco invasiva e apresentam bom
desempenho para o diagnostico de histoplasmose em felinos, o que pode tornar a abordagem
mais segura para esses animais e vir a encorajar medicos veterinarios quanto ao diagnéstico
da histoplasmose. Contudo, ambas as técnicas ndo devem ser utilizadas de maneira isolada,
em razdo da ocorréncia de resultados falso negativos, devendo ser mais explorado o impacto
do uso de corticosterdides sistémicos em gatos com a micose submetidos a andlise soroldgica,
devido a possivel supressao imunitaria gerada e impacto negativo na producdo de anticorpos
que reagem no teste.

INTRODUCAO

Os felinos domésticos sdo susceptiveis a infeccdo ocasionada pelo fungo dimorfico
Histoplasma capsulatum, causador da histoplasmose, a qual é endémica nas Américas, onde é
considerada a segunda micose sisttmica mais frequentes em gatos. A doenca flngica é
transmitida por inalagio ou ingestdo de excretas oriundas de passaros e morcegos.!?

A histoplasmose é considerada subdiagnosticada na espécie felina em virtude de
dificuldades diagndsticas,* ja que os testes convencionais como a citologia, histopatologia,
cultura fangica e a reacdo em cadeia da polimerase tem como principal desvantagem a coleta
de amostras de forma invasiva o que culmina em potenciais riscos ao animal.>® A sorologia, a
qual geralmente é realizada pelas técnicas de imunodifusdo (ID) e fixacdo de complemento
(FC), e considerada como uma forma nao confiavel de diagnostico, devido baixa sensibilidade
e especificidade associada.>"®

Assim, novas técnicas de diagnostico como 0 ensaio imunoenzimatico antigénico
(EIA) para Histoplasma, realizado a partir do soro ou urina tem sido exploradas como novas
ferramentas de abordagem da micose, muito embora apesar de Uteis, apresentem limitagdes e
ndo devam ser usadas como Gnica como Unica ferramenta de diagnostico,®'° o que reforca a
necessidade de busca por novos testes.

O imunoensaio enzimatico indireto semi-quantitativo de anticorpos da classe 1gG para
Histoplasma, realizado a partir do soro sanguineo, esta relacionado a resultados promissores
na medicina humana,!* muito embora néo tenha sido bem avaliado em felinos. Assim como o
ensaio de fluxo lateral (LFA) para Histoplasma, o qual pode ser realizado a beira do leito, a
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partir da urina e esta associado a desempenhos positivos em humanos, contudo séo ausentes
dados sobre o emprego deste em gatos domésticos.?

Tem-se como objetivo a partir do presente trabalho avaliar o desempenho de técnicas
de diagndstico que requeiram coletas de amostras de forma pouco invasiva como a analise de
anticorpos da classe 1gG a partir do soro sanguineo e o LFA urinério, ambos para o agente
Histoplasma, a partir do diagndéstico prévio da histoplasmose em gatos domésticos.

MATERIAIS E METODOS

Foram selecionados oito felinos domesticos (Felis catus), independente do sexo,
género, raca ou idade com histoplasmose. Tais animais eram oriundos do atendimento
realizado no setor de clinica médica de gatos domésticos, do hospital veterinario de pequenos
animais (HVPA) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) ou de
atendimentos particulares ocorrentes no Rio de Janeiro-Brasil. Todos os tutores que
permitiram que seus respectivos animais fossem incluidos no projeto de pesquisa leram e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. A pesquisa foi submetida a
Comisséo de Etica na Pesquisa em Uso de Animais (CEUA) da UFRRJ e aprovada sob o
namero de protocolo n® 4895210619. O periodo de realizacdo do estudo foi de agosto de 2019
a maio de 2022. Os felinos incluidos no estudo foram aqueles que apresentavam diagndstico
citologico, histopatoldgico, micolégico ou molecular positivo para histoplasmose e ainda
aqueles que possuiam algum teste que pudesse indicar a ocorréncia da micose. Os gatos que
atenderam aos critérios de inclusdo e para o0s quais ndo foi possivel a coleta de amostras de
sangue e/ou urina foram excluidos da pesquisa. InformacGes relevantes para a pesquisa
foram coletadas através do exame clinico, no que se refere ao histérico, exame fisico, bem
como sobre a forma de diagnostico da histoplasmose, ademais por intermédio dos exames de
imagem (radiografia toracica e ultrassonografia abdominal).

Categorizou-se a micose quanto a manifestacdo em: disseminada, pulmonar ou
gastrointestinal, de forma que a histoplasmose foi classificada como disseminada quando
Histoplasma foi identificado no tecido pulmonar e pelo menos um 6rgdo fora do torax
estivesse acometido pelo agente fungico. J& para a classificacdo da forma pulmonar, o fungo
deveria estar restrito somente ao pulmdo. Os felinos agrupados na forma gastrointestinal
deveriam ter restricdio do organismo infeccioso no trato gastrointestinal. Para tais
classificacbes foram considerados exames de imagem como a radiografia e a ultrassonografia,
para se avaliar o acometimento do fungo nos segmentos organicos, bem como testes de
diagnosticos convencionais, contudo caso realizado histopatologia pos necropsia de todos os
Orgdos suspeitos de acometimento, tal abordagem foi considerada majoritaria sobre 0s
achados da radiografia e/ou ultrassonografia.

Coleta de amostras biologicas

De todos os animais com diagndstico de histoplasmose foram coletadas amostras
sanguineas, assim, apos contengdo do felino e antissepsia do local de coleta, utilizando-se
seringa de 5 mL (Descarpack®) e scalp nimero 23G (BD Asepto®), realizou-se coleta de 1
mL de sangue por venopuncdo cefalica, safena ou jugular, a depender do temperamento do
felino e grau de hidratagcdo. A amostra sanguinea foi alocada em tubo contendo gel separador
e ativador de coagulo (BD Vacutainer®), para realizacdo do imunoensaio enzimatico indireto
semi-quantitativo de anticorpos da classe IgG para Histoplasma. Assim, as amostras
sorologicas de oito gatos foram enviadas ao laboratorio MiraVista (MiraVista Veterinary
Diagnostics, Indianapolis, EUA) para execucdo da analise de anticorpos da classe IgG para
Histoplasma.
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Foram utilizados imunoensaios enzimaticos indiretos semiquantitativos desenvolvidos
em laboratorio comercialmente disponiveis (MVista Histoplasma Feline). Microplacas de
noventa e seis pocos foram revestidas com antigenos Histoplasma e tampéao de bloqueio.
Soros de pacientes, padrdes e controles foram adicionados aos pocos. Apos incubagéo a 37°C
durante uma hora, os pogos foram lavados e IgG anti-felina biotinilada foi adicionada a cada
poco. A microplaca foi incubada a 37°C por uma hora. Os pocos foram lavados e conjugado
estreptavidina-peroxidase de rabano foi adicionado a cada poco e entdo incubados a 37°C por
uma hora. Os pocos foram lavados e a solucdo de cromogénio contendo substrato de
peroxidase foi adicionada e incubada em temperatura ambiente por 10 minutos. A reagdo
enzimatica foi interrompida pela adicdo de acido sulfdrico 2N. A placa foi lida em um
comprimento de onda duplo de 450/620 nm. Animais com niveis de anticorpos 1gG <8,0
unidades enzimaticas (UE) foram considerados negativos, com 8,0-9,9 UE foram
considerados com diagndstico indeterminado e aqueles com taxas >10,0 UE foram
considerados positivos.

Os felinos com histoplamose diagnosticada foram também submetidos a coleta de
urina, a qual se deu por cistocentese, utilizando-se agulha de 25mm x 7mm (Descarpack®) e
seringa de 10mL (DESCARPACK®), ou mic¢ao natural, em um volume minimo de 5 mL. As
amostras urinarias foram armazenadas em frasco coletor universal de urina 50 mL (J.
Prolab®). Posteriormente a urina foi congelada para realizacdo subsequente do LFA para
Histoplasma. De forma que as aliquotas urinarias de sete animais foram enviadas ao
laboratério MiraVista (MiraVista Veterinary Diagnostics, Indianapolis, EUA) e submetidas a
analise do LFA para Histoplasma.

O imunoensaio se baseia em uma metodologia qualitativa, baseada em fluxo lateral,
onde anticorpos policlonais sdo utilizados para a deteccdo direta de Histoplasma spp. antigeno
galactomanano na urina. Para a realizagéo de tal, 100 uL de urina foram adicionados a 25 uL
de diluente de amostra com uma pipeta disponivel no kit, assim, o espécime ja diluido foi
disposto na porta de amostra do dispositivo. A medida que a amostra se movia pelo
dispositivo, caso o0 antigeno estivesse presente ocorria a ligacdo deste a um anticorpo detector
anti-histoplasma e produzia-se uma linha visivel. Um controle de ensaio, o qual indicava um
fluxo adequado da amostra no dispositivo teste e consequentemente um teste valido também
produzia uma linha visivel. O LFA foi lido por laboratoristas apds 30 minutos de incubacédo a
temperatura ambiente para determinar se a linha controle estava presente e se a linha do teste
era visivel, o que representava positividade. O teste foi considerado invalido caso o controle
ndo fosse observado ou se a linha relacionada ao controle ou ao teste se apresentasse
obscurecida.®®

Delineamento estatistico

Para analise descritiva, foram utilizadas frequéncias e frequéncias relativas, ademais
calculo de minimo e maximo, bem como foi empregado célculo de sensibilidade dos testes
avaliados. As andlises foram feitas através do software livre R (R versdo 4.2.2 (2022-10-31
ucrt).

RESULTADOS

Dos oito animais que tiveram suas amostras sanguineas submetidas ao teste 1gG para
Histoplasma cinco (62,5%) apresentaram positividade, com concentragdes variando de 13.2 a
70.1. Ja no que tange o LFA urinario, dos sete animais que realizaram tal teste, cinco
(71,43%) foram positivos (Tabela 1).
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Tabela 1 Resultado do imunoensaio enzimatico indireto semi-quantitativo de anticorpos da classe IgG realizado
a partir do soro sanguineo para Histoplasma e do ensaio de fluxo lateral (LFA) urinario para Histoplasma, de
gatos domeésticos com histoplasmose diagnosticada previamente

Felino Sorologia IgG dosoro  Resultado sorologia ~ LFA urinéario
sanguineo em UE 1gG Histoplasma
1 40 + n
2 - - -
3 - - +
4 - - +
5 70.1 + +
6 13.2 + +
7 40.9 + -
8 14.2 + Né&o realizado

UE: Unidades enzimaticas; LFA Histoplasma: Fluxo Lateral do Antigeno Histoplasma;
Sorologia IgG: Faixa reportavel: resultados abaixo de 8,0 sdo negativos; Resultados entre 8,0 e 9,9 séo
intermediarios; Resultados 10.0 e superiores sdo positivos.

Por meio da figura 1 pode-se observar alguns dos resultados obtidos com o ensaio de
fluxo lateral urinario.

Figura 1 Resultados do ensaio de fluxo lateral urinario (LFA) em gatos previamente diagnosticados com
hisotplasmose. A: Negativo; B: Baixo positivo; C: Moderado positivo; D: Altamente positivo.
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Com base nesses resultados a sensibilidade geral para a sorologia sérica de 1gG foi de
62,5% e a do LFA urinéario foi de 71,42%, ao se comparar os dados obtidos com o0s animais
positivos. J& ao se considerar as duas técnicas em conjunto a sensibilidade foi de 87,5%.

Dos oito animais avaliados, quatro (50%) foram diagnosticados com histoplasmose
por citologia, outros quatro (50%) por histopatologia, um (12, 5%) por cultura fangica, outro
(12,5%) por PCR e um (12,5%) por diagndstico ndo convencional, contudo este possuia
antigenemia considerando o ensaio imunoenzimatico antigénico para Histoplasma, realizado a
partir do soro sanguineo. Cabe ressaltar que trés animais foram diagnosticados por dois
métodos distintos (Figura 2). O 6rgdo de tropismo fungico nesta pesquisa, mediante o
encontro do agente nos 6rgéos foi o pulméo (4/8=50%), seguido da pele, olhos, medula déssea,
pancreas, rins, baco e figado, (1/8=12,5% cada).

Citologia + Histopatologia

Citologia

Antigenemia

Cultura fangica

Histopatologia

Histopatologia + PCR -

o 4

1
Numero de animais

N

Figura 2 Métodos diagnosticos empregados para a deteccdo da histoplasmose felina em gatos posteriormente
submetidos ao imunoensaio enzimatico indireto semi-quantitativo de anticorpos da classe 1gG realizado a partir
do soro sanguineo para Histoplasma e do ensaio de fluxo lateral (LFA) urinério para Histoplasma. PCR: Reagéao
em cadeia da polimerase

A histoplasmose foi considerada na forma disseminada para cinco animais (62,5%) e
pulmonar para trés deles (37,5%).

DISCUSSAO

Foi visualizada alta correlacdo de gatos soropositivos pela sorologia 1gG com
histoplasmose previamente diagnosticada. Estudos prévios ndo recomendam a utilizagdo da
sorologia pelas técnicas de imunodifusdo (ID) ou fixacdo de complemento (FC), como forma
de diagnostico em felinos com a micose, visto que estes pontuaram tal teste como ndo
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confidvel, pela ocorréncia de falsos positivos devido a exposi¢cdo somada a recuperacao
anterior e reacdo cruzada com outros agentes fungicos, bem como pela possibilidade de
resultados falsos negativos devido ao tempo necessario para soroconversio.> "

Contudo, o estudo sorolégico desempenhado na pesquisa em questdo foi realizado a partir
de uma metodologia semiquantitativa, a qual também é empregada em medicina humana,
onde foi demonstrada como superior as técnicas de ID e FC.!* Todavia a possibilidade de
reacao cruzada do teste de anticorpos igG anti-histoplasma com doentes por Cryptcoccus foi
verificada, no entanto ndo se considera isto uma problematica a comprometer a eficicia do
teste na pesquisa em questdo, ja& que os animais foram previamente diagnosticados com
histoplasmose por outras ferramentas diagnosticas.®®

Assim, com base nos resultados obtidos, pontua-se que o teste de anticorpos da classe 1gG
deve ser melhor avaliado quanto a sua empregabilidade em felinos como método
complementar de diagndstico, de forma que ndo se aconselha o emprego de tal como Unica
forma de verificagdo da histoplasmose em gatos, visto resultados falsos negativos. Cabe
pontuar que tal teste foi avaliado somente em um felino até 0 momento de redacdo do atual
trabalho, onde se associou a resultado consistente com outras ferramentas diagndsticas como
citologia, cultura flingica e histopatologia na abordagem da micose.

E passivel de destaque que o emprego de testes soroldgicos tem uso limitado para
pacientes imunocomprometidos, sob efeito de drogas imunossupressoras ou recém
transplantados devido a resposta prejudicada quanto a producéo de anticorposit’ no atual
estudo, dos trés animais falsos negativos para a sorologia, 2 deles (66,67%) fizeram uso de
corticoterapia sistémica antes da coleta de amostra diagnoéstica, assim € cabivel uma avaliacéo
futura sob o impacto do uso de corticosterdides quanto ao resultado de tal ensaio.

J& para o ensaio de fluxo lateral (LFA) para Histoplasma, realizado a partir da urina dos
animais com histoplasmose, foi demonstrada alta sensibilidade do mesmo. O LFA
comercializado pelo laboratério MiraVista, realizado a partir da urina é utilizado na medicina
humana e apresenta desempenho positivo quanto ao diagnostico da histoplasmose, tal método
permite rapido diagndstico da doenca e assim consequentemente possibilita emprego agil da
terapia adequada, com minimos requisitos relacionados tanto a aspectos humanos, quanto de
infraestrutura, com possibilidade de utilizagdo a beira de leito.123181%  Assim, ressalta-se
como principais vantagens desta ferramenta de abordagem diagndstica, tanto a eficécia,
comprovada a partir deste estudo, quanto a facilidade de execugdo, sem necessidade de envio
do material para laboratorios de referéncia, como necessario para 0 ensaio imunozenzimatico
antigénico para Histoplasma®, o que pode facilitar e agilizar o diagndstico da micose.

Encoraja-se entdo o emprego do LFA urinario como forma de diagnostico da
histoplasmose felina, muito embora, cautela deva ser considerada em sua utilizagdo, devido a
presenca de uma minoria de animais com resultados falsos negativos (2/8=28,57%). Tal
ferramenta ndo havia sido até o momento avaliada em felinos, de forma que esta € a primeira
pesquisa a empregar tal metodologia no diagnostico da micose em gatos.

O LFA pode ainda ser realizado a partir do soro sanguineo, o que ja foi validado também
na medicina humana, com associacio a alta performance.?® Ademais, foi verificado que a
realizacdo combinada de ambos os testes realizados nesta pesquisa pbde prover maior
sensibilidade, de forma que a analise pareada do LFA urinario junto a sorologia de anticorpos
IgG é entdo associada a maior desempenho diagnostico ao se abordar gatos com
histoplasmose.

ReacOes cruzadas em pacientes humanos com criptococose, paracoccidioidomicose,
blastomicose, talaromicose e coccidiomicose sdo provaveis*'®2° e devem ser avaliadas
prospectivamente em felinos.
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Como principal limitacdo deste estudo destaca-se o pequeno nimero de animais avaliados,
contudo, se faz relevante visto desafios diagndsticos que permeiam a histoplasmose felina e
abre portas para que grandes estudos prospectivos sejam realizados. Por outro lado, o
recrutamento de animais sabidamente negativos nao foi realizado, o que poderia permitir a
avaliacdo da especificidade de ambos os testes avaliados.

CONCLUSOES

O imunoensaio enzimatico indireto semi-quantitativo de anticorpos da classe IgG
realizado a partir do soro sanguineo para Histoplasma e do ensaio de fluxo lateral (LFA)
urinario para Histoplasma surgem como novas técnicas de diagndstico pouco invasivas que
podem auxiliar na abordagem da histoplasmose felina disseminada e pulmonar devido ao seu
alto desempenho. Contudo, o diagnostico da micose ndo deve ser descartado com base em
resultados negativos.
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3 CONCLUSOES GERAIS

Os felinos com histoplasmose sdo sobretudo sem raca definida e adultos jovens, alem
de apresentarem essencialmente estilo de vida domiciliado, o que os coloca no importante
papel de sentinelas da doenga no ambiente doméstico. A alteracdo respiratéria foi a queixa
clinica mais comum dentre o histdrico, presente em todos os animais acometidos pelo fungo,
bem como a dispneia foi associada como principal sinal clinico, a qual foi apontada como um
fato progndstico negativo. No que se refere as alteracdes de laboratorio, a hipoalouminemia e
a linfocitopenia foram super-representadas e estdo associadas a deficiéncia na sintese de
albumina, perda proteica e inflamacdo, bem como a sindrome hemofagocitica
respectivamente. J& no que tange aos achados de imagem a ocorréncia de pneumonia foi
visualizada em todos os animais estudados, onde o padréo intersticio alveolar foi associado a
piores desfechos. A citologia pleural foi o método de diagnostico mais empregado para
abordagem da micose, o que conflita com o quadro clinico instavel apresentado pela maioria
dos animais. Ademais, a forma de apresentacdo disseminada foi majoritaria, com
evidenciacdo do encontro do agente fungico no péancreas, 6rgao até entdo nao evidenciado
como tecido de tropismo para Histoplasma em gatos. Todos os gatos do estudo receberam
terapia antiflngica, principalmente com itraconazol e anfotericina B, a qual deve ser utilizada
com cautela por estar associada a injdria renal. Ressalta-se ainda necessario cuidado quanto a
introducdo da corticoterapia para animais com histoplasmose antes da instituicdo do
tratamento antifungico, visto resultados clinicos negativos. O prognéstico dos animais
avaliados foi preponderantemente desfavoravel, visto a maioria ter evoluido para 6bito ou
eutanasia. O EIA para Histoplasma, a se considerar a analise pareada do soro e da urina
mostrou-se extremamente Gtil para o diagndstico da histoplasmose, visto sensibilidade igual a
100%. Ja4 o LFA urinario e o teste soroldgico de anticorpos da classe 1gG também podem
apoiar o diagnostico da doenca fungica em felinos, muito embora, ambos ndo devam ser
utilizados de forma isolada, devido a ocorréncia de animais falso negativos. Tais dados
inéditos quanto a andlise de técnicas de diagndstico pouco invasivas pode auxiliar a
abordagem da afeccdo e consequentemente encorajar 0s veterinarios quanto a detec¢do da
micose.
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ANEXO A

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
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UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE VETERINARIA
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TUTORES

Titulo da Pesquisa: Histoplasmose felina no Rio de Janeiro - Caracterizagdo clinica e analise
antigénica

Responsavel Docente: Heloisa Justen Moreira de Sousa

Responsavel Discente: Mariana Palha de Brito Jardim

1. Natureza da pesquisa: O Sr./Sra. estd sendo solicitado(a) a permitir que o seu animal
participe de um projeto de pesquisa que busca caracterizar dados clinicos de felinos com
histoplasmose, bem como analisar o ensaio imunoenzimatico antigénico na urina e no
soro destes animais, a partir do diagndstico de histoplasmose pelas técnicas
convencionais.

2. Envolvimento na pesquisa: Ao participar deste estudo o Sr./Sra. permitira que a
responsavel discente utilize dados clinicos e amostras biolégicas do seu animal no projeto
de pesquisa.

3. Riscos e desconforto: A participacdo nesta pesquisa ndo acarretara em complicacGes
legais para o tutor, bem como para 0s animais, visto que estes serdo submetidos a coleta
de amostras sem que haja risco potencial de 6bito.

4. Confidencialidade: Todas as informacGes coletadas neste estudo sdo estritamente
confidenciais, somente os pesquisadores envolvidos terdo acesso as mesmas, nao havera
vinculacdo do nome do tutor nem mesmo do animal aos resultados obtidos.

5. Beneficios: A partir dos resultados desta pesquisa podera se utilizar com seguranga e
confiabilidade novas formas de diagndstico em gatos com histoplasmose, 0 que sera (util
para a area da medicina felina, visto o subdiagndstico da doenca.

Apbs estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre e esclarecida
para a participacdo no projeto de pesquisa. Preencher por gentileza os itens que se
seguem:

Consentimento Livre e Esclarecido

Tendo em vista o0s itens supracitados, eu, de forma livre e esclarecida, manifesto meu
consentimento em participar da pesquisa.

Nome do Tutor:

Assinatura do Tutor Assinatura do Pesquisador
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ANEXO B

Aceite - Comissdo de ética e uso de animais (CEUA)

Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

UFRRJ ¢

Universidade Federal Rural &
do Rio de Janeiro

Comissédo de Etica no
Uso de Animais

(=
»4Am

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Histoplasmose felina no Rio de Janeiro - Caracterizacdo clinica e andlise
antigénica", protocolada sob o CEUA n? 4895210619 (D 001510), Sob a responsabilidade de Heloisa Justen Moreira de
Souza e equipe; Mariana Palha de Brito Jardim - que envolve a producao, manutencao e/ou utilizagao de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta
de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009,
bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi
APROVADA pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro (CEUA/UFRRJ) na reunido de 25/10/2019.

We certify that the proposal "Histoplasmosis felina in Rio de Janeiro - Clinical characterization and antigenic analysis",
utilizing 50 Cats (males and females), protocol number CEUA 4895210619 (b oo1510), under the responsibility of
Heloisa Justen Moreira de Souza and team; Mariana Palha de Brito Jardim - which involves the production,
maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human
beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree
6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation
(CONCEA), and was APPROVED by the Ethic Committee on Animal Use of the Veterinary Institute of Rural Federal
University of Rio de Janeiro (CEUA/UFRR]J) in the meeting of 10/25/2019.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 11/2019 a 11/2021  Area: Clinica Médica

Origem:  Animais de proprietarios
Espécie:  Gatos sexo: Machos e Fémeas  idade: 0 a 25 anos Quantidade: 50
Linhagem: Nao se aplica Peso: 0a 20 kg

Seropédica, 09 de fevereiro de 2023

Loraln

Prof. Dr. Fabio Barbour Scott Viviane de Souza Magalhaes
Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais MiceiGoordenadon daACn(i)rrnn;sissao de EtleainiLisoue
Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro Rio de Janeiro

BR 465, Km 7 / Campus da UFRR| - Seropédica - Rio de Janeiro - CEP: 23890-000 - tel: 55 (21) 2682-3051
Horério de atendimento: 22 a 62 das 8 as 17h : e-mail: ceua.iv.ufrrj@gmail.com
CEUAN 4895210619
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Meloine bilbse ANEXO C

Ficha Clinica de Avaliacdo de Animais com Histoplasmose

FELINO:
SEXO: ( )M ()F ( )MC ( )FC IDADE:
RACA: ( )Sem racga definida ( )Persa ( )Siamés ( )Maine coon ( )Birmanés

( )Noruegués da Floresta ( )Sphynx ( )Outro - Qual?

ESTILO DE VIDA: ( )Domiciliado ( )Semi domiciliado ( )N&o domiciliado
HISTORICO/QUEIXA CLINICA:
FORMA DE DIAGNOSTICO DA HISTOPLASMOSE:

( ) Citologia ( ) Histopatologia ( )Culturafungica ( )PCR
() Outra-Qual?

SINAIS CLINICOS PRESENCA (P) OU AUSENCIA (A)

Fraqueza

Linfadenopatia

Perda de Peso

Anorexia

Lesdo Cutanea

Alteracdo Ocular

Claudicacéo

DEMAIS SINAIS CLINICOS:
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ACHADOS PRESENCA (P) OU AUSENCIA (A)
RADIOGRAFICOS/ULTRASSONOGRAFICOS

Pneumonia

) Padréo Intersticial

) Difuso

) Fino

) Nodular/Miliar

) Padréo Bronquico

(
(
(
( ) Linear
(
(
(

) Padrédo Alveolar

( ) Padréo Misto —
Qual?

Hepatomegalia

Esplenomegalia

CLASSIFICACAO DA APRESENTACAO DA DOENCA:

( )Disseminada ( )Pulmonar ( )Gastrointestinal
RESULTADO FIV/FeLV:

( )FIV/FeLV negativo ( )FIV /FeLV positivo

( )FIV positivo/FeLV negativo () FIV negativo/FeLV positivo

ALTERACOES DE EXAMES LABORATORIAIS (HEMOGRAMA):

( )Anemia ( )Leucopenia ( )Eosinopenia absoluta ( )Neutropenia absoluta
( )Linfocitopenia absoluta ( )Monocitopenia absoluta

Outros — Quais?

ALTERACOES DE EXAMES LABORATORIAIS (BIOQUIMICA):

( )Aumento de Ureia ( )Aumento de creatinina ( )Aumento de ALT ( )Hiperproteinemia
( )Hipoalbuminemia

Outros — Quais?

TRATAMENTO:
( )ltraconazol ( )AnfotericinaB ( )Fluconazol

Tempo de tratamento: ( )1 més ( )2 meses ( )3 meses
( )Mais de 3 meses - Quantos meses ?

Mariana Palha de Brito Jardim

Doutoranda em Ciéncias Clinicas pelo Programa de Pds Graduacdo em Medicina
Veterinaria (PPGMV) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ)
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ANEXO D

Fluxograma

FELINOS DIAGNOSTICADOS COM HISTOPLASMOSE ATRAVES DE:

CITOLOGIA
HISTOPATOLOGIA
CULTURA FUNGICA
PCR

RESPOSTA TERAPEUTICA OU OUTRA FORMA DE DIAGNOSTICO

W

Ficha Clinica

Coleta de sangue -
5mL (hemograma
(2mL), bioquimica (3
mL) e separa¢do do
soro para EIA
Histoplasma e igG
Histoplasma (1 mL
para cada teste))

Coleta de urina (5
mL) para EIA
Histoplasma e LFA
Histoplasma

Radiografia
Torécica (L/L e V/D)

Ultrassonografia
Abdominal

EIA Histoplasma

e Anadlise de anticorpos igG Histoplasma

e EIA Histoplasma
e LFA Histoplasma
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ANEXO E
Dados Clinicos de Gatos com Histoplasmose na Cidade do Rio de Janeiro-Brasil. (Continua)

Felino  Sexo/ Raca Idade Estilo de vida Histérico e Sinal R Forma de Tratamento  Corticosterdide Duragdodo  Desfecho
SR (anos) Clinico diagnéstico tratamento
1 FC SRD 5 Semidomiciliado H: Alteragéo Sim Citologia 1 (100 Néo I- 6 sem Cura clinica
respiratéria pleural mg/gato
SC: Dispneia VO)
2 MC SRD 11 Semidomiciliado H: Tosse; Hiporexia, N&o Citologia | (100 Sim — Antes e |-12sem Obito
SC: Emagrecimento pleural mg/gato apds tratamento A SC-8
VO) + antifingico doses (2x
A 0,5 na sem por
mg/kg SC) 2 sem, 1x
+ na sem por
A 0,25 4 semanas
mg/kg 1V) AlV-2
+ doses (1 x
na sem por
2 sem)
3 M Persa 9 Domiciliado H: Alteracéo Sim Terapéutico | (50 Sim-Antese | - 8sem Cura clinica
respiratoria mg/gato apds tratamento A SC — 2
SC: Dispneia; VO) antifingico doses
Desidratacéo; A 0,5 (Ixna
Hipotermia; mg/kg SC) sem por 2
+ sem)
A (0,25 AlV-2
mg/kg 1V) doses (1x
+ ao dia por 2
dias)
4 MC Siamés 6 Domiciliado H: Gripe; Néo Citologia | (100  Sim-— Antese I1->1sem  Obito
Nausea; pleural mg/gato apds tratamento (10 dias)
Emagrecimento; VO) + antifingico A SC - 4
Prostragéo; A (05 doses
Hiporexia; mg/kg SC) (3xna
Tosse; + sem por 2
SC: Taquipneia; A (0,25 sem)
Dispneia; mag/kg IV) AlV-1
Mucosas + dose
hipocoradas;
Febre
5 MC Siamés 3 Domiciliado H: Prostracéo; Né&o Citologia 1 (100 Sim - Ap6s |-6sem Cura clinica
Anorexia; pleural mg/gato tratamento A SC - 18
Vomitos; VO) + antifingico doses  (3x
Alteracéo A (05 na sem por
respiratoria mg/kg SC) 5 sem, 2 x
SC: Desidratacéo; na sem por
Esplenomegalia; lsemelx
Ruido respiratorio; na sem por
Febre 1 sem)
6 FC SRD 10 Domiciliado H: Alteracdes Sim Citologia 1 (120 Sim — Antes e 1—-24sem Eutanésia
cutaneas; Cutéanea mg/gato apds tratamento A SC — 23
Espirros; VO) + antifingico doses
Prostragao; A (0,5 (3 x na sem
Regurgitacéo; mg/kg SC) por 5 sem
SC: Espirros; + 1K (30 com
AlteragBes cutaneas; mg/gato retorno do
Hepatomegalia; VO) protocolo
Rins irregulares; apds 14
Doenga Periodontal dias, ap6s 2
X na sem
por 4 sem e
1 X na sem
por 1 sem)
IK- 4 sem
intervalo de
1 més e
tratamento
por mais 4
sem
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ANEXO E. Continuacgéo

10

11

12

FC SRD

F SRD

MC Noruegles
da floresta

MC SRD

MC SRD

MC SRD

8

Domiciliado

Domiciliado

Domiciliado

Domiciliado

Domiciliado

Domiciliado

H:Alteracédo Né&o
respiratoria;

Hiporexia;

Prostracéo;

SC:

Linfonodomegalia;
Taquipneia;

Dispenia

H: Alteragéo Néao
respiratoria;

Tosse

SC: Dispneia;

Ausculta

cardiopulmonar

abafada

H: Prostracéo; Né&o
Hiporexia;
Hipoadipsia;
Vomito;

Tosse;

Espirro;

Secrecdo nasal;
Alteragéo
respiratoria

SC: Taquipneia;
Dispneia;

Ruido respiratorio;
Febre;

Prolapso de terceira
palpebra;
Linfonodomegalia;
Noédulo cutaneo

H: Prostracéo; N&o
Alteracdo
respiratoria;
Hiporexia;

Espirros;
Emagrecimento;
Febre;

SC: Mucosas
hipocoradas;
Desidratacao;
Apatia

H: Quilotérax Né&o
Idiopético;
Alteracdo
respiratoria;
Hipertermia ao
toque;

Alteragao ocular
(olho direito)

SC: Quemose da
conjuntiva superior
do olho direito;
Efusao pleural

H: Prostracéo; Néo
Alteracéo
respiratoria;

SC: Emagrecimento;
Febre;

Ausculta pulmonar
abafada;

Dispneia;
Desidratacéo;
Doenga periodontal

Citologia
pleural e
Histopatolo
gia
pulmonar

Histopatolo
gia e PCR
pulmonar

Histopatolo
gia
pulmonar

Anélise
medular e
Histopatolo
gia de
pancreas,
rins, bago,
figado e
medula
6ssea

Cultura
fingica
(amostra
conjuntival)

Terapéutico

1 (100
mg/gato
VO) +

A (0,5
mg/kg SC)

1 (100
mg/gato
VO) +

A (0,25
mg/kg IV)

A (0,25
mg/kg IV)

1 (100
mg/gato
VO) +

A (05
mg/kg SC)

1 (100
mg/gato
VO)

1 (100
mg/gato
VO) +

A (0,5
mg/kg SC)

Sim — Antes e
apds tratamento
antifingico

Sim — Antes e
do tratamento
antifingico

Sim — Antes e
do tratamento
antifingico

Sim, apds
tratamento
antiflngico

I -<1sem
(4 dias)

A SC - 4
doses

(1 dose por
dia)

| —<1sem
(4 dias)

A —1dose
(1 dose por
dia)

AlvV-1
dose

(1 dose por
dia)

I -<1sem
(3 dias)
ASC-2
doses

(1 dose a
cada 48
horas)

I -8 sem

1 —24 sem
A SC - 12
doses

(3 x na sem
por 4 sem)

Eutanasia

Obito

Obito

Obito

Cura
clinica

Cura
clinica

SR: Status reprodutivo; R: Recaida; M:Macho; F: Fémea; MC: Macho castrado; FC: Fémea castrada; SRD: Sem raga definida; H: Historico;
SC: Sinal Clinico; PCR: Reacéo em cadeia da polimerase; I: Itraconazol; A: Anfotericina; IK: lodeto de Potassio; VVO: Via oral; SC:
Subcutaneo; IV: Intravenoso;; Sem: Semana (s)
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